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RESUMO

Um método popular de se prolongar a vida-de-prateleira de alimentos
minimamente processados é através da utilizagdo de tratamentos térmicos
brandos e embalagem com atmosfera modificada (com baixas concentracées
de oxigénio). Tradicionalmente, a eficacia dos tratamentos térmicos
aplicados a estes alimentos € medida através da contagem em aerobiose
das células injuriadas pelo calor. Contudo, no caso da bactéria Escherichia
coli O157:H7, obtém-se uma melhor recuperagéo das células subletalmente

injuriadas quando se utiliza técnicas estritamente anaerdbias.

Estudou-se o efeito do tratamento térmico brando em células de E. coli
0157:H7 e as condi¢des de recuperacdo da sua sensibilidade ao oxigénio
em meio de cultura e em meio a base de alimentos. Células de E. coli
0157:H7 em fase estacionaria de crescimento, cultivadas em meio triptona
de soja acrescido de 0,3% de extrato de levedura e 1% de glicose (TSYGB)
a 30°C durante 24 horas, e submetidas a tratamento térmico a 59°C durante
S minutos sob condigdes anaerdbias, recuperaram sua habilidade de crescer
em presenca de oxigénio em 6 horas. Similarmente, quando as células foram
submetidas a tratamento térmico e mantidas em presenca de 20% de
oxigénio, estas apresentaram maior sensibilidade ao oxigénio, necessitando
de um periodo maior de tempo para se recuperar do que as células mantidas

em condig¢Oes de anaerobiose (9 horas comparado a 6 horas).

Células de E. coli 0157:H7 foram submetidas a tratamentos térmicos
de letalidade equivalente a 55, 59 e 61°C. Apos tratamento térmico a 55°C
por 100 minutos, as células necessitaram de mais de 20 horas para
recuperar sua tolerancia ao oxigénio, comparativamente a 6 e 2 horas para
as células tratadas termicamente a 59°C por 5 minutos e a 61°C por 1
minuto, respectivamente. Isto indica, que as células deste microrganismo
recuperam sua sensibilidade ao oxigénio mais rapidamente apos tratamentos

térmicos mais curtos com temperaturas mais altas.
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Células de E. coli 0157:H7 submetidas a tratamento térmico a 59°C
durante 5 minutos e incubadas a 10, 20 e 30°C, recuperaram sua tolerancia
a0 oxigénio apods aproximadamente 130, 50 e 6 horas, respectivamente.
Contudo, quando mantidas a 5°C, estas células nao recuperaram sua
tolerancia, sobrevivendo no mesmo nivel durante o periodo de observacéo
de 34 dias.

A inclusdo de 50% de diéxido de carbono ao meio de contagem, nao
apresentou efeito na recuperacdo das células sensiveis ao oxigénio, porém o
aumento da concentracdo de oxigénio afetou a recuperagao das células

Injuriadas.

O choque térmico a 42°C durante 5 minutos, seguido de tratamento
térmico a 59°C durante 5 minutos nao influenciou a resisténcia térmica ou o
reparo celular de E. coli 0157:H7. Entretanto, células deste microrganismo
submetidas a choque térmico a 45°C durante 5 minutos, apresentaram um
aumento em sua resisténcia térmica de cerca de 10 vezes, tanto em
condi¢des aerdbias como anaerdbias, ndo afetando porém. sua sensibilidade

a0 oxigénio.

E. coli O157:H7 foi inoculada em tubos contendo meios a base de
alimentos, preparados em condicbes aerdbias e anaerdbias. Estes foram
submetidos a tratamentos térmicos e incubados a 30°C. Foi verificada uma
grande diferenca na resisténcia térmica das células nos diferentes alimentos
testados. Os valores Dsg-c Nos tubos preparados em anaerobiose foram, para
carne bovina 5,3 minutos, cogumelo 4 minutos, frango 3,7 minutos e de
apenas 1,9 minutos para leite. Os valores D Nos meios preparados em
aerobiose foram similares aos obtidos no meio anaerdbio. Isto ocorreu
porque os meios preparados em condi¢bGes aerdbias apresentam potenciais
de Oxido-reducéo reduzidos, similares aos meios preparados em
anaerobiose. Ndo se detectou crescimento de E. coli O157:H7 em meios

preparados a base de batata, brécolis e cenoura.
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SUMMARY

A popular method of extending the sheilf life of minimally processed
foods is to subject the food to a mild heat treatment and package under a
modified atmosphere (low level of oxygen). The effectiveness of the heat
treatment is measured by aerobic enumeration of heat damaged cells.
However, for Escherichia coli O1 S57:H7, the greatest recovery of sublethally

damaged cells was obtained using strictly anaerobic techniques.

The effect of a mild heat treatment and the recovery conditions on
oxygen sensitivity of £ coli 0157:H7 cells was studied in media and foods.
Stationary phase cells grown in tryptone soy agar with 0.3% yeast extract and
1% glucose (TSYGB) at 30°C for 24 hours and heat treated at 59°C for 5
minutes recovered their ability to grow in oxygen in 6 hours when held in
anaerobic conditions. Similarly when cells were heat treated and held in the
presence of 20% oxygen, the cells were more sensitive to oxygen and took
longer to recover than celis held in anaerobic conditions (9 hours compared

with 6 hours).

Cells of E coli 0157:H7 were subjected to heat treatments of
equivalent lethality at 55, 59 and 61°C. Following a heat treatment of 100
minutes at 55°C, cells took 20 hours to recover their tolerance to oxygen
compared to 6 and 2 hours for cells heat treated for 5 minutes at 59°C and 1
minute at 61°C, respectively. This shows that injured cells recover their

oxygen tolerance faster after a short heat treatment at a higher température.

Cells heat treated at 59°C for 5 minutes and held at 10, 20 and 30°C,
recovered their oxygen tolerance after 130, 50 and 6 hours respectively.
However, when held at 5°C, the cells did not recover their oxygen tolerance
in 34 days.



The inclusion of 50% carbon dioxide in the enumeration medium had
no effect on the recovery of oxygen sensitive cells but oxygen concentration

affected the recovery of injured cells

A heat shock of 5 minutes at 42°C had no effect on heat resistance or
recovery of damaged cells. However, 5 minutes at 45°C before a heat
treatment of 5 minutes at 59°C increased the heat resistance of £. colj

0O157:H7 by 10 fold but had no effect on its oxygen sensitivity.

E. coli O157:H7 was inoculated into tubes of food media prepared
aerobically and anaerobicalily and given a heat treatment before incubating
at 30°C. There was a large difference in heat resistance of cells in the
different foods tested. Dsg-c in anaerobically prepared beef was 5.3 minutes,
in mushroom, 4.0 minutes, in chicken, 3.7 minutes and in milk only 1.9
minutes. D values in aerobically prepared media were similar to those in
anaerobic media. This was because aerobically prepared media had very low
redox potentials, similar to those of the anaerobically prepared media. Growth

of E. coli 0157:H7 was not detected in broccoli, carrot or potato media.



1. INTRODUGAO

Recentemente, o microrganismo Escherichia coli O157:H7 emergiu
como potente agente patogénico, tendo sido responsavel por varios surtos
de origem alimentar envoivendo diversos alimentos, tais como, produtos
carneos, leite, maionese, cidra de mags e outros (GRIFFIN & TAUXE, 1991).
As enfermidades que E. coli O157:H7 causa podem ser extremamente
severas aos individuos afetados, podendo ser fatais em alguns casos.
Embora se conhega a severidade das doengas associadas a este
microrganismo, e o numero crescente de individuos infectados pelo mesmo,
pouca informagéo se encontra disponivel a respeito das caracteristicas de

sobrevivéncia e controle de E. coli 0157:H7 em alimentos.

E. coli O157:H7 é reconhecida como o agente responsavel pelo
desenvolvimento de casos de colite hemorragica, um quadro que se
manifesta através de dores abdominais intensas e presenca de diarréia
sanguinolenta. A colite hemorragica pode desencadear complicagdes que
ameacam a vida do paciente, sendo a mais comum denominada sindrome
urémica hemolitica, a qual compromete as fun¢es renais do individuo
(DOYLE, 1991). Esta espécie de bactéria é capaz de produzir toxinas que

atuam nas células epiteliais do intestino.

Os surtos devido a infecgdo por E. coli 0157:H7 muitas vezes sdo
relacionados ao consumo de carne bovina moida mal cozida ou de leite no
pasteurizado (DOYLE, 1994), muito embora este microrganismo também
tenha sido isolado de outros animais, como suinos, aves e carneiro
(SCHOENI & DOYLE, 1994).

Em muitos alimentos, os patdgenos vegetativos sdo eliminados ou
controlados através de tratamentos térmicos brandos. A eficdcia de um

tratamento térmico é normalmente avaliada pela recuperagdo das células



injuriadas em condi¢cdes de aerobiose. Estudos de fisiologia microbiana
mostraram que celulas injuriadas por tratamento térmico s3o mais
eficientemente recuperadas sob condi¢cdes anaerobias estritas, do que pelos
metodos de plaqueamento aerébios tradicionalmente utilizados (KNABEL et
al., 1990). Isto indica, que é muito importante que se conheg¢a aspectos
relacionados as condig¢bes de recuperagao dos microrganismos patogénicos
injuriados  por tratamento térmico, principalmente em relacdo a sua

sensibilidade ao oxigénio e estresse oxidativo.

A resisténcia térmica de um microrganismo é influenciada por muitos
fatores. Um dos fatores que contribuem para o aumento da resisténcia
térmica bacteriana é a exposicdo dessas células a temperaturas alguns
graus superiores a sua temperatura normal de crescimento. 1sso as tornam
mais resistentes a um processamento térmico posterior. Uma possivel
explicagado para esse fato é a produgdo de proteinas do ‘choque térmico”
(MACKEY & DERRICK, 1986). Também ja foi sugerido, que o crescimento
em condigGes de anaerobiose por si s6, pode ser considerado um fator de
estresse para a célula, induzindo a sintese de proteinas do choque térmico
(SPECTOR et al., 1986). Esta resposta ao choque térmico tem sido
observada em varias espécies de bactérias e também em células

eucarioticas.

O uso de embalagens sob atmosfera modificada (em condigdes de
baixas concentragbes de oxigénio) em alimentos submetidos a
processamento térmico brando, tem se tornado pratica comum. Tais
alimentos, aparentemente seguros sob o ponto de vista microbiolégico,
apresentam risco a saude do consumidor. Através do tratamento térmico
brando e da embalagem sob atmosfera modificada, elimina-se a microbiota
deterioradora constituida por bactérias aerdbias, estendendo-se a vida-de-
prateleira do produto. Contudo, ao se eliminar as bactérias competidoras e
reduzindo-se o potencial de 6xido-redugdo, pode-se promover a recuperagao

de células de patégenos, aumentado-se o risco de toxinfecgdo alimentar. A



ocorréncia de choque térmico ou de crescimento sob condicées de
anaerobiose, em microrganismos como E. coli O157:H7, pode resuiltar no
aumento da habilidade destes em se recuperar apds um tratamento térmico
brando. Isto sugere que os métodos tradicionais aerobios, utilizados para
determinar a eficacia de um tratamento térmico, podem apresentar dados
subestimados sobre as condigdes microbioldgicas do alimento processado,
caso este apresente baixo potencial de 6xido-redugdo, tenha sido embalado
sob condi¢gdes de baixa concentragdo de oxigénio ou tenha sido aquecido

paulatinamente.

O objetivo desse trabalho foi estudar como a recuperagao de células
de E. coli O157:H7 injuriadas pelo calor é afetada pelo tratamento térmico,
pelo choque-térmico antes do tratamento térmico, pela temperatura de
incubacgdo apos o tratamento térmico, pela atmosfera gasosa e potencial de
Oxido-redugdo do meio de recuperacao. Considerou-se que o numero total
de células sobreviventes é determinado sob condigbes anaerdbias e o
numero de células injuriadas é determinado sob condigGes aerdbias. A
diferenca obtida entre essas duas contagens €& o numero de células

injuriadas que é sensivel ao oxigénio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente, verifica-se a tendéncia da preferéncia do consumidor por produtos
alimenticios semi-prontos ou prontos, submetidos a tratamento térmico brando, com
reducdo do uso de conservadores e que apresentem vida-de-prateleira prolongada. O
processamento térmico e o envazamento de produtos sob atmosfera modificada sao
ferramentas importantes que visam assegurar a durabilidade, o frescor, 0 aumento da
estabilidade e seguranca do alimento, garantindo produtos de boa qualidade nos

aspectos microbiolégicos, nutricionais e organolépticos.

Geraimente, em resposta as preferéncias do consumidor, novos produtos
alimenticios sdo langados no mercado antes que se conheg¢am e se analisem
minuciosamente seu potencial para desenvolver problemas de saude. Isto pode se
relacionar ao conceito de "hurdle" ou “teoria dos obstaculos” (LEISTNER & GORRIS,
1995), no qual os "hurdles" devem compor e atuar num determinado alimento, interagindo
direta ou sinergisticamente para garantir a seguranga microbioldgica do alimento. Dentre
os "hurdles" presentes num alimento podemos destacar: temperatura, pH, potencial de
Oxido-redugdo, atividade de agua, microbiota competidora e agentes conservadores.
Assim, qualquer reducdo na intensidade de um "hurdle" que controle a ecologia
microbiana de um produto alimenticio, deve ser compensada com a intensificagdo de um

outro, garantindo o mesmo grau de seguranga ao alimento.

Ja se confirmou (GEORGE et al., 1997) que um processo térmico delineado para
eliminar microrganismos patogénicos pode ser insuficiente, caso o alimento tenha sido
processado em baixas temperaturas e embalado sob atmosferas gasosas em baixas
concentragbes de oxigénio ou de potencial de Oxido-redugdo. Recentemente, a
emergéncia de E. coli O157:H7. um potente microrganismo patogénico, tornou
imprescindivel a busca por informagdes que garantam a segurangca microbioldgica
desses alimentos, protegendo a saude dos consumidores. Este microrganismo foi
responsabilizado pela ocorréncia de diversos surtos (GRIFFIN & TAUXE, 1991), que

Causaram doengas graves e, em alguns casos foram letais.



2.1. Caracteristicas gerais de E. coli O157:H7

2.1.1. Descri¢do

Escherichia coli é constituinte normal da microbiota do trato gastrintestinal do
homem e de animais. E. coli é bastonete Gram negativo, anaerdébia facultativa, nao
formadora de esporos (COWAN, 1974). Taxonomicamente é classificada na familia
Enterobacteriaceae, que é principalmente composta por varios géneros de bactérias,
geralmente associadas ao trato intestinal. Existem varios tipos de E. coli, a maioria dos
quais ndo sdo patogénicos ao ser humano, podendo até mesmo oferecer beneficios ao
seu hospedeiro. Como habitante natural do trato intestinal humano e de animais, muitos
desses microrganismos atuam na inibic&o do crescimento de bactérias patogénicas. Elas
podem também sintetizar vitaminas necessdrias ao crescimento dos individuos,
auxiliando na manutengdo de boas condigbes de saude (DUNCAN & CAMERON, 1994).
Esta espécie de bactéria tem sido a muito tempo utilizada como indicadora da poluicao
fecal da agua e alimentos, sem que o consumo destes microrganismos resulte em danos

a saude do consumidor.

Dos 173 sorogrupos de E. coli identificados nos ultimos 50 anos (SHINJI &
TATSUO, 1996), aproximadamente 60 sao reconhecidos como patogénicos, causadores
de doengas no homem ou em animais (WINKEL & WENCK, citados por DUNCAN &
CAMERON, 1994). Assim, apesar da maioria das linhagens desses microrganismos nao
ser patogénica, algumas linhagens de E. coli pertencentes ao grupo dos
enteropatégenos, podem causar diarréia e outras doengas mais severas (MADDEN,
1994a).

As formas de E. coli que s&o patogénicas ao homem sao agrupadas de acordo
com suas propriedades de viruléncia, sindromes clinicas provocadas, diferengas na
epidemiologia e sorogrupos O:H distintos (LEVINE, 1987). As subclasses denominam-se:
enteroinvasiva  (EIEC), enteroagregativa  (EAQQEC), enterotoxigénica (ETEC),

enteropatogénica classica (EPEC), e enterohemorragica (EHEC) ou verotoxigénica



(VTEC) (MENG et al. 1994). Virios fatores de virulencia estdo envoividos na
determinagdo do potencial de patogenicidade das linhagens de E. coli. Muitos desses
fatores estdo presentes em plasmideos, podendo entdo, serem transferidos entre as

linhagens ou se perderem em condi¢des de cultivo prolongado (MADDEN, 1994a).

Na Jltima década, as E. coli enterohemorragicas emergiram como agente de
extrema importancia para a saude publica, uma vez que a infecgdo provocada por estas
bactérias pode resultar em danos severos ao homem (DOYLE, 1994). Este grupo de
bactérias pode ser responsavel por uma série de doengas em humanos, desde diarréia
branda até colite hemorragica (uma doenga severa envolvendo diarréia sanguinolenta) e
sindrome urémica hemolitica (doenca nos rins). Admite-se que a adesédo destas bactérias
as células do epitélio intestinal e a producdo de toxinas, so as responsaveis pelo quadro
clinico (GRIFFIN & TAUXE, 1991). As E. coli enterohemorragicas constituem as
linhagens de E. coli que sao capazes de produzir uma ou mais toxinas que sao
citotdxicas a células Vero (provenientes de culturas celulares de rim de macacos verdes
africanos) (DOYLE, 1991). Estas toxinas sdo conhecidas como verotoxinas ou
verocitotoxinas (VT-1 e VT-2) ou toxinas "Shiga-like" (SLTEC), devido a sua similaridade
a citotoxina produzida por Shigella dysenteriae tipo 1 (KARMALI et al, 1985;
STROCKBINE et al., 1986).

Dentre as E. coli enterohemorragicas, E£. coli O157:H7 é a linhagem mais
freqUentemente associada a doengas humanas, e também a mais estudada em animais

utilizados para o consumo humano (DORN, 1995).

As linhagens de E. coli podem ser subdivididas com o auxilio de varios métodos,
tais como tipagem por bacterisfagos e padrGes de sensibilidade a antibiéticos, porém, o
método mais utilizado é o de tipagem sorologica (MOLENDA 1994). A tipagem
sorolégica é baseada nas diferengas antigénicas encontradas nas estruturas da
superficie bacteriana. As superficies bacterianas possuem moléculas quimicas
denominadas antigenos. Os antigenos podem ser proteinas ou carboidratos, que ao
entrarem em contato com um animal desencadeiam a produgéo de anticorpos contra o

mesmo. O soro sanguineo de um animal que possui anticorpos contra um antigeno



especifico, € denominado anti-soro. Quando os anticorpos presentes no anti-soro entram
em contato com o antigeno contra o qual ele foi produzido, ocorre o desencadeamento de
uma série de reagbes imunoldgicas. O anti-soro que atua contra os varios antigenos
presentes na superficie bacteriana, pode ser utilizado para determinar quais antigenos
uma determinada linhagem de E. coli possui. Dessa maneira, as linhagens de E. coli
podem ser classificadas sorologicamente. E. coli Q157:H7 é designada por seus
antigenos “O” e “H” (MOLENDA, 1994). Os antigenos “O”, também conhecidos por
antigenos somaticos, sdo encontrados na parede celular da bactéria e sdo de natureza
polissacaridica. Atualmente, sdo reconhecidos 173 antigenos “O” presentes em E. coli
(SHINJI & TATSUO, 1996). Cada qual designado pela letra "0, seguido por um numero,
tal como 0157. Os antigenos “O* formam a base para a classificagdo soroldgica de E.
coli, sendo que, cada antigeno “O*, constitui um sorogrupo “O“ distinto. Os antigenos “H”,
s&o também denominados antigenos flagelares, se encontram na superficie do flagelo da
bactéria, e sdo de natureza proteica. Existem 56 antigenos “H” conhecidos, sendo que
estes sao designados pela letra H, seguido por um numero, tal como H7. Cada antigeno
“H” constitui um tipo distinto de sorotipo “H”. Portanto, E. coli 0157:H7 possui um

antigeno polissacaridico 0157 em sua parede celular, e um antigeno H7 em seu flagelo.

2.1.2. Perspectiva histérica

O grupo das bactérias enterohemorragicas, foi descrito em 1977, no Canada, por
KONOWALCHUK et al., enquanto investigavam o uso de células Vero para detecgdo de
toxinas de E. coli. Porém, foi somente em 1982, que se reconheceu a importancia da E.
coli, como produtora de verotoxina. E. coli 0157:H7 foi isolada pela primeira vez, em
1975, na Califérnia (Estados Unidos), em uma mulher que apresentava diarréia
sanguinolenta (RILEY et al., 1983).

Foram isoladas linhagens de E. coli 0157:H7 em pacientes que apresentavam
diarréia sanguinolenta severa em dois surtos nos Estados Unidos, nos Estados do
Oregon e Michigan (RILEY et al., 1983) e outro em Ottawa, no Canada (STEWART et al.,
1983). O Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC), dos Estados Unidos,



identificou 47 individuos com colite hemorragica, que apresentavam dores abdominais
severas, diarréia sanguinolenta e nenhuma evidéncia de infecgdo causada por um
patdgeno enteérico conhecido. A doenga foi epidemiologicamente relacionada a ingestao
de hamburgueres, comercializados por uma cadeia de restaurantes tipo “fast food”. E. coli
O157:H7 foi recuperada das fezes de metade dos pacientes, sendo que, este
microrganismo n&o foi isolado em individuos saudaveis. £. coli O157:H7 foi também
isolada de amostras de hamburgueres provenientes do Iote implicado, e em amostras de
carne congelada, produzida pelo fornecedor dos restaurantes do Estado do Michigan. Os
microrganismos isolados ndo apresentavam caracteristicas semelhantes as outras E. coli
enteropatogeénicas, sendo agrupados no grupo das E. coli enterohemorragicas (PADHYE
& DOYLE, 1992). Até essa data, pouco se sabia a respeito da patofisiologia,
epidemiologia ou sequelas clinicas, resultantes da infeccédo por E. coli 0157:H7 (BOYCE
et al., 1995).

De acordo com GRIFFIN & TAUXE (1991), 12 surtos de infecgdo causados por E.
coli O157:H7 foram relatados nos Estados Unidos, entre os anos de 1982 a 1990. Neste
periodo, também foram documentados surtos no Canada e Reino Unido. Dentre os surtos
ocorridos nos Estados Unidos, uma média de 56 casos foram registrados, sendo que,
dentre esses, 18% das pessoas foram hospitalizadas; 3,6% desenvolveram sindrome
urémica hemolitica ou purpura trombocitopénica trombética e 1,9% dos individuos

atingidos faleceram.

Em 1983, foi relatada a produgdo de verotoxinas por E. coli 0157:H7 (JOHNSON
et al, 1983). Logo, foi reconhecido que outros sorotipos de E. coli sdo também
produtores de verotoxinas, relacionando-se as E. coli verotoxigénicas com os casos de
colite hemorragica relatados em diversos paises, fato este que foi acompanhado do

isolamento desses microrganismos provenientes de casos esporadicos e de surtos.

MARTIN et al. (1986) relataram a presenca de E. coli 0157:H7 em material fecal
de gado leiteiro, proveniente de duas fazendas produtoras de leite dos Estados Unidos.
Duas pessoas desenvolveram sindrome urémica hemolitica, apés consumirem leite cru

produzido nessas fazendas.



Em 1990, um surto de doenga intestinal causado por E. coli 0157:H7 atingiu 70
pessoas participantes de um evento agricola, nos Estados Unidos. O alimento implicado
como veiculo do surto foi rosbife (MORBIDITY AND MORTALITY WEEKLY REPORT -
MMWR, 1992).

Em um surto ocorrido em 1991, nos Estados Unidos, cidra de maca foi identificada
como veiculo de infecgédo por E. coli 0157:H7 (BESSER et al., 1993). De acordo com as
investigagbes, a cidra foi produzida com macés nao lavadas, coletadas diretamente do
solo. Este produto néo foi pasteurizado e ndo foram adicionados agentes conservadores.
Suspeita-se de que as magas se contaminaram com material fecal presente no solo, ou
por contato com o equipamento de moagem contaminado. Em 1996, uma bebida,
contendo suco de magé ndo pasteurizado, contaminada por E. coli 0157:H7, também foi
a responsavel pela ocorréncia de um outro surto alimentar nos Estados Unidos (MMWR,
1996).

Em 1992, um surto causado por E. coli O157:H7, associado ao consumo de
hamburgueres mal cozidos, provenientes de uma cadeia nacional de restaurantes,
ocorreu em 4 estados americanos: Washington, Idaho, Califérnia e Nevada. Este foi o
maior surto de infecgdo por E. coli 0157:H7 registrado neste continente (CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 1993 a, b).

Veiculos de contaminagdo de origem n&o bovina também foram identificados. Um
surto de E. coli O157:H7 no Canada, foi associado ao consumo de sanduiches frios
mantidos sem refrigeracdo (SALMON et al, 1989). No Reino Unido, batatas,
possivelmente contaminadas por material fecal contendo E. coli O157:H7, foram
responsabilizadas por um surto de infecgdo (MORGAN et al., 1988). Este surto
apresentou uma caracteristica surpreendente, pois atingiu um grupo de manipuladores
de alimentos que se tornaram infectados por contato com os vegetais crus, nio

transmitindo, porém, a infec¢do aos consumidores.

Em 1996, um surto de E. coli 0157:H7 no Japao, infectou mais de 9.000 pessoas,

causando 10 mortes. A maioria das pessoas envolvidas eram criancas que se infectaram



ao consumirem refeicdo escolar. suspeita-se que 0s vegetais estavam contaminados com
este microrganismo (GUTIERREZ & NETLEY, 1996). Outros dois surtos j& haviam
ocorrido no Japdo, em escolas infantis. Em 1990, 319 pessoas se infectaram e duas
criangas morreram, e, em 1996, 317 criangas se infectaram, resultando em duas mortes.
Esses acontecimentos levaram o governo japonés a realizar uma campanha de
esclarecimento, sobre os perigos da contaminagéo por E. coli O157:H7 em refeigbes
servidas em escolas. No mesmo ano, ocorreu 0 maior surto devido a infecgao por E. coli
0157:H7 da Gra-Bretanha, atingindo a Escdcia, onde houveram 496 casos e 18 mortes
(SMITH, 1997). A infeccdo foi associada ao consumo de carne e “gravy” (molho a base

de carne), provenientes de um agougue.

Também foram relatados surtos causados por E. coli O157:H7 em outros paises,
tais como, México, Australia, China, Coréia, india, Tailandia, Israel, Checoslovaquia,
Alemanha, Franga, Bélgica, Suiga, Italia, Espanha, Irlanda, Reino Unido, Africa do Sul,
(GRIFFIN & TAUXE, 1991) e Australia (PATON et al., 1996).

Embora os dados disponiveis a respeito das pessoas atingidas por E. coli O157:H7
sejam limitados e de dificil interpretagdo, evidéncias sugerem que os casos de infecgdo
por este microrganismo tém crescido (DOYLE, 1991; TARR et al.,, 1994, BOYCE et al.,
1995). O Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC) dos Estados Unidos, ndo
tem registros de surtos de sindrome urémica hemolitica ocorridos antes de 1982,
sugerindo que provavelmente, este microrganismo ndo foi a causa de surtos dessa
doenga no passado (GRIFFIN & TAUXE, 1991). Além disso, métodos mais apropriados
de "screening” desta bactéria tém sido mais frequentemente utilizados pelos laboratérios
(TARR, 1994).

2.1.3. Toxinas
Em 1983, O'BRIEN et al. relataram que E. coli 0157:H7 produzia altos niveis de

citotoxinas ativas sobre células Vero. Estudos adicionais (O’'BRIEN & HOLMES, 1987),

revelaram que a verotoxina de E. coli O157:H7 nao se distinguia antigenicamente da
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“Shiga-like” toxina produzida por Shigella dysenteriae tipo 1. e era também
antigenicamente idéntica em suas atividades bioldgicas, como citotoxidade a células
HelLa e Vero, letalidade em camundongo ou coelho, e enterotoxicidade, causando

acumulo de fluidos em teste de alca de ileo ligada de coelho.

ApGs E. coli 0157:H7 ter sido reconhecida como o agente responsavel por casos
de colite hemorragica, as toxinas “Shiga-like” foram detectadas em sobrenadante e
lisados de cultura (KONOWALCHUK et al., 1977: JOHNSON et al., 1983), sendo que
estas toxinas eram neutralizadas por anti-soro produzido contra toxina Shiga (O'BRIEN et
al., 1983). Posteriormente, foi demonstrado que duas toxinas eram produzidas por E. coli
0157:H7, a “Shiga-like” toxina 1 (SLT-I) ou verotoxina 1 (VT-1) e a “Shiga-like” toxina 2
(SLT-II) ou verotoxina 2 (VT-2). A “Shiga-like” toxina 1 é neutralizada pela toxina anti-
Shiga, sendo similar & toxina Shiga produzida por Shigella dysenteriae tipo 1, enquanto
que, a “Shiga-like” toxina 2 é antigenicamente distinta, e ndo é neutralizada pela
antitoxina para toxina Shiga (LIOR, 1994). De acordo com O’BRIEN & HOLMES (1987),
as “Shiga-like” toxinas sdo de natureza proteica (GRIFFIN & TAUXE, 1991) e apresentam
duas subunidades, A e B, com pesos moleculares de 31.000 e 5.000-7.000 Da,
respectivamente (DOYLE, 1991). A subunidade A, constitui-se na por¢do ativa e, a

subunidade B, é a porgéo que se liga ao receptor da superficie celular.

Em 1983, foi demonstrado que os genes que controlam a produgéo de VT-1 e VT-2
sdo codificados por bacteriéfagos (LIOR, 1994), sendo que a sequéncia de DNA
completa dos genes que codificam VT-1 e VT-2 e os elementos regulatérios ja foram
clonados (JACKSON et al., 1987: NEWLAND et al., 1987). Esses fagos representam
elementos genéticos moéveis, o que pode explicar o numero crescente de linhagens
produtoras da toxina. Encontrou-se porém, linhagens de E. coli O157:H7 que
apresentaram perda em sua capacidade produtora de verotoxinas (LIOR, 1994).
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2.1.4. Mecanismo de infecg¢ao

O mecanismo pelo qual E. coli O157:H7 causa doengas nao foi totalmente
esclarecido (MADDEN, 1994a), contudo, varios fatores tém sido associados com a
viruléncia do microrganismo. O processo de adesao da bactéria a mucosa intestinal
(DOYLE, 1991) e a produgao de uma ou mais verotoxinas, as quais sao produzidas por
todos os isolados clinicos (PADHYE & DOYLE, 1992), sao fatores de importancia na
infec¢éo por E. coli O157:H7.

A maior parte dos estudos moleculares com E. coli O157:H7, referem-se a fungao
das “Shiga-like” toxinas (O'BRIEN & HOLMES, 1987), a proteina intimina (YU & KAPER,
1992; LOUIE et al., 1993) e ao plasmideo pO157 (TZIPORI et al., 1987; FRATAMICO et
al., 1993). As toxinas “Shiga-like” contribuem para os sintomas extra intestinais através
da mediagio da atividade citotdxica do receptor a células alvo (TESH & O'BRIEN, 1991).
A proteina intimina esta envolvida na adesao de E. coli a enterdcitos do intestino grosso
(LOUIE et al.,, 1993). O plasmideo pO157 encontra-se em quase todos os isolados
clinicos de E. coli 0157, e foi inicialmente detectado em linhagens causadoras de surtos
de colite hemorragica (WELLS et al., 1983).

As propriedades de viruléncia de E. coli 0157 s&o distintas das pertencentes as
classes de E. coli enteroinvasivas, enteropatogénicas e enterotoxigénicas (LEVINE &
EDELMAN, 1984). As E. coli enterohemorragicas nao se mostraram invasivas em ensaios
realizados in vitro (WELLS et al., 1983). Estudos realizados em animais gnotobiéticos e
em culturas de células, nao apresentaram evidéncias de invasao e multiplicagao celular,
como verificado em bactérias invasivas, como Shigella (TZIPORI et al., 1986; TOTH et
al., 1990). Além disso, pacientes com infecgao por E. coli O157:H7 apresentam pouca ou
nenhuma febre (MOLENDA, 1994), sugerindo que o microrganismo nao € invasivo e nao

penetra no sistema circulatério.
A adesdo de E. coli O157:H7 as células intestinais parece ser um aspecto

importante ao potencial de patogenicidade do organismo (DOYLE, 1991). De acordo com

um mecanismo de patogenicidade proposto, E. coli O157:H7 coloniza as células epiteliais
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do intestino elaborando toxina(s), que se liga(m) aos receptores de glicolipideos das
células através da subunidade B da toxina. As células epiteliais, entdo, internalizam a
toxina por meio do fragmento da subunidade A. Esta é reduzida enzimaticamente ao
fragmento A1, o qual se liga aos ribossomos 60S, estes. por sua vez, inibem a sintese
proteica, resultando na morte celular (O'BRIEN & HOLMES, 1987).

Estudos referentes a aderéncia de E. coli 0157:H7 em diferentes tecidos de
linhagens de cultura de células, e sobre a importancia das fimbrias na adesdo, sdo
variaveis e conflitantes. A maioria das E. coli O157:H7 possuem um plasmideo de 60
MDa (DOYLE, 1991). KARCH et al. (1987) associaram o plasmideo de 60 MDa, presente
em E. coli 0157:H7, com a expressdo de um antigeno da fimbria requerida para a adesédo
a mucosa intestinal. SHERMAN et al. (1987) verificaram que apenas uma entre cinco
linhagens de E. coli 0157:H7 portadoras do plasmideo de 60 MDa, apresentava fimbrias,
embora todas as linhagens apresentavam adesdo a células Henle 407 e HEp-2. Esses
autores concluiram que outras estruturas da superficie celular, além das fimbrias, podem

mediar a adeséo de E. coli 0157:H7 a células epiteliais.

O receptor para as toxinas VT-1 e VT-2 é uma globotriosil ceramida, constituida
por uma galactose, a a-(1-4)-galactose-B-(1-4) glicose ceramida (Gb3) (LINGWOOD et
al., 1987; WADELL et al., 1987). A Gb3 é abundante no cortex do rim humano e pode ser
detectada em culturas de células endoteliais humanas (PADHYE & DOYLE, 1992).
Assim, a identificagdo da Gb3 como receptor funcional de VT-1 e VT-2, é consistente ao
papel etiologico das E. coli verotoxigénicas na sindrome urémica hemolitica, na qual as

células do endotélio dos vasos do rim s&o o principal sitio atingido.

Nao se sabe se E. coli O157:H7 pode produzir verotoxinas nos alimentos, ou
mesmo se a ingestdo de verotoxinas pré-formadas em alimentos pode causar doencas
nos seres humanos (DOYLE, 1991). Contudo, estudos realizados por KITTELL et al.
(1991) revelaram que VT-1 é uma toxina relativamente estavel ao calor, uma vez que
esta pode permanecer ativa em alimentos que foram submetidos a tratamento térmico

brando. A toxina VT-1, submetida ao aquecimento entre 45 e 70°C por até 60 minutos,
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permaneceu essencialmente a mesma. O aquecimento a 80°C por 60 minutos, ou a 85°C

por 5 minutos, inativou completamente a VT-1.

2.1.5. Manifestagées clinicas

Varios estudos (KARMALI et al., 1985, SCOTLAND et ai.,, 1988; BOYCE et al.,
1995) tém demonstrado que a infecgdo por E. coli O157:H7 é a responsavel pela maioria
dos casos de colite hemorragica e de sindrome urémica hemolitica. De acordo com
levantamento realizado, estima-se que E. coli O157:H7 causa mais de 20.000 casos de

infeccdo e, pelo menos, 250 mortes a cada ano nos Estados Unidos (BOYCE et al., 1995)

A colite hemorragica € uma doenga que pode atingir individuos de todas as idades,
caracterizando-se por ocasionar colicas abdominais severas e fezes aquosas, que
podem progredir para diarréias sanguinolentas, vomitos, com presenc¢a ou nado de febre
(LIOR, 1994). A auséncia de febre sugere que 0 microrganismo ndo € invasivo e nao
penetra no sistema circulatério (PADHYE & DOYLE, 1992). As fezes de pacientes
infectados por E. coli 0157:H7, muitas vezes, apresentam apenas sangue e auséncia de
material fecal simulando uma hemorragia gastrintestinal, enquanto que, outros pacientes
infectados apresentam quadro de diarréia com auséncia de sangue (BOYCE et al., 1995).
A dor abdominal causada por E. coli O157:H7, é descrita como sendo de intensidade
semelhante as dores de mulheres em trabalho de parto, sendo considerada mais severa
do que apendicite (PADHYE & DOYLE, 1992). A colite hemorragica pode ser
extremamente severa, sendo que, de acordo com um levantamento realizado, 50% dos
pacientes positivos para E. coli 0157:H7 foram hospitalizados (GRIFFIN et al., 1993). Os
sintomas dessa doenga duram em média 2 a 9 dias (DOYLE, 1991).

A infeccdo por E. coli 0157:H7 pode se intensificar e ocasionar a sindrome
urémica hemolitica, que se constitui numa doenga ainda mais severa do que a colite
hemorragica. Esta ocorre em aproximadamente 5 a 10% dos pacientes com idade inferior
a 10 anos (TARR, 1994). A sindrome urémica hemolitica é caracterizada principaimente

por nefropatia aguda (doenga de rim), anemia microangiopatica hemorragica (coagulagao
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intravascular dos eritrécitos, resultando no dano mecanico destes), e trombocitopenia
(baixa circulagéo de plaquetas) (DOYLE, 1991). Dentre outros sintomas apresentados
por esta doenga destacam-se, colicas abdominais agudas, diarréia sanguinolenta e febre
de baixa intensidade (DUNCAN & CAMERON, 1994), podendo causar ainda, doengas
cardiovasculares (PADHYE & DOYLE, 1992), e do sistema nervoso central, € mesmo
levar @ morte (DOYLE, 1991). Este quadro pode levar a perda permanente da funcdo
renal. A hospitalizagdo € requerida, e a didlise e transfusdo sanguinea podem ser

necessarias para a recuperagao do individuo (TARR, 1994).

A purpura trombocitopénica trombética € uma doenga que atinge o sistema
nervoso central, podendo causar coagulos sanguineos no cérebro, especialmente em
idosos (DOYLE, 1991). Esta caracteriza-se por ser uma forma mais grave da sindrome
urémica hemolitica, na qual a febre aita e sintomas neuroldgicos estdo presentes. A
purpura trombocitopénica trombética acarreta ainda, a reducdo do numero de plaquetas
sanguineas (MOLENDA, 1994). Os pacientes podem desenvolver coagulos sanguineos
no cerebro, o que pode levar ‘a morte (PADHYE & DOYLE, 1992).

Os quadros de sindrome urémica hemolitica e purpura trombocitopénica
tromboética parecem estar associados com a verotoxina, que causa danos as células
endoteliais, em um processo que pode resultar na agregacdo de trombdcitos e causar
danos a vasos capilares do rim ou outros érgéos, podendo, em pequena proporgdo dos
casos, ser letal (LIOR, 1994). A taxa de morte por E. coli 0157:H7 é de trés a cinco por
cento (TARR et al., 1989; MARTIN et al., 1990).

Os sintomas da infecgdo causada por E. coli O157:H7 nao sdo amplamente
reconhecidos pela populagdo ou até mesmo pelos médicos, sendo que muitas vezes, a
doenca n&o é detectada (DUNCAN & CAMERON, 1994). Contudo, a doenga causada por
E. coli 0157:H7 pode também manifestar-se na forma de diarréia branda podendo,
nesses casos, nNao ser reportada. Embora a infecgdo assintomatica possa ocorrer
ocasionalmente, E. coli 0157:H7 nao é um microrganismo normal da microbiota do trato
intestinal humano (BOYCE et al., 1995). De acordo com estudo epidemiolégico (GRIFFIN
et al., 1993), realizado em 10 hospitais nos Estados Unidos, E. coli 0157:H7 foi isolada
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de 0,4% das amostras de fezes de 26.239 pacientes. A dose infectante da E. coli
0O157:H7 nao é conhecida, mas suspeita-se que ela seja muito baixa. Em algumas
amostras de carne associadas com ocorréncias de surtos de E. coli 0157-H7. o numero
de bactérias foi estimado em 1000/g (LIOR, 1994). WILLSHAW et al. (1994) isolaram E.
coli O157:H7 em hamburgueres relacionados a surto de infecgdo no Reino Unido,
estimando a presenga de menos de 25 células de E. coli 0157 H7 por grama de amostra
de carne, e dose infectante de apenas 10 microrganismos. O periodo de incubagéo tipico
para o aparecimento dos sintomas causados por E. coli 0157 H7, é de aproximadamente

1 a 4 dias, e a durag&o dos sintomas &, em geral, de 5 a 10 dias (LIOR, 1994).

2.1.6. Fatores de risco relacionados a doencas causadas por E. coli O157:H7

Varios fatores determinam a natureza das doengas causadas por E. coli 0157:H7,
entre eles a predisposicdo dos hospedeiros, dose ou caracteristicas relacionadas a
linhagem infectante (GRIFFIN & TAUXE, 1991 ). Contudo, existem alguns fatores de risco
que contribuem para o desenvolvimento das manifestagdes clinicas causadas por E. coli
0157:H7, incluindo-se: faixa etaria, sexo, estado mental, expressdo de um antigeno
especifico por células vermelhas, contagem elevada de leucdcitos no inicio da diarréia,
tipo de toxina da linhagem infectante, uso de terapia com agentes antimicrobianos
(GRIFFIN & TAUXE, 1991).

As doengas causadas por E. coli 0157:H7 atingem individuos de todas as faixas
etarias, porém, as criangas com menos de cinco anos de idade e 0s idosos, apresentam
maior susceptibilidade a elas (BOYCE et al_, 1 995).

Alguns estudos mostraram que individuos do sexo feminino apresentaram maior
propensao em desenvolver infec¢do por E. coli 0157:H7 (CIMOLAI et al., 1990; ROWE et
al., 1991), porém, outros estudos n&o confirmaram esses resultados (CIMOLAI et al.,
1991).
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Em um grupo de 20 individuos, 8 pessoas com problemas de ordem mental,
desenvolveram sindrome urémica hemoiitica devido a infecgdo por E. coli O157:H7,
enquanto que, dentre as 30 pessoas mentalmente saudaveis observadas, nenhuma se
envolveu neste surto (PAVIA et al., 1990). Isto sugere que pessoas com problemas
mentais podem apresentar um fator de risco para o desenvolvimento de infecgao por E.
coli O157:H7.

Os antigenos P1 e PK das células vermelhas do sangue possuem uma sequéncia
de agucar requerida para que a toxina “Shiga-like” se ligue a seu receptor (ROSE &
CLARK, 1989).

Atualmente, ndo existe um consenso quanto aos riscos e beneficios do uso da
terapia com drogas antimicrobianas para o tratamento das doencgas causadas por E. coli
0157:H7, uma vez que, nenhuma terapia especifica se mostrou eficaz em pacientes
infectados (BOYCE et al., 1995). De acordo com TARR (1994), os antibidticos podem
estimular uma maior liberagdo de toxinas de E. coli O157:H7, provenientes dos
microrganismos em estado de injuria ou mortos, fazendo com que mais toxina se torne

disponivel para a absorgdo sistémica.

As caracteristicas da linhagem infectante podem influenciar no desenvolvimento
da sindrome urémica hemolitica (GRIFFIN & TAUXE, 1991). Assim, verificou-se que no
Reino Unido, 10 (91%) entre 11 linhagens que produziam apenas “Shiga-like” toxina 2
eram provenientes de pacientes com sindrome urémica hemolitica, comparadas a cinco
(50%) entre 10 linhagens que eram produtoras de ambas as toxinas SLT-l e SLT-Il, ou
apenas de SLT-I (SCOTLAND et al., 1987).

2.1.7. Caracteristicas bioquimicas e de crescimento
A maioria dos isolados de E. coli 0157:H7 apresentam caracteristicas tipicas de

outras E. coli (DOYLE, 1991). Em alguns aspectos porém, E. coli 0157:H7 se diferencia

da maioria das outras E. coli. Diferengas quanto as propriedades bioquimicas incluem:
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incapacidade de fermentar sorbitol, atividade de B-glucuronidase e producdo de

enterohemolisina.

Mais de 90% das linhagens de E. coli, fermentam sorbitol em 24 horas, porém E.
coli O157:H7 é sorbitol-negativa neste periodo de tempo (JOHNSON et al., 1983: WELLS
etal., 1983; RATNAN et al., 1988). Da mesma forma, a maioria das E. coli (>90%) produz
B-glucuronidase, necesséria para o teste rapido MUG. O indicador, 4-metilumbeliferil-B-
D-glucuronideo (MUG), é utilizado para detecgéo de E. coli (FENG & HARTMAN, 1982).
Este composto € hidrolisado por B-glucuronidase, que € uma enzima presente na maioria
das linhagens de E. coli para producgdo de um produto fluorogénico. E. coli 0157:H7, por
sua vez, & f-glucuronidase negativa (DOYLE & SCHOENI, 1984), indicando que a
atividade de B-glucuronidase, ndo é fenotipicamente expressa por este microrganismo.
No entanto, foram descritas linhagens de E. coli O157-H7 isoladas na Alemanha, que
apresentaram a caracteristica de fermentar sorbitol em 24 horas e eram MUG positivas, o

que torna mais dificil a identificacdo desse sorotipo (GUNZER et al., 1992).

BEUTIN et al. (1989) identificaram um tipo de hemolisina, denominada
enterohemolisina, que pode ser detectada apenas em placas de sangue contendo
eritrocitos. A maior parte das E. coli produtoras de verotoxinas produzem esta hemolisina,

porém nao outras linhagens de E. coli.

Outra diferenga importante de E. coli 0157:H7, é quanto a faixa de temperatura de
crescimento. Este sorotipo apresenta crescimento pobre entre 44,0 e 45,5°C,
temperaturas normalmente utilizadas para detectar £. coli em alimentos (DOYLE &
SCHOENI, 1984). RAGHUBEER & MATCHES (1990) determinaram que a faixa de
temperatura para o crescimento de E. coli 0157:H7 varia de 24,3 a 41°C em 24 horas, e
de 19,3 a 41°C em 36 ou 48 horas, respectivamente. Estudos realizados em caldo
tripticase de soja, indicaram que o microrganismo cresce rapidamente entre 30 a 42°C,
com tempo de geragdo variando entre 0,49 horas a 37°C e 0,64 horas a 42°C (DOYLE &
SCHOENI, 1984). Dessa forma, a faixa de temperatura para o crescimento de E. coli

0157:H7 é incompativel com a de outros coliformes fecais, sugerindo que este patégeno
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€ excluido nos procedimentos padrées de detecgdo utilizados em alimentos e agua
(RAGHUBEER & MATCHES, 1990).

2.1.8. Procedimentos de deteccgdo e isolamento

A gravidade das doengas causadas por E. coli O157:H7 faz necessaria a
prevengao do consumo de alimentos contaminados, através de analises microbiolégicas
dos produtos alimenticios. Por razdes ja mencionadas, os procedimentos tradicionais
para detecgéo de E. coli em alimentos no sdo Uteis para E. coli 0157:H7. Os métodos
microbiolégicos utilizados devem ser capazes de detectar rapidamente um pequeno
numero de células de E. coli 0157:H7, dentre uma microbiota bacteriana normaimente
presente. Pesquisadores tém tentado desenvolver métodos rapidos de deteccdo de E.
coli 0O157:H7 (SCOTLAND et al., 1988, TODD et al., 1988; CHAPMAN, 1989;
SERNOWSKI & INGHAM, 1992), uma vez que o método tradicional demora 6 dias para a
liberagdo dos resultados (MERMELSTEIN, 1993).

Técnicas de cultivo direto podem ser adequadas para o isolamento de E. coli
0157:H7, em amostras de material fecal de pacientes em fase aguda da doenca, porém,
metodos mais sensiveis sdo requeridos para o isolamento de E. coli 0157:H7 em
amostras de alimentos e no ambiente (WALLACE & JONES, 1996). Nesses casos,
quando a bactéria pesquisada se encontra presente em baixas concentracdes,
comparadas com a microbiota contaminante, a etapa de enriquecimento se faz
necessaria (HINDLE et al., 1995, SANDERSON et al., 1995; ZHAO et al., 1995).

Meios seletivos, baseados na incapacidade de E. coli O157:H7 em fermentar
sorbitol (MARCH & RATMAN, 1986) ou ramnose (CHAPMAN et al., 1991), e a auséncia
da enzima B-glucuronidase (THOMPSON et al., 1990; HAMMACK et al., 1994), tém sido
caracteristicas frequentemente utilizadas para o isolamento de E. coli 0157:H7 em uma
variedade de amostras. A eficacia de meios de culturas seletivos para a recuperagédo de
células de E. coli O157:H7 injuriadas por tratamentos térmicos e por congelamento, tem
sido testada (CONNER & HALL, 1994; CLAVERO & BEUCHAT, 1995).
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O "kit” comercial de teste “latex slide” (OXOID DR 620) para identificacao de E. coli
0O157:H7, mostrou ser uma alternativa ao método padréao de aglutinagdo em tubo, que
utiliza anti-soro para E. coli 0157:H7 (DIFCO) (CHAPMAN, 1989). Este teste realizado
em laminas, é baseado na ocorréncia de aglutinacdo entre a suspensdo de
microrganismo a ser testada e o reagente teste, que consiste em particulas de latex

revestidas por anticorpos de coelho.

O uso de fragdes de membranas microbianas esterilizadas (Oxyrase™), derivadas
da membrana plasmatica de células rompidas de E. coli, atuam na remogao do oxigénio
dissolvido do meio, levando a uma melhora da taxa de crescimento de bactérias
anaerdbias ou anaerobias facultativas (HOSKINS & DAVIDSON, 1988). Glicose oxidase,
enzima que catalisa a reagdo entre glicose e oxigénio, produzindo acido gluconico e
perdxido de hidrogénio, € um elemento que reage com o oxigénio. Em estudo realizado, a
adicdo de Oxyrase™ ao caldo de pré-enriquecimento universal, melhorou a taxa de
crescimento de E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
durante as 6 horas iniciais de incubacdo a 37°C, comparativamente a enzima glicose

oxidase e também ao controle (BOHRA et al., 1995).

Uma vez que a produgdo de toxinas & o principal fator de viruléncia de E. coli
0157:H7 (DOYLE, 1991), a detecgdo de coldnias verotoxigénicas pode ser realizada
através de técnicas como ensaio “imunoblot” (designado para deteccdo de coldnias
produtoras de toxina) (DOYLE & SCHOENI, 1987) ou pela detecgdo de genes que
codificam verotoxinas utilizando-se sondas de DNA para VT-1 e VT-2 (SCOTLAND et al.,
1988). Recentemente, foi proposto o isolamento de E. coli 0157:H7 em alimentos e fezes,
utilizando-se a técnica de separagéo imunomagnética e reacao de Polimerase em Cadeia
- PCR (WEAGANT et al., 1995). A presenca de verotoxinas pode ser demonstrada em
ensaios celulares, utilizando-se para isso células Vero, ou Hela, ou, ainda, através de
ELISA (Enzyme-linked-immunosorbent assay) (SERNOWSKI & INGHAM, 1992). Ensaios
com celulas Vero, tém se mostrado mais eficientes do que com células HelLa, uma vez
que algumas verotoxinas apresentam pouca ou nenhuma atividade sobre células Hela.
Técnicas moleculares, tais como, Andlise do Perfii de Plasmideos, Padrao de

Endonucleases de Restricdo, Eletroforese de Enzimas Multilocus, “Pulse-Field Gel
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Electrophoresis” e PCR com primers arbitrarios (RAPD), constituem outras ferramentas

que podem ser utilizadas em investigagdes de surtos alimentares (LIOR, 1994).

DOYLE & SCHOENI (1987) utilizaram um sistema especifico para o isolamento de
E. coli 0157:H7 em alimentos, baseado na associagdo de uma etapa de enriquecimento
em meio seletivo, seguido da filtragdo da cultura enriquecida em membrana HGMF 1SO-
GRID (membrana de filtro hidrofébico), e da detecgdo de citotoxinas através da técnica
“imunoblot”. A confirmagdo dos isolados de E. coli 0157:H7 foi realizada através de
testes bioquimicos, soroldgicos e de citotoxicidade a células Vero. Este método, embora
laborioso, mostrou-se eficaz para o isolamento de E. coli 0157:H7 em carne crua, com

baixos nimeros do microrganismo.

Foi constatada uma limitagédo dos procedimentos de detecg¢do de E. coli 0157:H7
que se utilizam de anticorpos policlonais 0157 como reagente principal, uma vez que,
pode ocorrer resultados falso-positivos. Tipicamente, o anti-soro policlonal 0157,
apresenta reagéo cruzada com outras bactérias (SERNOWSKI & INGHAM, 1992). De
acordo com DOYLE (1991), ja foi produzido um anticorpo monoclonal especifico para E.
coli O157:H7 e E. coli 026:H11, o qual reage especificamente com proteinas da
membrana externa destes microrganismos, e n&o apresenta reagdo cruzada com
antigenos de E. coli 0157 ou outras bactérias que reagem com os anticorpos policlonais
para 0157.

2.1.9. Transmisséao/incidéncia em alimentos

A maioria das infecgdes por E. coli 0157:H7 é de origem alimentar. Os alimentos
derivados de carne bovina foram considerados como o principal veiculo na maioria dos
surtos, sendo o gado identificado como importante reservatério desse patégeno
(MERMELSTEIN, 1993; DOYLE 1994). E. coli 0157:H7 & encontrada nos intestinos de
aproximadamente 1% do gado (GRIFFIN & TAUXE, 1991). Em geral, esta bactéria ndo
causa doengas nos animais (DORN, 1995), o que dificulta a identificagéo e a remogéo
dos animais portadores desse patégeno da cadeia alimentar (MERMELSTEIN, 1993). Os
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produtos alimentares podem ser contaminados durante as etapas de abate, ordenha,
processamento, armazenamento, preparo ou distribuicdo. Contaminagdo cruzada do
alimento, pode ocorrer durante o processamento, preparo, venda (ABDUL-RAOUF et al.,
1993a) e por contato do mesmo, com superficies ou equipamentos contaminados (DORN,
1995). Os surtos associados ao consumo de carne moida ou leite ocorrem, em geral,

porque a carne nao foi devidamente cozida e o leite nao foi pasteurizado (DOYLE, 1994).

DOYLE & SCHOENI (1987) pesquisaram a incidéncia de E. coli O157:H7 em
carnes frescas do comércio. Este microrganismo foi isolado em 3,7% das amostras de
carne bovina; 1,5% das carnes de frango; 1,5% das carnes suinas; e 2% das carnes de
carneiro. Foi relatado que E. coli 0157:H7 coloniza 0 ceco de frango (SCHOENI &
DOYLE, 1994). Nao se sabe se o gado € a unica fonte de E. coli 0157:H7, ou se outros
alimentos derivados de carne bovina e leite contaminam-se com o microrganismo durante
O processamento e manuseio, ou ainda, se os animais produtores de alimento s&o
também portadores de E. coli 0157 H7. Porém, considerando que o microrganismo ja foi
isolado de suinos, carneiros e veados, € possivel que esses animais sejam portadores de
E. coli O157:H7 (DOYLE, 1991)

No Brasil, sdo praticamente inexistentes dados sobre a ocorréncia de E. coli
0157:H7 em alimentos. No entanto, esta sendo realizado um estudo para avaliagdo da
ocorréncia desse microrganismo em hamburgueres de carne bovina provenientes de
frigorificos localizados nas regides sul e sudeste do pais (‘SILVA, 1997). Até o momento,
foram analisadas 888 amostras das quais 49 (5,5%) apresentaram cepas do sorogrupo
0157, essas cepas estdao sendo submetidas a testes adicionais para confirmagéo
definitiva da identidade.

Alguns dos produtos considerados fontes de E. coli 0157:H7, e muitas vezes
implicados em surtos sao: hamburguer (RILEY et al.,, 1983: GRIFFIN & TAUXE, 1991;
TARR, 1993; WILLSHAW et al., 1994); leite (MARTIN et al., 1986: CHAPMAN et al.,
1993; UPTON & COIA, 1994); cidra de maca (BESSER et al., 1993; LIOR, 1993); agua
(GRIFFIN & TAUXE, 1991; RICE, 1993; WANG & DOYLE, 1996); maionese (WEAGANT
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etal., 1994, RAGHUBEER et al., 1995); carne de frango (CARTER et al., 1987: DOYLE &
SCHOENI, 1987; CONNER & HALL, 1996): vegetais (GRIFFIN & TAUXE, 1991: ABDUL-
RAOUF et al., 1993b; GUTIERREZ & NETTLEY, 1996); salame (CLAVERO & BEUCHAT,
1996, DUFFY et al., 1996); sanduiche de peru (MARTIN et al., 1986; SALMON et al.,
1989); presunto (KNIGHT, 1993).

Outros modos de transmissao de E. coli O157:H7 também ja foram relatados. A
transmiss&o do microrganismo pessoa-a-pessoa ocorre principalmente através de higiene
inadequada (GRIFFIN & TAUXE, 1991: BOYCE et al., 1995). A transmissdo pessoa-a-
pessoa é uma importante via de transmiss3o da bactéria, tendo causado surtos familiares
e em instituicbes, como creches e asilos (CARTER et al., 1987; SMITH, 1997). A
facilidade com que E. coli 0157:H7 se transmite de pessoa-a-pessoa sugere, tal qual
ocorre com Shigella, que a dose infectante desse microrganismo seja baixa (LIOR, 1994;
BOYCE et al., 1995). Foram documentados casos de transmisséo de E. coli 0157:H7 por
fornecimento de agua municipal ndo clorada (SWERDLOW et al., 1992) e transmissao

em pessoas que nadaram em lago contaminado com material fecal (KEENE et al., 1994).

Em estudo realizado em fazendas de gado leiterio em Wisconsin, Estados Unidos,
foi observado que a transmissdo horizontal se constitue num modo importante de
disseminag&o de E. coli 0157:H7 (FAITH et al., 1996). Além disso, os resultados desse
estudo sugeriram que a transmissdo direta entre animais e o contato com éreas
previamente contaminadas por animais portadores de E. coli 0157:H7, sao fatores
importantes para a disseminagdo deste patbgeno no rebanho. Outra fonte de

contaminag&o identificada nestas fazendas foi a agua disponivel aos animais.

TILDEN et al. (1996) avaliaram a producdo de salame associado a surtos de
infecgéo por E. coli O157:H7, ocorridos na Califérnia e Washington, Estados Unidos
(CDC, 1995). Concluiu-se que este produto serve de veiculo de transmisséo de E. coli
0157:H7, ndo havendo evidéncias de que contaminagéo pdés-processamento tenha
ocorrido, calculos indicam que a dose infectante era menor que 50 células de E. coli
O157:H7. Dessa forma, embora o salame seja um produto tradicional, preservado por
processos de fermentagdo e secagem, combinados aos efeitos inibitérios de sais,
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agentes de cura, condimentos, oferecendo assim, um ambiente hostil a maioria das

bactérias patogénicas, este permite o desenvolvimento de E. coli 0157-H7.

2.1.10. Medidas de prevenc¢édo e controle de infecgbes por E. coli O157:H7

Para fins de se eliminar E. coli 0157:H7 dos alimentos, os fornecedores de
matéria-prima, processadores de alimentos e os estabelecimentos de comercializagdo de
alimentos devem adotar um rigido programa de monitoramento. Dentre outras, faz-se
relevante a adogdo pela industria de alimentos do sistema APPCC (Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle), para prevengéo de contaminag@o de alimentos por E. coli
0157:H7, minimizando sua sobrevivéncia em alimentos (MADDEN, 1994b). A adogéo de
boas praticas de manufatura em processamento de alimentos de origem animal, e o
cozimento apropriado de tais alimentos antes do consumo, constituem importantes
medidas de prevengdo de infecgdes por E. coli 0157:H7 (DOYLE, 1994). A prevengéo de
contaminagéo cruzada, entre produtos prontos para o consumo com matéria-prima crua
Ou equipamentos ndo sanitizados, além da higiene pessoal, constituem elementos
criticos no controle da contaminagdo de produtos alimenticios com microrganismos
patogénicos e deterioradores (RAGHUBEER et al., 1995). Além disso, a refrigeragéo
adequada dos alimentos, evitando-se tempo prolongado e temperaturas abusivas, deve
ser observada em todos os ambientes e situagdes (LIOR, 1994). A pratica de se adubar
hortalicas com esterco bovino deve ser banida, uma vez que alguns animais podem ser
portadores de E. coli O157:H7, o que pode resultar na contaminagdo dos vegetais
(ABDUL-RAOQUF et al., 1993b; DORN, 1995).

Os alimentos crus de origem bovina, sdo veiculos de E. coli 0157:H7 através da
contaminag&o fecal durante os procedimentos de abate ou aleitamento (DOYLE, 1994).
Durante o abate, existe uma ampla oportunidade para que as bactérias presentes no
couro ou no intestino do animal sejam transferidas para a superficie da carne (MACKEY
& GIBSON, 1997). Dessa forma, é importante que se introduzam medidas para a
melhoria dos padrées higiénicos de abatedores. A separagio de areas denominadas

“limpas” das “sujas‘, limpeza adequada de equipamentos, e a utilizacdo de materiais
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apropriados (faceis de limpar, sem ranhuras ou rugosidades) para o revestimento de
paredes, chaos e superficies, sdo0 medidas preventivas importantes a serem adotadas.
Outro aspecto importante a ser considerado, € a habilidade da pessoa encarregada do
abate dos animais em produzir carcacas com boa qualidade higiénica. O uso de agentes
descontaminantes de carcacas, como agua quente, acidos organicos, cloro, infra-
vermelho, nisina, fosfato trissddico, ndo se mostraram eficazes contra E. coli O157:H7
(MACKEY & GIBSON, 1997). Os métodos atuais de inspecdo de carcagas bovinas s3o de
natureza organoléptica (DUNCAN & CAMERON, 1994), os inspetores examinam as
carcacas apenas através da avaliagdo da aparéncia, toque e cheiro (MERMELSTEIN,
1993). Uma vez que, em geral, a contaminagdo microbioldgica ndo é visivel, a
identificacdo da contaminagdo por E. coli O157:H7 nao é possivel através desses

procedimentos usuais.

Carne moida mal cozida foi o veiculo da maioria dos surtos devido a E. coli
O157:H7 (GRIFFIN & TAUXE, 1991; WILLSHAW et al., 1994). Os cortes de carne (filés),
em geral, podem apresentar contaminagéo por E. coli 0157:H7 apenas na superficie,
sendo o completo cozimento suficiente para eliminar esta bactéria. Assim, em filés, a
temperatura interna de cozimento ndo é critica (MERMELSTEIN, 1993). Contudo, na
producéo de carne moida, E. coli O157:H7 é transferida da superficie para o interior do
alimento. Se a carne for cozida incompletamente, a bactéria pode sobreviver e ser
ingerida. Uma vez que a carne moida pode ser obtida da carne proveniente de muitas
carcagas, um pequeno numero de animais infectados pode ser suficiente para contaminar
0 produto (BOYCE et al., 1995). O FDA (Food and Drugs Administration) dos Estados
Unidos, recomenda o cozimento desse produto a temperatura interna minima de 68,3°C
(155°F) (MERMELSTEIN, 1993; JACKSON et al, 1995). A esta temperatura de
cozimento, os hamburgueres ndo devem apresentar coloragdo résea no centro e o suco
exsudado deve ser claro (MOLENDA, 1994).
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2.1.11. Caracteristicas de sobrevivéncia de E. coli O157:H7

2.1.11.1. pH e acidulantes

E. coli O157:H7 apresenta alta tolerancia a acidos (PH < 4), sendo que esta
caracteristica pode desempenhar um papel importante no processo de patogénese,
promovendo a sobrevivéncia deste microrganismo durante sua passagem pelo estdbmago
(ARNOLD & KASPAR, 1995, BENJAMIM & DATTA, 1995). De acordo com estudos
realizados por BENJAMIN & DATTA (1995), muitas linhagens de E. coli
enterohemorragicas, incluindo-se E. coli 0O157:H7, podem sobreviver em pH 2,5 a 37°C

por periodos de até 5 horas, similar ao ambiente gastrico do homem.

Foram realizados estudos para determinar a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em
valores de pH extremos, utilizando-se caldo tripticase de soja ajustado para pHs 2, 3, 4,
11, 12. Os numeros de E. coli O157:H7 permaneceram constantes apds 24 horas de
incubag&o em pHs 3, 4 e 11, apresentando apenas pequena diminuicdo em pH 2, porém
néo foram detectadas células viaveis nesse mesmo periodo de tempo em pH 12 (MILLER
& KASPAR, 1994). CONNER & KOTROLA (1995), observaram a sobrevivéncia de E. coli
O157:H7 em pH >4,0 durante 56 dias, e verificaram que o tipo de acidulante utilizado e a

temperatura influenciam na sua sobrevivéncia.

E. coli O157:H7 foi isolada em diversos alimentos acidos, tais como, cidra de maca
(BESSER et al., 1993), maionese (WEAGANT et al., 1994: RAGHUBEER et al., 1995);
produtos lacteos fermentados (AROCHA et al., 1992, MORGAN et al., 1993); salame
(DUFFY et al., 1996). De acordo com THIPPAREDDI et al. (1996), células de E. coli
0157:H7 tém a capacidade de adquirir resisténcia a ambientes acidos, o que resulta

numa maior tolerancia a exposicao a condigbes de acidez mais severas.

E. coli O157:H7 pode sobreviver em cidra de magd, a qual apresenta pH 3,7
(ZHAO et al., 1993). Isto foi reconhecido em 1991, apéds surto ocorrido nos Estados
Unidos, quando macéas nao lavadas que cairam sobre a pastagem, foram utilizadas para

producdo de cidra de magd nao pasteurizada (BESSER et al., 1993). Em estudo
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realizado por ZHAO et al. (1993), cidra de macga nao pasteurizada, com pH entre 3,6 e
4,0 foi inoculada com E. coli 0157-H7. O microrganismo sobreviveu por 31 dias em
temperatura de 8°C. Assim sendo, se este produto fosse consumido durante a vida-de-
prateleira estabelecida de duas a trés semanas, o patdgeno poderia ainda ser viavel.
Acidos benzéico e sorbico, comumente utilizados para aumentar a vida-util de produtos
armazenados a temperaturas de refrigerac&o, reduziram a sobrevida de E. coli 0157:H7
quando acrescidos ao suco de maca (SPLITTSTOESSER et al., 1995).

De acordo com estudo realizado por ABDUL-RAQUF et al. (1993a), E. coli
0157:H7 mostrou-se capaz de se desenvolver em produtos de carne acidificados e em
saladas contendo maionese. Dentre os acidos utilizados em produtos carneos, o &cido
acético apresentou maior eficicia na inibicdo do crescimento e inativagdo de E. coli
0157:H7, comparativamente aos acidos latico e citrico.

E. coli O157:H7 foi capaz de sobreviver durante o processo de fabricagdo do
queijo tipo “Cottage”, demonstrando que o pH e acidez realmente ndo sio suficientes
para deter a proliferagdo desse patégeno (AROCHA et al., 1992).

A eficiéncia de Acidos orgénicos no controle de E. coli 0157:H7 em carcagas
bovinas, foi determinada através da aspersao de acidos acético, latico e citrico.
Resultados mostraram, Que embora esses tratamentos reduzam as populagdes de E. coli
0157:H7, estes nado inativam completamente o microrganismo em carne vermelha
(CUTTER & SIRAGUSA, 1994).

2.1.11.2. Atividade de 4gua e sais

GLASS et al. (1992) observaram que E. coli O157:H7 pode sobreviver em
salsichas fermentadas apés processo de fermentagdo, secagem e armazenamento. Um
surto causado por E. coli 0157:H7 devido ao consumo de salame (CDC, 1995), mostrou
que o microrganismo pode sobreviver em alimentos preservados por fermentacao (pH

acido), secagem (diminuigédo de atividade de agua), combinados aos efeitos inibitdrios de
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sais, agentes de cura, e outros condimentos presentes. CLAVERO & BEUCHAT (1996)
recuperaram células viaveis de E. coli 0157:H7 em salames, os quais apresentavam
atividade de agua de 0,90 e foram armazenados a 5 ou 20°C, por um periodo de 16 ou 4

dias, respectivamente.

ZHAO et al. (1993) verificaram que benzoato de sédio a 0,1%, frequentemente
utilizado como agente conservador de cidra de magd, apresentou a¢do antimicrobiana
eficaz sobre E. coli O157:H7. Porém, sorbato de potassio a 0,1% n&o preveniu o
crescimento deste microrganismo neste produto. A combinagdo dos dois conservadores
nestas concentragbes e na proporgéo de 1:1, por sua vez, foi muito eficaz. MILLER &
KASPAR (1994), utilizando sorbato de potassio em cidra de macgad, também n3o
verificaram efeito inibitdrio deste, uma vez que, E. coli 0157:H7 sobreviveu durante 21

dias na presenca deste agente conservador.

CONNER & HALL (1996) estudaram o efeito de aditivos alimentares (cloreto de
sodio, lactato de sodio e polifosfato) e da temperatura (37, 10, 4, e -20°C), na
sobrevivéncia de E. coli 0157:H7 em carne de frango. Constataram que, a 37 e 10°C,
cloreto de sddio e lactato de sédio reduziram O crescimento de E. coli 0157:H7, enquanto
que, o polifosfato ndo apresentou o mesmo efeito. A 4°C, a populagéo de E. coli 0157:H7
declinou com os tratamentos com polifosfato e cloreto de so6dio, mas
surpreendentemente, esta apresentou crescimento apés 5 semanas na presenca de
lactato de sodio. A -20°C, apés 18 meses, foi constatada a presenca de >10* UFC/g em
carne de frango contendo cloreto de sédio.

2.1.11.3. Baixas temperaturas

E. coli O157:H7 é resistente ao congelamento (MERMELSTEIN, 1993). Este
microrganismo apresentou pequena variagdo em hamburguer inoculado com 10* UFC/g,
apds 9 meses de estocagem a -20°C (DOYLE & SCHOENI, 1984). Experimentos

realizados com carne de frango inoculada com 10° UFC/g de E. coli O157:H7 e
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armazenada a -20°C, mostraram que apds 18 meses a populacdo decresceu apenas uma
unidade logaritmica (CONNER & HALL, 1996).

LECHOWICH (1988) e CONNER & HALL (1996) sugeriram que E. coli 0157:H7 é
um microrganismo psicrotréfico, capaz de crescer em temperatura de 4°C. Entretanto,
DOYLE & SCHOENI! (1984) verificaram que a bactéria ndo cresce nas seguintes
temperaturas: 4, 10 e 45,5°C. A incapacidade de E. coli 0157:H7 se multiplicar a 5°C, foi
confirmada por HAO & BRACKETT (1993), contudo as populagdes se mantiveram viaveis
durante os 15 dias de observagéo, sugerindo sua sobrevivéncia nessas condi¢ées. De
acordo com CLAVERO & BEUCHAT (1996), independentemente do pH e atividade de
agua, E. coli 0157:H7 apresentou melhor sobrevivéncia em caldo tripticase de soja a 5°C
do que a 20 ou 30°C. RAGHUBEER et al. (1995) observaram que E. coli 0157:H7

sobreviveu por mais tempo em molho de salada mantido a 4°C do que a 22°C.

ABDUL-RAOUF et al. (1993b) mostraram a diminuigdo nos niveis populacionais de
E. coli O157:H7 em vegetais armazenados a 5°C. Entre 12 e 21°C houve um aumento
nos niveis de E. coli 0157:H7. Contudo, em outro estudo (ABDUL-RAQUF et al., 1993a),
estes pesquisadores relataram que E. coli 0157:H7 nao é eliminada em salada de carne

contendo maionese, armazenada a 5°C por até 72 horas.

2.1.11.4. Irradiagédo

THAYER & BOYD (1993) relataram a eliminacdo de 90% de células vidveis de E.
coli O157:H7, em carne de frango irradiada por doses de 0,27 kGy a 5°C e 0,42 kGy a
-5°C, concluindo que a irradiagdo é um método eficaz para o controle desse patégeno.

2.1.11.5. Tratamento térmico

Embora E. coli 0157:H7 tenha sido responsabilizada por varios surtos associados

ao consumo de diversos alimentos (GRIFFIN & TAUXE, 1991), essa bactéria ndo
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apresenta uma resisténcia térmica incomum (DOYLE, 1994). Surtos relacionados com o
consumo de carne moida ou leite, em geral, ocorrem porque a carne foi mal cozida ou o
leite n&o foi pasteurizado (DOYLE, 1994).

A resisténcia térmica de uma bactéria é definida por dois parametros: o valor D, ou
seja, o tempo requerido em dada temperatura para destruir 90% de esporos ou células
vegetativas de um dado microrganismo: e o valor Z, que é o aumento de temperatura
necessario para reduzir em 90% seu valor D (STUMBO, 1965).

Muitos fatores contribuem para a resisténcia térmica de microrganismos em
alimentos, destacando-se: composicdo do alimento e a condig&o fisiolégica das células
vegetativas ou esporos (JAY, 1986). Dentre as caracteristicas dos alimentos que
contribuem para o aumento da resisténcia térmica dos microrganismos, incluem-se:
atividade de agua, presenga de carboidratos, lipideos, proteinas e sais. As células em
fase estacionaria de crescimento apresentam uma tolerancia térmica maior que as
células em fase logaritmica (LINTON et al., 1990). SEMANCHECK & GOLDEN (1996)
verificaram uma variabilidade consideravel na resisténcia térmica de E. coli O157:H7
entre trés linhagens diferentes testadas.

De acordo com DOYLE & SCHOENI (1984), E. coli 0157:H7 ndo sobrevive a
temperaturas de pasteurizagdo. Seus experimentos mostraram que em carne moida, E.
coli 0157:H7 (valor Deys de 0,40 minutos) & mais sensivel ao calor do que Salmonella
(valor De;g variando entre 0,60 a 0,70 minutos). Nesse trabalho, foram apresentados
valores D para E. coli 0157:H7 em carne moida as temperaturas de 54,4; 57,2; 58,9: 60;
62,8 e 64,3°C, respectivamente de 39,8, 4,5, 1,2; 0,7; 0,4; e 0,2 minutos. LINE et al.
(1991) determinaram a resisténcia térmica de E. coli 0157-H7 para carne bovina moida
com aito teor de gordura (30,5%) e magra (2,0%). O valor D para carme moida gorda
excedeu o da magra nas temperaturas testadas. Os valores D para came magra e gorda,
foram, respectivamente: 78 2 e 115,5 minutos a 51,7°C; 4,1 e 5,3 minutos a 57,2°Ce 0,3
e 0,5 minutos a 62,8°C. Os valores z determinados para carne magra e gorda foram de
4,6°C e 4,7°C, respectivamente.
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De acordo com JACKSON et al. (1995), as temperaturas de armazenamento e
manutencao dos alimentos podem influenciar a resisténcia térmica de E. coli 0157:H7.
Assim, carne moida foi inoculada com E. coli O157:H7, e as porgdes armazenadas a 3 ou
15°C por 9 horas ou a -18°C por 18 dias e, entdo mantidas a 21 ou 30°C por 0 ou 4
horas. Os hamburgueres produzidos foram cozidos para obter temperaturas internas de
544, 62,8, e 68,3°C. Observou-se uma maior sobrevivéncia dos bacilos em
hamburgueres congelados, enquanto que, as culturas presentes no produto mantido a
15°C foram as mais sensiveis ao calor. A manuteng&o do produto a 21 ou 30°C antes do

cozimento, resultou num aumento de sensibilidade deste microrganismo.

SPLITTSTOESSER et al. (1995) estudaram o efeito da composi¢do do suco de
maga na resisténcia térmica de E. coli 0157:H7. Os valores D obtidos as temperaturas de
52, 55 e 58°C, foram de 12, 5 e 1 minuto, respectivamente, e o valor z de 4,8°C. O
aumento do Brix de 11,8 para 16,5° ndo afetou a resisténcia térmica do microrganismo,
enquanto que, o aumento do teor de acido L-malico de 0,2 para 0,8%, ou a redugéo do
pH de 4,4 para 3,6 tornaram as células mais sensiveis ao calor. Porém, o maior efeito na
resisténcia térmica foi obtido pela adicdo de acidos benzéico e sdrbico: \;alores Dso, em
suco contendo 1000 mg/I de acido sérbico foi de 5,20 minutos, e apenas de 0,64 minutos
na presencga de acido benzoéico.

CHEVILLE et al. (1996) estudaram o efeito de proteinas reguladoras do gene rpoS
na resisténcia térmica de E. coli 0157:H7. Esses autores verificaram que na auséncia
dessas proteinas, a sensibilidade ao calor dessa bactéria é aumentada
significativamente.

2.2. Injaria bacteriana

A injuria microbiana & expressa pela inabilidade destas células em produzir
crescimento detectavel sob condigdes apropriadas para a proliferagdo de microrganismos
nao injuriados (RAY, 1993). Os microrganismos injuriados se distinguem dos mortos, ou
dos que sofreram mutagées, por sua habilidade em readquirir atividade fisioldgica normal
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quando se encontram em condicdes favoraveis. O retorno para as fungdes fisioldgicas
normais & denominado reparo ou recuperagao (BUSTA, 1978). A extenséo e severidade
da injuria subletal, os mecanismos de dano, e os mecanismos e graus de recuperacgao,
variam com os processos térmicos, as especies e linhagens, condigdes fisiolégicas do

microrganismo e métodos de recuperacgao celular (RAY, 1989).

Células injuriadas sao de importancia, uma vez que estas células podem nao ser
detectadas em alimentos através dos métodos de recuperagéo convencionais, podendo
porém, se recuperarem e multiplicarem em alimentos (LINTON et al., 1992). De acordo
com McCLEERY & ROWE (1995), as células microbianas injuriadas retém suas

caracteristicas de patogenicidade.

A injuria pode ser manifestada devido a perda da integridade da membrana
celular, aumento da sensibilidade a cloreto de sédio ou sais biliares e/ou degradagéo do
rRNA (TOMLINS et al., 1972).

Varias inferéncias podem ser uteis para delinear métodos para inibir ou prevenir o

crescimento de células indesejaveis e para proteger as células desejaveis (RAY, 1993).

O estresse subletal injuria células microbianas em varios de seus componentes

funcionais.

* As células diferem em relagdo ao nivel de injuria desses componentes, e os efeitos
cumulativos determinam se a célula se tornara letalmente injuriada, ndo ietaimente
injuriada ou nao injuriada.

* As injurias em alguns componentes sdo reversiveis através da sintese "de novo" ou
reorganizagao dos componentes.

e As células subletalmente injuriadas ndo se multiplicam, a ndo ser que a injuria seja
reparada.

e Células subletalmente injuriadas podem ser eliminadas por muitos agentes quimicos,
para os quais as células normais sdo resistentes.

e Se o fator de estresse ndo for removido, as células subletalmente injuriadas sao

eliminadas e as células n4o injuriadas se tornam subletalmente injuriadas.
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A injuria é resultado da agéo de agentes fisicos ou quimicos fornecidos em doses
subletais, que provocam injurias reversiveis em células microbianas (RAY, 1989). Dentre
os principais fatores fisicos que causam a injuria bacteriana, destacam-se: baixa
temperatura (refrigeracso, congelamento); calor (temperatura e tempo inferiores ao
tratamento letal); secagem (por ar, liofilizagdo); sélidos (agucares, sais); radiagéo (raios X
e UV). Os fatores quimicos que podem causar injuria bacteriana sdo: acidos (organicos e
inorganicos); sanitizantes (quaternario de amonia, cloro); conservadores (sorbato,

benzoato); quimicos téxicos (cloreto de mercurio).

As células microbianas injuriadas, embora sejam parte constituinte da populagédo
microbiana de células viaveis, apresentam muitas caracteristicas fisioldgicas alteradas.
Este fato faz necessario a utilizagdo de um método especifico para a avaliagédo
microbiolégica, de acordo com o qual, a fracdo de células injuriadas pode ser detectavel
ou ndo. Observou-se que algumas espécies de microrganismos desenvolvem
sensibilidade a muitos agentes quimicos presentes em meios seletivos, aos quais as
células nado injuriadas sdo resistentes. Assume-se que células injuriadas podem se
multiplicar rapidamente em meios ndo seletivos, pois estes meios sdo capazes de
enumerar todos os sobreviventes, enquanto que, meios seletivos irdo enumerar apenas
as células normais (RAY, 1989). Contudo, estudos posteriores mostraram que meios
complexos ndo facilitam o crescimento de todos os sobreviventes, uma vez que nao
fornecem os nutrientes necessarios. A suplementag&o do meio seletivo com compostos
especificos resultou no aumento da recuperagdo de células injuriadas (AHMED &
CONNER, 1995; McCLEERY & ROWE, 1995: CZECHOWICZ et al, 1996). O uso de
agentes seletivos durante a enumeracgao de microrganismos injuriados, pode aumentar a
letalidade destes através do aumento do estresse oxidativo ao qual as células injuriadas
sd@o submetidas sob condi¢des de incubacg&o aerébia (KNABEL et al., 1990).
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2.2.1. Fatores que interagem com células bacterianas injuriadas por tratamento

térmico

Os efeitos biolégicos do calor tém sido pesquisados sob diversos pontos-de-vista,
como o da biologia molecuiar, e também em relagdo aos usos praticos dos tratamentos
térmicos, como esterilizagdo de alimentos, de produtos farmacéuticos e na medicina.
Contudo, os mecanismos de morte térmica e injuria das células microbianas, nao foram
ainda esclarecidos (MIYAKE et al., 1993).

Sabe-se que fatores intrinsecos e extrinsecos associados com a bactéria e ao
ambiente no qual esta serd submetida ao tratamento térmico, afetam sua resposta ao
calor. Os métodos de recuperagcado microbiana utilizados nos estudos de resisténcia
térmica, podem influenciar, resultando em dados de letalidade (LINE et al., 1991;
KNABEL & THIELEN, 1995). Numa situagdo ideal, as técnicas de recuperagao
microbiana deveriam permitir a enumeragdo de todas as células viaveis, inclusive das
células subletalmente injuriadas (AHMED & CONNER, 1995).

O aquecimento subletal causa danos aos componentes das células microbianas a
nivel molecular (HURST, 1977). Os danos celulares mais relatados sdo: aumento da
hidrofobicidade da superficie celular, perda de componentes da membrana
citoplasmatica, inativagao de enzimas celulares, degradag¢do do rRNA e quebras nas fitas
de DNA levando a mutagbes (CZECHOWICZ et al., 1996). Subsequentemente, ocorre
uma perda substancial na viabilidade celular. Uma vez que o metabolismo é prejudicado,
as bactérias injuriadas pelo calor podem expressar requerimentos fisiolégicos e

nutricionais diferentes.

Nos ultimos anos, tem se verificado um aumento na produgdo de alimentos
processados por tratamento térmico e embalados a vacuo (LECHOWICH, 1988;
CHURCH & PARSONS, 1993). A demanda por tal tipo de alimento, atende as
preferéncias do consumidor por alimentos frescos, submetidos a processamento térmico
brando e com vida-de-prateleira prolongada (FARBER, 1991). Do ponto de vista da

seguranga microbiolégica de tais produtos, alguns riscos devem ser considerados.
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Patogenos de origem alimentar, tais como, Clostridium botulinum, Yersinia enterocolitica e
Listeria monocytogenes (SHAMSUZZAMAN et al., 1992), podem ocasionar problemas se
O produto tiver sido subprocessado, neste caso, o desenvolvimento de microrganismos

patogénicos pode ser estimulado pela embalagem a vacuo.

2.2.2. Fatores que influenciam na recuperagdo de células de E. coli O157:H7

termicamente injuriadas

2.2.2.1. Atmosfera gasosa

Em muitos alimentos, os patogenos sdo eliminados ou controlados através de
tratamentos térmicos brandos. A resisténcia térmica de um microrganismo € influenciada
por muitos fatores, tais como, as condigdes ambientais em que as células sdo submetidas
antes do tratamento térmico, além das condigdes ambientais oferecidas as células
injuriadas termicamente durante a enumeragdo dos sobreviventes (GADZELLA &
INGHAM, 1994).

Em geral, a eficacia de um tratamento térmico é avaliada através da recuperacao
em condi¢des de aerobiose das células injuriadas pelo calor. Entretanto, alguns trabalhos
mostraram um aumento substancial na recuperagdo sob condicdes estritamente
anaerdbias, de células termicamente injuriadas Listeria monocytogenes (KNABEL et al.,
1990; LINTON et al., 1990, 1992), Salmonella enteritidis (XAVIER & INGHAM. 1993),
Staphylococcus aureus (UGBOROGHO & INGHAM, 1994), Escherichia coli (GADZELLA
& INGHAM, 1994) e E. coli 0157:H7 (MURANO & PIERSON, 1993), comparativamente
as condigdes aerobias. Estes trabalhos utilizam-se de diversos métodos para a produgao
das condigdes anaerdbias, tais como, sobrecamada, uso de jarros de anaerobiose, meios
preparados através de técnicas de Hungate estritamente anaerébias com a adicdo de
indicadores de potencial de oOxido-reducdo. Recentemente, foi confirmado que a
resisténcia térmica de L. monocytogenes, S. enteritidis e E. coli 0157:H7 apresenta um
aumento significativo quando células submetidas ao tratamento térmico sdo recuperadas

sob condicdes de anaerobiose (GEORGE et al., 1997), sendo que, o efeito da
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recuperacao anaerébia € maior quanto menor for a temperatura do tratamento térmico.
De acordo com KNABEL et al. ( 1990), o desenvolvimento de ambientes anaerdbios nos
alimentos apés o processamento térmico, pode permitir o crescimento de células de L.
monocytogenes injuriadas termicamente. Tais condicbes devem estar presentes em
carnes cozidas e outros alimentos pasteurizados e embalados sob baixas concentragdes

de oxigénio.

A incubagdo de células de E. coli termicamente injuriadas em jarros de
anaerobiose, levou a obtengdo de valores D mais elevados do que os obtidos pela
incubagéo aerdbia, enquanto que, o uso de sobrecamada de meio tioglicolato fluido,
levou a uma diminuicdo dos valores D nas temperaturas testadas (GADZELLA &
INGHAM, 1994). Esse ultimo resultado contrasta com o obtido por XAVIER & INGHAM
(1993), que obtiveram um aumento no valor D em Salmonella enteritidis enumerada com
0 meétodo de sobrecamada de meio tioglicolato fluido. Contudo, resultados similares
foram obtidos por UGBOROGHO & INGHAM (1994), que verificaram que esse método
ndo melhorou a recuperagdo de células de Staphylococcus aureus injuriadas

termicamente.

2.2.2.2. Embalagens sob atmosfera modificada

Em geral, define-se alimento embalado sob atmosfera modificada, como sendo
aquele estocado sob uma composicéo de gases diferente a do ar atmosférico. Esta
tecnologia pode incluir embalagens a vacuo; sob atmosfera controlada; com fluxo de gas;
e filmes permeaveis especiais (FARBER, 1991). Nas embalagens a vacuo, o ar
atmosférico é removido de dentro da embalagem sem a substituicdo por um outro gas. No
sistema de embalagem sob atmosfera controlada, o produto é continuamente exposto a
uma constante mistura gasosa, enquanto que, no fluxo de gés, a mistura gasosa é
injetada apenas uma vez durante a etapa de embalagem. A propor¢do de cada gas

utilizado é fixa ao se introduzir a mistura gasosa na embalagem.
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Os gases normalmente usados para embalagem sob atmosfera modificada,
incluem o oxigénio (O,), o nitrogénio (N,), e o didxido de carbono (CO,). Contudo, outros
gases como o monodxido de carbono, etileno, propileno, acetileno, sdo algumas vezes
incluidos (BRECHT, 1980). O CO, e N2, sozinhos, ou em combinagdo, sdo
frequentemente utilizados. O O, é usado comercialmente em baixas concentragdes, em
combinag&o com os outros gases. De acordo com FARBER (1991), as caracteristicas

desses gases sio:

e O Estimula o crescimento de bactérias aerébias, podendo inibir o crescimento de
bactérias estritamente anaerdbias. No caso de carmes embaladas sob atmosfera
modificada, a fungéo do O, é de manter a mioglobina em sua forma oxidada, a qual é
responsavel pela coloragido vermelha, que confere o aspecto de carne fresca ao

produto.

e N2 E um gas inerte sem sabor, que apresenta pouca ou nenhuma atividade
antimicrobiana por si s6. Devido sua baixa solubilidade em agua, a presenga de N, em
alimentos embalados sob atmosfera modificada, previne o colapso da embalagem, o
qual pode ocorrer quando altas concentragbes de CO, sdo usadas. Além disso, ao
substituir o O, na embalagem, o N, pode retardar a rancidez oxidativa e também inibir

0 crescimento de microrganismos aerdbios.

e COz E soluvel tanto em agua como em lipideo, e é o gas responsavel pelo efeito
bacteriostatico em microrganismos presentes em alimentos embalados sob atmosfera
modificada. Para a obtengdo de um efeito antimicrobiano maximo, a temperatura de
armazenamento de um produto embalado sob atmosfera modificada deve ser a mais
baixa possivel, uma vez que, a solubilidade do CO; diminui com o aumento da
temperatura.

Embora muita informagdo em relagdo aos aspectos gerais da tecnologia de
embalagens sob atmosfera modificada estejam disponiveis, a seguranga microbioldgica
desses produtos deve ainda ser melhor avaliada. Um aspecto negativo, sob o ponto de

vista de seguranga, é que, em geral, embalagens contendo niveis moderados ou altos de
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dioxido de carbono inibem eficazmente os microrganismos deterioradores, enquanto
permitem, ou até mesmo, estimulam, o desenvolvimento de patogénicos ou a produgéo
de toxinas (FARBER et al., 1990). Assim, se o0 uso de embalagens sob atmosfera
modificada ndo for realmente eficaz para evitar a sobrevivéncia de microrganismos
patogénicos apos o processamento térmico, esta pratica pode resultar em sérios danos a
saude dos consumidores. De acordo com FARBER et al. (1990), existem dois tipos de
produtos embalados sob atmosfera modificada, os crus que requerem cozimento
completo e os alimentos de baixa acidez, submetidos a um cozimento brando ou que
dispensam o cozimento para o consumo, sendo o Gitimo grupo o que apresenta maiores

riscos sob o ponto de vista microbiolégico.

Testou-se o crescimento de L. monocytogenes e de Pseudomonas em sanduiches
de peru, embalados sob diferentes misturas gasosas (FARBER & DALEY, 1994).
Constatou-se, que as misturas gasosas testadas proporcionaram uma diminuigdo do
crescimento do microrganismo patogénico L. monocytogenes, quando comparadas ao ar,
enquanto que, o microrganismo deteriorador, Pseudomonas, foi inibido com mais
facilidade. O potencial de Clostridium perfringens de crescer em came cozida moida de
peru, embalada sob condigdes aerdbias e anaerébias (vacuo), foi testado. A 28°C, ClI.
perfringens apresentou crescimento exponencial na faixa de 7 e 9 ciclos log em 24 horas,
em condigbes anaerdbias e aerdbias, respectivamente. A 15°C. constatou-se um
crescimento de 0,3 a 1,5 ciclos log em condigdes aerdbias e de 4 a 4.5 ciclos log em
condigGes anaerdbias. Células de C/. perfringens mantidas a 4°C tiveram uma diminuigdo
em numero, tanto sob condi¢bes aerdbias como anaerdbias (JUNEJA et al., 1994). Foi
observado que os microrganismos patogénicos Aeromonas hydrophila, Yersinia
enterocolitica e Listeria  monocytogenes, podem sobreviver em produtos carneos
embalados sob atmosfera de diéxido de carbono ou vacuo, em temperaturas entre 3 e
8°C, o que levou a um questionamento quanto a seguranca microbioldégica de alimentos
embalados com atmosfera modificada (OZBAS et al., 1996). A fim de se obter alimentos
com seguranga microbiolégica garantida, os autores sugerem a incorporagdo de outros
fatores de inibigdo, como pré-tratamentos com agentes antimicrobianos, cozimento,
irradiagéo, sistemas multi-barreiras, além de um controle estrito da temperatura durante a

estocagem do alimento.
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De acordo com SHAMSUZZAMAN et al. (1992), o tratamento térmico brando
apresenta um efeito pouco significativo sobre L. monocytogenes inoculada em peito de
frango "sous vide". Tecnologia “sous vide” é o processo caracterizado pelo uso de
embalagens a vacuo estaveis ao calor, embalagens de alta barreira, seguido de
pasteurizagédo e rapido resfriamento, antes do armazenamento em temperaturas abaixo
de 3°C (HANSEN & KNOCHEL, 1996). A literatura indica que L. monocytogenes parece
sobreviver ao tratamento de pasteurizacdo, quando recuperada em condigées de
anaerobiose (KNABEL et al., 1990).

Estudos conduzidos para se determinar a influéncia de vegetais embalados sob
atmosfera modificada em relagdo ao crescimento de E. coli O157:H7, mostraram que as
misturas gasosas testadas (CO,/O,/N, 0:5:95; 0:10:90; 5:10:85; 5:20:75; 10:5:85; e
10:20:70 v/v), ndo afetaram o crescimento desse microrganismo (HAO & BRACKETT,
1993). Esses autores verificaram que a embalagem sob atmosfera modificada ndo afetou
significativamente a tolerancia de E. coli O157:H7 a 3% NaCl. ABDUL-RAOUF et al.
(1993b) estudaram a influéncia de saladas de alface, pepino e cenoura, embaladas sob
atmosfera modificada, no crescimento de E. coli O157:H7. Neste trabalho, testou-se o
efeito da mistura gasosa O./N, 3:97 (v/v), sendo verificado a inexisténcia de um efeito

aparente sobre a populacéo de E. coli 0157:H7.

2.2.2.3. Enzimas

E reconhecido que nem todos os microrganismos submetidos a um processamento
térmico sdo destruidos. Na verdade, um numero consideravel de microrganismos
sobrevive ao processo, encontrando-se em estado de injuria. Tais microrganismos
injuriados, s&o capazes de se recuperarem apds o tratamento térmico. Um dos primeiros
eventos que ocorrem durante a inativagdo térmica de microrganismos & a perda de
enzimas que protegem as células contra a agdo destrutiva do oxigénio e luz
(CZECHOWICZ et al.,, 1996). As enzimas catalase e superoxido dismutase permitem que

as celulas reajam com radicais reativos do oxigénio, como superdxido e peréxido de
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hidrogénio, os quais formam-se espontaneamente na presenca de oxigénio. Caso esses
radicais permanecam, a morte celular pode ocorrer como resultado da peroxidagao do
lipideo e por danos na membrana celular (KELLOGG & FRIDOVICH, 1975).

Assim, a exposicdo a tratamentos térmicos subletais, inativam as enzimas catalase
e superdxido dismutase de algumas bactérias. Em geral, essas enzimas degradam o
peréxido e os ions superdxido presentes nos ambientes aerdbios. As bactérias que
apresentam as enzimas catalase e superéxido dismutase inativadas, ndo sao capazes de
sobreviverem num ambiente aerdbio, mas podem ser capazes de sobreviverem sob
condicdes anaerdbias, como as encontradas em alimentos embalados a vacuo ou sob
certas misturas gasosas utilizadas para embalagens com atmosfera modificada, Além
disso, o tratamento térmico de alimentos diminui o potencial de &xido-redugao destes
(VAHCIC et al., 1992), o que pode contribuir para o aumento da sobrevivéncia de
bactérias injuriadas. Muitos pesquisadores publicaram resultados confirmando esta
premissa. BUCKER & MARTIN (1981, 1982) relataram que a atividade de superdxido
dismutase em células de S. aureus injuriadas pelo calor, diminui com o decorrer do tempo
de tratamento térmico. A atividade de catalase em Staphylococcus decresceu 10 a 20
vezes a 54,4°C, comparativamente a 37,8°C (AMIN & OLSON, 1968). De acordo com
DALLMIER & MARTIN (1988), a atividade especifica de catalase produzida por L.
monocytogenes decresceu rapidamente, quando este microrganismo foi aquecido entre
55 e 60°C. Nesse trabalho, os autores verificaram que superdxido dismutase é ainda
mais 1abil que catalase, apresentando um declinio de sua atividade quando células de L.

monocytogenes foram submetidas a tratamento térmico a 45°C.

Considera-se que a razéo pela qual algumas células injuriadas nao se recuperam
ap6s o tratamento térmico, & a auséncia de agentes reativos ao oxigénio. A exposigao de
células injuriadas ao ar, geralmente resulta em sua morte, devido sua inabilidade em
eliminar os radicais formados durante a incubacdo aerébia (MURANO & PIERSON,
1993). Os métodos normaimente utilizados para enumerar células sobreviventes de um
tratamento térmico, podem nao ser eficientes para detectar as células injuriadas.
Tipicamente, esses métodos envolvem uma etapa de incubagdo sob condi¢Ges aerdbias.

KNABEL et al. (1990) verificaram que a enumeragao de células de L. monocytogenes
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injuriadas pelo calor, utilizando-se técnicas estritamente anaerobias, resultou em um
aumento significativo no numero de microrganismos detectados, comparado com a
enumeragao sob condigdes aerébias. GEORGE et al. (1997), obtiveram uma maior
recuperagéo de células de E. coli 0157:H7 linhagem 204P submetidas a tratamento
térmico em meio anaerdbio, enquanto que, em meio preparado sob 40% de oxigénio,
observou-se pequena recuperacgéo celular. UGBOROGHO & INGHAM (1994) relataram
que, tanto as condigbes reduzidas do meio submetido a tratamento térmico, quanto os
métodos anaerébios de enumeragao, levaram a um aumento da sobrevivéncia de células
de S. aureus termicamente injuriadas. Um procedimento de reparo eficaz, baseado em
agar em dupla camada, foi desenvolvido por RAY & SPECK (1978), possibilitando a

recuperacéo de bactérias em condigSes de baixas concentragdes de oxigénio.

Uma teoria que se tornou popular explica a razéo pela qual o oxigénio apresenta
efeito bactericida sobre bactérias anaerébias, submetidas a um estresse (ANDERSON &
FUNG, 1983). De acordo com esta, a formagéo de radicais livres é associada a perda da
viabilidade desses microrganismos ap6s a exposigdo ao oxigénio (COX & HECKLY,
1973). A maior parte do oxigénio presente em um sistema bioldgico é reduzido a agua

(a).

) O, +4e —% 32H 0

Parte do oxigénio que sobra, é convertido a peréxido de hidrogénio (H20,) (b) e
superdxido (0O'.,) (c).

by O, +2¢" —*~>H.0,
o) 0, +le —> 0,

O peroxido de hidrogénio é um bom agente oxidante, porém sozinho nao é letal a
célula (GREGORY & FRIDOVICH, 1974). Por outro lado, o radical superoxido, embora

fraco agente oxidante e fraco radical livre, pode formar peréxido de hidrogénio (H,0,) e
radical hidroxila (OH-) (d/e).
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¢ 0,40, ——0,+H0,
ey O,+H,0,+L-dTM——OHoe

O OH- é um radical livre forte e téxico a bactérias (GREGORY & FRIDOVICH, 1974).
Esse composto é capaz de desencadear uma serie de reacOes entre radicais livres e
componentes celulares, podendo ser letal a célula (f) (MORRIS, 1976; AHERN, 1991).

£y OHe+ X > Xe

componente celular

O papel do oxigénio na produgdo de radical hidroxila (OH+), parece ser o de
catalisador. O superdxido deve ser necessario para a regeneragdo de L-dTm (metal de

ligagao bivalente, como o Fe™).

A defesa da célula contra a produgdo de OH+ envolve as enzimas superoxido

dismutase (SOD) e catalase.

g 0;+0; —=->H,0,+0,
n H,0,—==->2H 0+0,

A reacdo catalisada por enzima (g) € mais rapida que a reacdo nao enzimatica (d).
Assim, a superoxido dismutase extingue a presenca de O, de modo que, este ndo estara

presente para a produgdo de OH+. A conversao de H,0, a H,0, através de catalase (h)
também previne a produgdo de OH-. Estas duas enzimas atuando conjuntamente, s&o

mais eficazes na protegéo da célula, do que individualmente.

Um periodo de recuperagdo estritamente anaerébio pode eliminar o estresse
oxidativo pela exclusdo do oxigénio, o precursor necessario para a formagédo de radicais
toxicos de oxigénio (KNABEL et al., 1990).

Portanto, para se auxiliar na recuperagdo de uma célula bacteriana injuriada, €

necessario que o meio de cultura possua a propriedade de reagir com 0O oxigénio. A
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adicao de catalase ao meio, minimiza a producdo de especies de oxigénio indesejaveis e
melhora o processo de recuperagdo celular (CZECHOWICZ et al, 1996). Meios
suplementados com compostos que degradam peréxido de hidrogénio ou blogueiam sua
formagdo, melhoraram a recuperacdo de células de E. coli injuriadas por calor
(McDONALD et al., 1983). McCLEERY & ROWE (1995) relataram que a adicdo de
catalase ao meio de cultura, aumentou a recuperagdo de células de E. coli 0157:H7
injuriadas por tratamento térmico. A adicdo de catalase ao meio de enumeracdo
aumentou a recuperagdo de células injuriadas de S. aureus sob condicbes aerdbias
(MARTIN et al., 1976; BREWER et al., 1977).

Identificou-se em E. coli dois tipos de enzimas catalase, distintas estruturalmente.
A catalase HPI (codificada pelo gene KatG) e a catalase HPII (produzida pelo gene KatE)
(LOEWEN, 1984). Essas enzimas exercem um papel protetor da célula em diferentes
circunstancias. A catalase HPI, € um constituinte do sistema adaptativo da célula,
exercendo sua fungdo durante o estagio de crescimento, enquanto que, a produgdo de
catalase HPII é induzida apenas durante a fase estacionéria de crescimento. O nivel de
catalase HPI, é relacionado ao oxigénio presente nas condigbes de crescimento. Quanto
maior a concentragdo de oxigénio presente no ambiente, maior é a producéo de peréxido
de hidrogénio, sendo necessario mais catalase HPI para degrada-lo. Assim, o acumulo
de perdxido de hidrogénio inicia o processo de transicdo da catalase HPI e regula sua
quantidade (CHRISTMAN et al., 1985). A catalase HPII, por sua vez, protege o material
genético da célula durante o estresse oxidativo na fase estacionaria. Dessa forma, o
aumento da sensibilidade de células injuriadas pelo calor a baixos niveis de peroxido de
hidrogénio, ndo se deve a diminuicdo da atividade total de catalase, mas pode estar
relacionada a inativagdo ou perda de catalase HPl (MACKEY & SEYMOUR, 1987).

Um gene que codifica a atividade de catalase e peroxidase de E. coli 0157:H7, foi

identificado num fragmento de DNA 9,7 Kb, o qual é derivado do plasmideo pO157
(BRUNDER et al., 1996).
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2.2.2.4. Potencial de 6xido-redugao

O potencial de oxido-redugdo &€ um dos fatores de maior importancia para 0s
sistemas biolagicos. O processo de oxido-redugéo € definido em termos da migragao de
elétrons entre compostos quimicos. A oxidagéo € a perda de elétrons, enquanto que,
reducdo € o ganho de elétrons. Quando uma substancia é oxidada (ou seja, libera
elétrons), a outra & simultaneamente reduzida (recebe os elétrons liberados) (BROWN &
EMBERGER, 1980). Portanto, a substancia que doa elétrons é um agente redutor,
enquanto a outra que adquire os elétrons, € o agente oxidante. A relagéo entre redugéo e

oxidagao pode ser assim escrita:

forma reduzida «> forma oxidada + elétron(s)

Quanto mais oxidada for a substancia, mais positivo sera seu potencial elétrico,
por outro lado, quanto mais reduzida a substancia, mais negativo sera seu potencial
elétrico. O potencial de éxido-redugéo pode ser determinado por voltagem (em volts ou
milivolts), quando um eletrodo de metal nobre, inerte (platina, ouro, iridio), & conectado a
um eletrodo de referéncia e ambos s&o colocados em solugdo contendo um sistema de
oxido-reducao reversivel (JACOB, 1970).

Segundo LUND & WYATT (1984), o potencial de oxido-redugéo de um alimento ou
meio de cultura é determinado pelo balango existente entre os agentes oxidantes e

redutores presentes. O potencial de 6xido-redugéo € dependente dos seguintes fatores:

e Composigdo do alimento ou meio, em especial da natureza e concentragdo de
substancias redutoras, tais como, aminoacidos contendo tiol, peptideos, proteinas e
agucares redutores.

° pH

e Pressao parcial de oxigénio presente.

Embora o potencial de oOxido-redugdo ndo seja normalmente utilizado como

parametro para o processamento de alimentos, ele interage com o pH e a atmosfera
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gasosa para determinar a microbiota deterioradora de muitos alimentos. O potencial de
dxido-reducgdo do interior de um corte de carne € suficientemente reduzido para prevenir
0 crescimento de microrganismos aerdbios (entre eles, Pseudomonas, baciios ou
fungos), porém o potencial de éxido-redugéo reduzido (por exemplo em carnes em estado
“post rigor”), permite o crescimento de Enterobacteriaceae e Clostridium sp. (BROWN &
EMBERGER, 1980). A queda do potencial de éxido-redugdo em produtos alimenticios,

depende da taxa de crescimento e do tipo fisiologico das bactérias presentes.

Na maioria dos casos, o alto potencial de 6xido-redugéo em alimentos ou meio de
cultura, é atribuida a presenca de oxigénio (HUNGATE, 1969), sendo que, a inibigdo de
microrganismos anaerdbios em condigdes elevadas de potenciais de 6xido-reducgéo é
devido mais a presenga de oxigénio dissolvido, do que pelo potencial de éxido-redugéo
por si s6. Ocorre que, um alto potencial de 6xido-redugao causado por outros agentes
oxidantes, pode nao ser inibitorio (LUND & WYATT, 1984).

E estabelecido que o potencial de oxido-redugdo é um importante fator
determinante do crescimento de microrganismos aerdbios e anaerébios (MONTVILLE &
CONWAY, 1982). Microrganismos aerdbios necessitam de valores de potencial de 6xido-
redugdo mais elevados para seu crescimento, enquanto 0s anaerobios, requerem valores
de potencial de éxido-redugéo negativos (BROWN & EMBERGER, 1980). Se o potencial
de éxido-reducdo de uma solugdo nutritiva for medido, e esta solugéo for entao inoculada
com microrganismos, uma mudanga do potencial de Oxido-redugcdo para um valor mais
negativo indica o inicio do crescimento microbiano. A determinagao do nivel de oxigénio,
realizada simultaneamente, mostra um decréscimo da pressdo de oxigénio (JACOB,
1970). Em diferentes culturas de microrganismos, o valor de potencial de oxido-redugao
pode variar entre -420 mV (anaerobiose) e +300 mV (aerobiose) (BROWN &
EMBERGER, 1980). O valor baixo de potencial de 6xido-redugéo é considerado o fator
principal que contribui para o crescimento de microrganismos facultativos injuriados por
tratamento térmico (DUBOS; NELSON, citados por KNABEL et al., 1990) .
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MONTVILLE & CONWAY (1982), determinaram o potencial de oxido-redugao de
varios alimentos. Foi determinado, que os alimentos acondicionados em vidro
apresentam maior potencial de 6xido-redugdo que os enlatados. Esse efeito foi atribuido
a ocorréncia de reacdes de foto-oxidagdo nos produtos acondicionados em embalagens
de vidro. SNYDER (1996) determinaram o potencial de oxido-redugéo de alimentos de
“delicatessen”, como lasanha e refeicdes a base de frango. Foi verificado que o potencial
de éxido-reducdo desses alimentos, que variava entre -198 e -23 mV, é suficiente para

permitir o crescimento de Clostridium botulinum.

2.2.2.5. Choque térmico

Quando bactérias sdo expostas a temperaturas alguns graus superiores a sua
temperatura normal de crescimento, as células induzem a sintese de proteinas (MACKEY
& DERRICK, 1986), tornando-as mais capacitadas a resistir a exposicdo a um
subsequente tratamento térmico (GADZELLA & INGHAM, 1994) Esse fenobmeno é
conhecido como "resposta ao choque térmico”, e é considerada universal. Foi observado
em bactérias como: Bacillus spp (STREIPS & POLIO, 1985); Salmonella spp (MACKEY &
DERRICK, 1986), Legionella pneumophila (LEMA et al., 1988), Escherichia coli
(GADZELLA & INGHAM, 1994); Listeria monocytogenes (KNABEL et al.,, 1990; LINTON
et al., 1990); E. coli 0157:H7 (MURANO & PIERSON, 1992, 1993); além de células
eucaridticas, tais como leveduras (McALISTER & FINKELSTEIN, 1980), Drosophila
(CRAIG, 1985); células de mamiferos (HAHN & LI, 1982) e fungos (PLESOFSKY-VIG &
BRAMBL, 1985).

LINTON et al. (1992), consideraram que os fatores que afetam a resisténcia
térmica de microrganismos sdo: a condigéo fisiologica do microrganismo, o meio de
enumeracdo e as condigdes de crescimento. Os autores submeteram células de L.
monocytogenes Scott A a chogque térmico de 48°C por 10 minutos, em caldo tripticase de
soja acrescido de 0,6% de extrato de levedura (TSBYE), seguido de tratamento térmico a

55°C por 50 minutos. Os meios de enumeragéo ndo seletivo (TSBYE) e seletivo (McBride
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Listeria-ML), usados para determinagédo da resisténcia térmica deste microrganismo,
foram incubados sob condigdes de aerobiose e anaerobiose. Verificou-se uma maior
recuperacao das células submetidas a choque térmico e enumeradas em meio anaerobio

nao seletivo.

GADZELLA & INGHAM (1994) investigaram os efeitos do choque térmico sobre a
sobrevivencia de E. coli ATCC 25922, seguido de tratamento térmico a 52, 54 e 56°C. Em
caldo nutriente nas temperaturas testadas, foram observados valores D mais elevados,
em células previamente submetidas a choque térmico a 46°C por 1 hora. Esse efeito foi

mais pronunciado a 56°C, seguindo-se a 54 e 52°C.

FARBER & BROWN (1990) inocularam embutidos carneos com L. monocytogenes
submetida a choque térmico a 48°C por 30, 60 e 120 minutos, antes de expor a
tratamento térmico de 62 ou 64°C. As células pré-aquecidas durante 120 minutos,
apresentaram maior aumento de tolerancia térmica, quando comparadas a células nao
submetidas a choque térmico, apresentado um aumento médio de 2,4 vezes no valor D.
Esta tolerancia térmica adquirida, foi mantida por pelo menos 24 horas apés o choque
térmico. FEDIO & JACKSON (1989) relataram que o pré-aquecimento de uma suspensao
de células de L. monocytogenes a 48°C por 1 hora, em meio de cultura e em leite,

resultou num significativo aumento na resisténcia térmica deste microrganismo.

MACKEY & DERRICK (1986) observaram o aumento da sobrevivéncia de células
de Salmonella typhimurium pré-incubadas a 42, 45 ou 48°C, e submetidas a subsequente
tratamento térmico a 55°C por 25 minutos. Células de Bacillus expostas a um tratamento
térmico brando ou choque-térmico, produziram proteinas de choque térmico, aumentando

sua resisténcia, quando expostas a altas temperaturas (STREIPS & POLIO, 1985).

O efeito do choque térmico em células de L. monocytogenes e S. typhimurium, foi
também determinado a 35, 42, 48 e 52°C, seguido de tratamento térmico de 57,8 ou 52°C
(BUNNING et al., 1990). Observou-se que o aumento da tolerancia térmica induzida pelo
choque térmico foi significativa para S. typhimurium, porém n&o para L. monocytogenes.

Os experimentos realizados com L. monocytogenes sugerem que a tolerancia térmica
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induzida nao é mantida por um longo periodo de tempo, caso a temperatura do choque
térmico ndo seja mantida. Assim, a tolerancia térmica adquirida apds choque térmico a
42°C, retornou aos niveis obtidos pelo controle em 1 hora, quando células de L.
monocytogenes submetidas ao choque térmico foram incubadas a temperatura de 35°C,
e permaneceu em seu nivel maximo por pelo menos 4 horas, quando a temperatura de

choque térmico de 42°C foi mantida.

De acordo com MURANO & PIERSON (1992), células de E. coli O157:H7
cultivadas sob condicdes de aerobiose a 30°C, e submetidas a choque térmico a 42°C
por 5 minutos, apresentaram maior numero de sobreviventes apds subsequente
tratamento térmico a 55°C. Assim, o choque térmico apresentou um aumento da
resisténcia térmica de E. coli O157:H7. Estes mesmos pesquisadores detectaram uma
proteina de peso molecular de 71.000 Daltons em células de E. coli 0157:H7 submetidas
a choque térmico. Essa proteina parece ser imunologicamente similar a subunidade

signa®? de RNA polimerase, a qual é considerada uma proteina de estresse
(GROSSMAN et al., 1987).

Em alguns casos, as proteinas associadas a um estimulo podem ser induzidas
durante outros estresses. Assim, varias proteinas de E. coli sintetizadas em decorréncia
do choque térmico, podem ser também sintetizadas quando as células sdo expostas ao
peroxido de hidrogénio e etanol (Van BOGELEN et al., 1987), luz UV (KREUGER &
WALKER, 1984), e por privagao de aminoacidos (GROSMAN et al., 1985). Foi verificado
em E. coli que a privagdo de glicose ou nitrogénio (JENKINS et al., 1988) podem
conduzir a0 aumento de resisténcia térmica ou oxidativa. SPECTOR et al. (1986)
mostraram que células de S. typhimurium, cuitivadas sob condigbes de anaerobiose,
sintetizaram proteinas de choque térmico, sugerindo que o crescimento em condigoes
anaerdbias por si s6, pode ser considerado um fator de estresse para a célula e, assim,

induzir a sintese de proteinas do choque térmico.
WANG & DOYLE (1996) estudaram a influéncia do choque térmico na tolerancia

ao acido de E. coli 0157:H7. Testou-se a habilidade de sete linhagens de E. coli

0157:H7 e uma de E. coli K-12, de sobreviverem a pH 2,5 a 37°C. A sobrevivéncia das
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células submetidas a choque térmico (10 minutos a 48°C) foi 10 a 100 vezes maior,
comparada as células ndo submetidas a tratamento térmico. Esses resultados indicaram,
que um tratamento térmico subletal para E. coli 0157:H7 aumenta substancialmente sua
tolerancia a condi¢cdes de acidez. Isto pode ter implicagdes préaticas para alimentos que

recebem tratamento térmicos brandos e sao conservados por acidos.

49



3. MATERIAL E METODOS

As determinagdes experimentais foram realizadas no Institute of Food
Research, Norwich Laboratory, Norwich, Reino Unido, no laboratério do Dr.
Michael William Peck, através de bolsa “doutorado sanduiche no exterior”
(processo n° 201301/95-4), concedida ao autor pelo Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq.

3.1. Microrganismo

E. coli O157:H7, linhagem 204P, foi utilizada neste estudo. Esta foi
originaimente isolada de came suina, e fornecida pelo Dr. M. P. Doyle,
Universidade da Georgia, Griffin, Gedrgia, Estados Unidos. A cultura foi
mantida em agar triptona de soja (TSA, CM131, Unipath, Reino Unido), a
4°C.

3.2. Preparo dos meios

3.2.1. Meios de cultura

E. coli O157:H7 foi subcultivada em caldo triptona de soja (TSB,
CM129, Unipath, Reino Unido). O cultivo, tratamento térmico e recuperagao
foram realizados em meio triptona de soja acrescido de 0,3% de extrato de
levedura (L21, Unipath, Reino Unido) e 1% de glicose (BDH) (caldo TSYGB).
No meio TSYGB, foi adicionado um indicador de potencial de éxido-redugéo,
resarzurina a 0,0001% (5 mi/l de solugdo estoque 0,02% - BDH), indicando
condicdes de aerobiose (coloragdo résea) ou anaerobiose (incolor). O meio
foi fervido em bal&o de fundo chato acoplado com frasco plastico, de modo a

evitar perdas de liquido durante esta etapa. A fervura dos meios foi realizada
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por aproximadamente 15 minutos, sob atmosfera de nitrogénio (N;) para
remocao do ar atmosférico, e entdo, este foi transferido para banho de gelo
para resfriamento sob o mesmo gas. Cisteina-HCI (0,2 g/l, BDH) foi
adicionada ao meio preparado sob misturas gasosas anaerdbias, tornando-o
reduzido. Todos os meios foram borbuilhados com as misturas gasosas
testadas, as quais foram injetadas diretamente no liquido, durante 30
minutos. Os gases anaerdbios foram conduzidos através da coluna Hungate
(FIGURA 1), para remogéo dos tragos de oxigénio. Utilizou-se as misturas
gasosas H,/N;, 10:90 (v/v) ou Ho/CO,/N,, 10:50:40 (v/viv), para o preparo dos
meios anaerdbios, e O./N, 0,5:99,5; 1:99; 2:98: 5:95; 20:80 (v/v) ou
02/CO,IN,, 20:50:30 (viviv), para o preparo dos meios aerébios. Os gases
foram obtidos da British Oxygen Company Special Gases (London, Reino
Unido). Os meios preparados sob diéxido de carbono, foram ajustados com
KOH até pH 6,5-6,6. A distribuicdo dos meios foi realizada utilizando-se a
tecnica de Hungate (HUNGATE, 1969), em lotes de 5, 9, 50 e 100 ml,
contidos em frascos de 10, 15, ou 125 mi (Pierce and Warriner, Chester,
Reino Unido). Antes de se iniciar a distribuicdo dos meios, injetou-se o gas
testado nos frascos para remogéo do ar. Cuidou-se para evitar a introdugao
de oxigénio nos meios reduzidos, sendo que, qualquer frasco contendo meio
oxidado (detectado pela presenca de coloragéo résea na superficie do meio),
foi descartado. Estes foram fechados com septos de borracha (Wheaton,
Millville, NJ, Estados Unidos), e lacrados com tampas de aluminio (The West
Co. (UK) Ltd., St. Austell, Reino Unido), antes da autoclavagdo a 121°C por

15 minutos.
3.2.2. Meio de cultura a base de alimentos

Inicialmente, os alimentos sélidos testados foram picados e acrescidos
de agua destilada, na propor¢do de metade do peso do alimento. Seguiu-se

etapa de cozimento em banho de agua fervente, durante 15 a 20 minutos. O

alimento cozido foi homogeneizado com o auxilio de liquidificador (Atomix,
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FIGURA 1. Preparo de meio TSYGB para E. coli O157:H7, de acordo

com a técnica de Hungate.

52



MSE. Reino Unido) e, a seguir, adicionou-se mais &gua até obter-se a
consisténcia de um puré. Glicose (0,2%) foi adicionada em todos os meios,
exceto para o meio a base de cogumelo. As propor¢es de alimento e agua
utilizadas para o preparo dos purés estdo indicadas na TABELA 1. O meio foi
entdo dividido igualmente entre dois frascos, acoplados com frasco plastico
para minimizar perdas de umidade por evaporagdo e, entdo, 0os mesmos
foram aquecidos em banho de agua fervente por 15 minutos, para remogao
do oxigénio dissolvido. A seguir, os frascos foram submetidos a
borbulhamento com gas anaerdbio (Hz/N2, 10:90 v/v), conduzido através da
coluna Hungate, ou gas aerébio (0,/N,, 20:80 v/v), enquanto estavam sendo
resfriados em gelo por 1 hora. Para o preparo do meio a base de leite,
acrescentou-se 0,2% de glicose, seguindo-se de agitagcdo delicada para
homogeneizacdo. Os frascos contendo o meio de leite foram aquecidos
durante 15 minutos em banho de agua fervente, para a remogao do ar, e
entao, borbulhados com o gas aerdbio ou anaerdbio, conforme descrito para
o preparo dos meios de alimentos solidos. Para a distribuicao dos meios,
aliquotas de 20 ml foram pipetadas em tubos, sob fluxo do mesmo gas
utilizado na preparagdo do meio. Os tubos foram fechados com septos de
borracha e lacrados com tampa de aluminio. Os meios foram autoclavados a

121°C por 15 minutos.

Os alimentos testados foram: carne bovina (moida, congelada, com
18,6% de gordura e concentragao final de gordura de 9,3%); carne de frango
(filés de peito de frango, sem pele, refrigerados, com 5% de gordura e
concentragdo final de gordura de 2,8%); leite desnatado (UHT, 0,1% de
gordura); leite integral (UHT, 3,8% de gordura), batata; brocolis; cenoura;

cogumelo (frescos).
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TABELA 1. Proporgéo agua:alimento utilizada no preparo dos meios.

Alimento Proporgao

alimento:agua (v/v)

batata 1:2
brocolis 1:1
cenoura 1:1

carne bovina 11
carne de frango 4:3
cogumelo 1:1
leite desnatado 1:0
leite integral 1:0

3.3. Curva de crescimento de E. coli O157:H7 sob condigdes aerdbias e

anaerodbias

E. coli O157:H7 foi subcultivada em 10 mi de caldo triptona de soja
(TSB) e incubada por 24 horas a 30°C. Realizou-se diluicdo seriada da
cultura até 10° em agua peptonada (PSDF: Bacto peptona [Difco] - 1 g; NaCl
- 8,5 g; agua destilada - 1 |, pH 7,0) (ICMSF, 1978). Inoculou-se 2 ml da
suspenséo diluida em 2 frascos contendo 100 mi de meio TSYGB, preparado
sob condigdes aerdbias (0./N,, 20:80 v/v) ou anaerdbias (Hx/N2, 10:90 viv).
Os meios foram gentiimente agitados. Imediatamente, retirou-se uma
aliquota de 1 ml (tempo zero) de cada frasco, sob condigdes estéreis. Os

frascos foram incubados por 25 horas a 30°C.

As aliquotas de suspensao celular foram diluidas em agua peptonada
até 107 e, 0,1 ml de cada amostra diluida foi plaqueado (em duplicata) em
meio agar triptona de soja (TSA), seguindo-se de incubagdo por 2 dias a

30°C para contagem das coldonias. As amostragens foram realizadas em
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intervalos de 1 hora durante as 14 horas iniciais, e apds 24 e 25 horas. Para
a determinagdo da fase estacionaria de crescimento de E. coli O157:H7,
foram tragadas duas curvas, uma em condigdo de aerobiose e outra em
anaerobiose, a partir da média (de duas medidas) de recuperacao bacteriana

em fungao do tempo.

3.4. Preparo de suspensao celular para tratamento térmico

E. coli 0157:H7 foi subcultivada em 10 ml de meio TSB, e incubada a
30°C por 24 horas, para obtengdo de cultura em fase de crescimento

estacionaria.

A cultura utilizada no tratamento térmico realizado em meio TSYGB foi
submetida a diluicdo seriada em agua peptonada (PSDF, ICMSF, 1978). A
seguir, foram inoculados 2 mi da diluigo 10° (10* células/ml) da suspensao
em dois frascos de 100 ml de TSYGB, preparados sob condigbes aerdbias
(O2/N;, 20:80 v/v) ou anaerdbias (Hi/N,, 10:90 vi/v). Os meios foram
incubados por 24 horas a 30°C, e entdo, transferidos para tubos de
centrifuga de 250 ml esterilizados, sob injegdo do mesmo gas utilizado para
0 preparo do meio. As culturas foram centrifugadas a 5.520 g a 4°C por 20
minutos, e as células resuspensas em 2 ml do sobrenadante, para obtengao

de aproximadamente 10" células/mi.

3.5. Tratamentos térmicos
3.5.1. Em meio de cultura
Inicialmente, determinou-se o tempo necessario para que os tubos e

frascos contendo meio de cultura atingissem as temperaturas dos banhos

utlizados para o tratamento térmico e resfriamento. Para iIsso, foram
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preparados tubos e frascos contendo 10 e 100 mi de meio TSYGB, sob
condi¢Oes aerdbias ou anaerobias. Os tubos e frascos contendo termopares
de agulha foram imersos em banho pré-aquecido a temperatura de 59°C.
Cronometrou-se o tempo necessario, para que 0 meio contido no tubo e no
frasco atingisse a mesma temperatura do banho. Ao término do periodo de
aquecimento, determinou-se o tempo necessario para o resfriamento dos
meios. Para isso, os tubos e frascos foram removidos do banho de
tratamento térmico e submersos em um segundo banho, contendo agua com
gelo, seguindo-se de agitagdo para rapido resfriamento dos mesmos.
Quando os termopares indicaram 30°C ou menos, os tubos foram removidos.
Similarmente, foi verificado se o volume de suspensao de E. coli 0157:H7 a
ser submetido ao tratamento térmico, acarreta oscilagdes de temperatura no
meio pré-aquecido. Para isso, foram preparados tubos e frascos contendo 10
e 100 ml de meio TSYGB, os quais foram conectados a termopares de
agulha e imersos em banho pré-aquecido a temperatura de 59°C. Quando os
tubos e frascos atingiram a temperatura do banho, foram injetados,

respectivamente, 0,1 e 1,0 ml de suspenséo de E. coli 0157:H7.

A suspenséo celular foi submetida a tratamento térmico, utilizando-se
a técnica adaptada do método dos tubos submersos de KOOIMAN & GEERS
(1975). O frasco contendo o meio a ser tratado termicamente, continha 50 ou
100 ml de meio TSYGB, preparado sob condigdes de aerobiose ou
anaerobiose, respectivamente. Este foi totalmente submerso em banho pré-
aquecido, na temperatura a ser testada. Como o calor faz com que o
oxigénio presente no meio se dirija para o espago-livre, tornando o meio
reduzido, o frasco com o meio foi agitado para solubilizagdo do oxigénio
(KNABEL et al., 1990). A seguir, o frasco foi perfurado com agulha estéril,
através do septo de borracha, para liberagdo da pressdo dos mesmos. Os
meios aerébio e anaerdbio foram inoculados, com respectivamente, 0,5 ou 1
ml da suspens&o contendo 10'" células/ml (preparada conforme item 3.4.),
usando-se seringa (Microlance 3, Becton Dickinson) acoplada com agulha

hipodérmica longa (0,8 x 40 mm, Terumo Europe N.V.), de modo a se obter
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aproximadamente 10° células/ml. Cuidou-se para que o indculo fosse
injetado diretamente nos meios de tratamento térmico, evitando-se que esse
tocasse as paredes do frasco. Apbs o tratamento térmico, o frasco foi

imediatamente resfriado em agua com gelo, durante 1 minuto.

3.5.2. Em meios a base de alimentos

Para os tratamentos térmicos realizados em meios a base de
alimentos, células de E. coli 0157:H7 em fase estacionaria de crescimento
foram submetidas a diluicdo seriada em agua peptonada obtendo-se
suspensGes contendo de 10° a 10° células/ml, estimadas pela contagem dos
microrganismos vidveis em placa de meio agar triptona de soja (TSA).
Imediatamente antes do tratamento térmico, com o auxilio de seringa e
agulhas estéreis, cinco tubos contendo meios aerébios e anaerobios foram
inoculados com 0,1 ml das suspensées diluidas (utilizou-se pelo menos trés
diluicdes da suspensdo celular). Os tubos inoculados foram distribuidos
regularmente em grades. Cada um dos meios a base de alimentos
(preparados sob aerobiose e anaerobiose), foi submetido a tratamentos
termicos individuais. Para o monitoramento da temperatura, foram
distribuidos pela grade, seis tubos de alimentos nio inoculados, contendo
termopares de agulha. A grade de tubos foi imersa em banho pré-aquecido
em duas temperaturas de referéncia (59 e 61°C). A cronometragem do tempo
de tratamento térmico foi iniciada quando todos os seis termopares indicaram
1°C abaixo da temperatura de referéncia. Os alimentos foram submetidos a
tratamento térmico em intervalos de tempos diferenciados de 10, 15 e 20
minutos a 59°C e, de 1 e 1,5 minutos a 61°C. Ao término do tratamento
térmico, a grade de tubos foi removida do banho, e submersa em um
segundo banho contendo agua com gelo, seguindo-se de agitagdo para
rapido resfriamento dos tubos. Quando os seis termopares indicaram 25°C

Ou menos, os tubos foram removidos e incubados a 30°C durante duas
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semanas. A FIGURA 2 ilustra os equipamentos utilizados para este

experimento.

3.6. Avaliagao dos tratamentos térmicos aplicados em alimentos

As temperaturas foram registradas a cada cinco segundos (aquisitor
de dados Anville 420, Anville Instruments, Camberley, Surrey, Reino Unido: e
respectivo software), de acordo com FERNANDEZ et al. (1997).

Para o célculo do tempo equivalente a temperatura de referéncia,
foram incluidos o efeito do tempo de subida de temperatura e de
resfriamento na letalidade total. Para isso, utilizou-se a seguinte equacao
(PECK et al., 1995):

L - 10[(Tm-Tt)/Z]

Tm = temperatura medida.
Tt = temperatura de referéncia.
z = coeficiente térmico do microrganismo, considerado 4°C (LINE et al,

1991).

3.7. Detecgao do crescimento

3.7.1. Em meios de cultura

A enumeragdo de E. coli 0157:H7 foi realizada imediatamente

apos o tratamento térmico (tempo zero) e em intervalos, enquanto as células
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FIGURA 2. Tratamento térmico de E. coli O157:H7 em alimentos.
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submetidas a tratamento térmico nas temperaturas testadas estavam sendo
Incubadas. Para isso, utilizou-se a técnica do Numero Mais Provavel (NMP),
em série de cinco frascos. Aliquotas de 1 mi das amostras foram submetidas
a diluigbes decimais seriadas em 9 ml de meio TSYGB, preparado sob a
mesma mistura gasosa do meio em que foi realizado o tratamento térmico e,
pelo menos, cinco diluigdes foram inoculadas, em cinco frascos (0,1 ml da
suspenséo diluida, em 5 ml do meio de enumeragdo testado), para a
determinagcdo do NMP. Estes frascos de enumeragao foram incubados a
30°C por uma semana. Os frascos das maiores diluigbes que apresentavam
crescimento positivo, evidenciado por turbidez no meio, foram estriados em
placas de meio TSA, para checagem de contaminagdo. Os valores de NMP
foram caiculados pelo método de HURLEY & ROSCOE (1983).

3.7.2. Em meios a base de alimentos

Realizou-se testes preliminares, para determinagdo de métodos para
detecgdo de crescimento de E. coli O157:H7 em meios de alimentos.
Inoculou-se E. coli 0157:H7 nos tubos com alimentos esterilizados, os quais
foram incubados a 30°C por uma semana. Nos tubos contendo carne bovina,
came de frango, cogumelo, batata, cenoura e brécolis, o crescimento do
microrganismo foi evidenciado pela produgéo de gas (bolhas no alimento),
ou por forte pressé&o positiva no tubo (detectada pela liberagéo de gas apos a
insercdo de agulha através do septo de borracha). O crescimento do
microrganismo nos tubos de leite, foi evidenciado pela produgdo de acido,
medido através da mudanga do pH. Antes da inoculacéo, o pH do leite
variava entre 6,2 a 6,5. Os tubos com crescimento positivo, deveriam
apresentar queda de, ao menos, uma unidade no valor de pH. A detecgéo de
crescimento, de acordo com os métodos citados, foi realizada apos o periodo

de incubagao de 2 semanas, a 30°C.
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Para o calculo do valor D, utilizou-se a seguinte equacéo:

D = t/(log N, - log N)

t = tempo equivalente na temperatura teste.

No = nivel de indculo obtido pela contagem dos microrganismos viaveis,
realizado em placas aerobias.

N = numero mais provavel (NMP) de sobreviventes, calculado a partir do
numero de frascos que apresentaram crescimento positivo apds duas

semanas a 30°C.

3.8. Efeito das temperaturas equivalentes de tratamento térmico na
recuperagdo de células de E. coli 0157:H7

As temperaturas testadas foram 55, 59 e 61°C. Os tempos de
tratamentos térmicos requeridos foram determinados por curvas de morte
térmica utilizando-se o método dos tubos submersos (KOOIMAN & GEERS,
1975). Tubos de rosca com septo de borracha, contendo 10 ml de meio
TSYGB preparado sob condigées de anaerobiose (Hz/N2, 10:90 v/v), foram
pre-aquecidos em banho na temperatura a ser testada. Os tubos foram
agitados, seguindo-se de liberagdo da presséo interna com a introdugdo de
agulha estéril. Estes foram entdo inoculados com 100 ul da suspensdo
contendo 10" células/ml (preparada conforme item 3.4.), utilizando-se
seringa Hamilton e agulha hipordérmica longa, de modo que a suspensao
pudesse ser injetada diretamente no meio aquecido. Apds os tempos de
aquecimento requeridos, os tubos foram removidos e submersos em agua
com gelo por 1 minuto. Um tubo ndo submetido a tratamento térmico (tempo

zero) foi inoculado, e imerso diretamente em agua com gelo. As células
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foram enumeradas, tanto em meio TSYGB anaerdbio como aerobio, para
determinacdo do NMP, em série de cinco frascos. conforme descrito no item
3.7.1.. Os valores de NMP foram plotados contra o tempo de aquecimento

para a obtenc&o das curvas de inativagio térmica.

Os tratamentos térmicos foram determinados a partir das curvas de
inativacdo térmica. Foram determinados tempos de tratamento térmico que
resultassem nas redugdes decimais de 3 a 4 ciclos log (D) para as células
recuperadas em condigbes anaerdbias e, 5 a 6 ciclos log para as células
recuperadas em condi¢gdes aerdbias. As células foram submetidas a
tratamento térmico em meio anaerébio, resfriadas em banho de gelo por 1
minuto e incubadas a 30°C. As amostras foram enumeradas em meio
preparado em aerobiose (O,/N,, 20:80 v/v) e anaerobiose (H2/N2, 10:90 viv)
(item 3.7.1)).

3.9. Efeito do cultivo, tratamento térmico e incubagdo sob condigdes
aerébias ou anaerébias, na recuperagiao de células de E. coli
O157:H7

Células de E. coli 0157:H7 foram cultivadas, submetidas a tratamento
térmico por 5 minutos a 59°C em 50 ml de meio TSYGB aerdbio (preparado
sob O/N,, 20:80 v/v) ou 100 ml de meio TSYGB anaerébio (preparado sob
Ha/N2, 10:90 v/iv). Seguiu-se de resfriamento por 1 minuto e incubacgdo a
30°C. As amostras foram diluidas no mesmo meio utilizado para o tratamento
térmico e a incubago foi realizada em meio aerdbio e anaerébio, conforme

descrito anteriormente (item 3.7.1.).
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3.10. Efeito da temperatura de incubagao na recuperagao de células de

E. coli 0157:H7 submetidas a tratamento térmico

Células de E. coli 0O157:H7 foram cultivadas e submetidas a
tratamento térmico sob condigdes anaerdbias, por 5 minutos a 59°C, e
resfriadas em banho de gelo por 1 minuto. Os frascos contendo as células
submetidas a tratamento térmico, foram entdo incubados a 5,10, 20 e 30°C.
A amostragem foi realizada em intervalos, e as células enumeradas
conforme descrito anteriormente (item 3.7.1.), tanto em meio preparado em
aerobiose (O2/N,, 20:80 v/v), quanto em anaerobiose (H2/N2, 10:90 v/v).

3.11. Efeito de gas carbénico e diferentes concentragbes de oxigénio na
recuperacao de células de E. coli O157:H7 submetidas a

tratamento térmico

Testou-se o efeito da inclusdo de 50% CO, e de diferentes
concentragées de O,, nos meios de enumeragdo incubados em aerobiose e
em anaerobiose, na recuperagéo de células de E. coli O157:H7 injuriadas
termicamente. Células de E. coli O157:H7 foram cultivadas, submetidas a
tratamento térmico em condigGes de anaerobiose por 5 minutos a 59°C,
resfriadas em banho de gelo por 1 minuto e incubadas a 30°C. As células
foram enumeradas conforme descrito no item 3.7.1., em meios preparados
sob mistura gasosa contendo 50% CO, (OJ/CO/N, 20:50:30 viviv e
H2/CO2/N;, 10:50:40 viviv), diferentes concentragoes de O, (O./N,, 0,5:99,5;
1:99; 2:98; 5:95; 20:80 v/v), além dos meios utilizados como controle
(preparados sob O,/N,, 20:80 v/v e Hy/N,, 10:90 viv).
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3.12. Efeito do choque térmico na resisténcia térmica de células de E.
coli O157:H7

Celulas cultivadas de E. coli 0157:H7 foram injetadas (1,5 ml) em tubo
de rosca com tampa de borracha pré-aquecido em banhos a 42 e 45°C por §
minutos. Imediatamente, 1 m!l da suspensao celular foi removida e inoculada
em frasco pré-aquecido, contendo 100 ml de meio TSYGB a 59°C durante 5
minutos, seguindo-se resfriamento em banho de gelo durante 1 minuto.
Células ndo submetidas a chogue térmico foram utilizadas como controle.
Tanto as células submetidas ao chogue térmico como as do controle, foram
incubadas a 30°C em ambiente aerdbio (O2/N,, 20:80 v/v) e anaerdbio (Ho/N,,
10:90 viv) (item 3.7.1.).

3.13. Medigao do potencial de oxido-redugiao e pH

Mediu-se o potencial de éxido-redugdo dos meios de cultura TSYGB,
preparados sob diferentes misturas gasosas (item 3.2.1)), dos meios
preparados a base de alimentos sob condicdes de aerobiose e anaerobiose
(item 3.2.2.) e em frascos contendo meio TSYGB inoculados com células de
E. coli O157:H7. A medigdo do potencial de oxido-reducgdo foi realizada
utilizando-se eletrodo de platina (MI-800-410, Microelectrodes Inc., Estados
Unidos) e pHmetro (modelo 520A, Orion Research, Reino Unido). Antes de
se iniciar as medigbes, a resposta do eletrodo foi checada utilizando-se
solugbes tampdo de quinidrina saturada pPH 4 e 7 (FIGURA 3). A diferenca
entre a leitura do potencial de 6xido-redugdo observada nos tampdes de pH
4,0 e pH 7,0 deveria situar-se entre 170 e 175 mV. No caso de nio se obter
resposta dentro desta faixa, os eletrodos eram tratados com solugbes de
KOH/etanol e HNO; concentrado (FIGURA 4), e nova leitura era realizada.

Durante a medigdo do potencial de oxido-redugdo dos meios nao

inoculados com E. coli 0157:H7, injetou-se o espago-livre com gas aerdbio
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(O2/N;, 20:80 v/v) ou anaerobio (Ha/N2, 10:90 v/v). O pH também foi medido
sob fluxo de gas utilizando-se uma combinagéo de eletrodos (Hanna HI 1330
B, Jencons (Scientific) Ltd., Reino Unido), conectados ao pHmetro
anteriormente citado. Os valores foram calculados pela média de trés tubos
de cada um dos meios de cultura ou de alimento, preparados sob cada

atmosfera gasosa.

De modo a se determinar a existéncia de um gradiente de potencial de
Oxido-redugdo nos tubos contendo meios a base de alimentos em estado
semi-solido, as medigdes foram realizadas no topo e no fundo destes. Para a
medig¢ao do potencial de 6xido-redugio no topo do tubo, a extremidade do
eletrodo foi inserida 10 mm abaixo da superficie do alimento. O eletrodo foi
inserido profundamente (60 a 80 mm abaixo da superficie) nos tubos
contendo meios a base de alimentos, para a obtengdo da medida do
potencial de oxido-reducdo no fundo. O potencial de oxido-redugdo do meio

a base de leite foi medido apenas na porgao central do liquido.

Também foram realizadas medigdes do potencial de éxido-redugdo em
frascos contendo 50 ml de meio TSYGB aerdbio (O2/N2, 20:80 v/v), e 100 mli
de meio TSYGB anaerdbio (H./N,, 10:90 v/v), inoculados com suspenséo de
E. coli 0157:H7 (0,5 e 1,0 ml, respectivamente), e submetidos a tratamento
térmico a 569°C por 5 minutos. Apds o tratamento térmico, os frascos foram
incubados em banho a temperatura de 30°C, e o potencial de 6xido-reducdo
foi monitorado simultaneamente, durante um periodo de 9 horas. Para o
controle do espago-livre dos frascos, inseriu-se o eletrodo através do septo
de borracha do frasco, evitando-se a entrada de ar, mantendo-se assim, as
condi¢gdes originais de incubagédo. Foram também inoculados dois frascos
contendo 5 ml de meio de enumeragédo aerdbio com 0,1 ml de suspenséo
celular n&o diluida, os quais foram incubados em banho a 30°C, com
monitoramento simultdneo do potencial de 6xido-redugdo durante 9 horas.

Os valores de potencial de oxido-redugéo obtidos pelas medigbes dos
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frascos inoculados com E. coli 0157'H7 nao foram corrigidos para pH,

conforme previamente descrito.

Calculou-se os potenciais de Oxido-reducéo de acordo com a equacao
de LEISTNER & MIRNA (1959):

Eh = Eobs+Eref+EN(pHx'7)

Ews = potencial de 6xido-redugdo observado na amostra.

Eet = potencial de Oxido-redugao do eletrdlito interno (3 M KCI Ag/AgCl) do
eletrodo.

En = potencial de Nernst, considerado 59 mV.

pH, = pH daamostra.

3.14. Medida da composigao do espacgo-livre dos meios

3.14.1. Em meio de cultura

A composi¢cdo do gas do espaco-livre dos frascos contendo meio
TSYGB preparado sob diferentes misturas gasosas, foi medida através de
cromatografo gasoso acoplado com detector de condutividade térmico (Pye
UNICAM PU 4500). Este equipamento estava conectado com um integrator
eletronico (Pye UNICAM PU 4811), que registrava e analisava os picos.
Foram analisadas amostras de gases de cinco tubos de meio TSYGB nao
inoculados, representando cada lote de meios preparados. As amostras
gasosas foram retiradas dos frascos com auxilio de agulha hipodérmica e

seringa “gas-tight” de 2 ml. com uma valvula de trés vias acoplada. As
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amostras foram analisadas em coluna de aco inox de 06 m x 4 mm de
diametro interno, recheada com Porapak Q 80-100 mesh (Water Associates),
conectada em série com segunda coluna de aco inox de 21 m x 4 mm de
diametro interno, recheada com peneira 40-60 Molecular 5A (BDH). As
colunas foram mantidas isotermicamente a 80°C, usando hélio como gas de

arraste (vazao de 40 mi/min).

3.14.2. Em meio a base de alimentos

A composicdo do gas do espago-livre dos tubos a base de alimentos,
foi obtida de modo a se determinar Os niveis de oxigénio que permaneceram
no espago-livre, apds a esterilizagédo a 121°C por 15 minutos, diferenciando
tubos aerdbios e anaerébios. A medi¢édo foi realizada em cinco tubos de
cada alimento, preparados sob misturas gasosas em aerobiose (O,/N,, 20:80
viv) e anaerobiose (H2/N;, 10:90 v/v), utilizando-se um medidor de oxigénio
portatil (Portamap 1, Systech Instruments, Reino Unido).

69



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Curva de crescimento de E. coli 0157:H7 sob condigdes aerdbias e anaerobias

De acordo com BEUCHAT & LECHOWICH (1968), células bacterianas em fase de
crescimento estaciondrio sdo mais resistentes ao tratamento térmico. Dessa forma,
determinou-se 0 tempo necessario para E. coli O157:H7 alcangar esta fase de
crescimento, incubando-a em condi¢cdes de aerobiose (em meio TSYGB preparado sob
0./N,, 20:80 v/v) e anaerobiose (em meio TSYGB preparado sob H,/N;, 10:90 v/v), a
30°C. De acordo com a FIGURA 5, as células de E. coli 0157:H7, tanto em condigbes de
aerobiose como anaerobiose, concluiram a fase de crescimento logaritmico em 14 horas,
entrando a seguir, na fase estacionaria de crescimento, a qual se mantém pelo menos
até 25 horas. Observou-se que as misturas gasosas testadas nao alteraram o
crescimento de E. coli 0157:H7, uma vez que obteve-se curvas de crescimento similares
sob as duas condigdes. A partir das curvas obtidas, determinou-se o tempo de incubagao
de 24 horas a 30°C, para a obtencao de células de E. coli 0157:H7 em fase estacionaria

de crescimento.

4.2. Determinagao do tempo necessario para o aquecimento e resfriamento dos

meios de tratamento térmico

Determinou-se o tempo necessario para o pré-aquecimento e resfriamento do meio
TSYGB contido em tubos e frascos, os quais foram utilizados nos tratamentos térmicos
de E. coli 0157:H7. As FIGURAs 6 e 7 mostram os tempos necessarios para que a
temperatura do meio TSYGB contido em tubos e frascos se iguale a do banho (a 59°C).
O tempo necessario para que 10 ml de meio contido nos tubos atingisse a temperatura
do banho foi de 2,7 minutos, enquanto que, para os 100 ml de meio contido no frasco,
foram necessarios aproximadamente 10 minutos. Quando o frasco contendo meio TSYGB
atingiu a temperatura do banho, este foi imerso em banho de gelo, de modo a determinar-

se 0 tempo necessario para seu resfriamento (atingindo a temperatura de 30°C). O meio
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FIGURA 7. Tempo necessdrio para que 100 ml de meio T1SYGB contido em frasco

atinja a temperatura de equilibrio de 59°C.
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TSYGB contido no tubo foi resfriado durante aproximadamente 20 segundos (FIGURA 8),
e 0 meio contido no frasco foi resfriado apds 50 a 60 segundos (FIGURA 9). Assim,
tomou-se o cuidado de se pré-aquecer e resfriar os tubos e frascos contendo meio

TSYGB a serem utilizados para tratamento térmico, dentro da faixa de tempo obtida.

Para se avaliar se o volume de suspensdo bacteriana a ser submetido a
tratamento térmico causa alteragdo na temperatura do meio pré-aquecido, tubos e
frascos contendo 10 e 100 mi de meio TSYGB foram inoculados respectivamente com 0, 1
e 1 ml, de suspensédo E. coli 0157:H7 contendo 10'' células/ml. Foi verificado que o
volume de suspensé&o celular inoculado no tubo (FIGURA 10) e no frasco (FIGURA 11)
nao causam oscilagbes significativas de temperatura no meio de tratamento térmico.
Assegurou-se, dessa forma, a precisdo das temperaturas empregadas para O0S
tratamentos térmicos, evitando-se interferéncias da temperatura dos meios de cultura na

temperatura de referéncia.

4.3. Determinagdo das condigdes de tratamento térmico para células de E. coli
0157:H7

Determinou-se os tempos requeridos para o tratamento térmico de células de E.
coli O157:H7 sob anaerobiose (em meio TSYGB preparado sob H,/N,, 10:90 viv), as
temperaturas de 55, 59 e 61°C. Para isso, foram selecionados tempos que resultassem
na redugao de 3 a 4 ciclos log na contagem realizada sob condigcio anaerdbia (em meio
TSYGB preparado sob H./N,, 10:90 v/v), e redugdo de 5 a 6 ciclos log na contagem
aerobia (em meio TSYGB preparado sob O,/N,, 20:80 v/v), obtendo-se uma diferenga de
cerca de 3 ciclos log entre ambas as contagens. A partir das curvas de inativagéo
térmica, selecionou-se os seguintes tempos de tratamentos térmicos: 100 minutos a 55°C
(FIGURA 12a); 5 minutos a 59°C (FIGURA 12b) e 1 minuto a 61°C (FIGURA 12c).

Dessa forma, foram estabelecidos tratamentos térmicos brandos que
resultassem na obtengdo de suspensdo contendo células mortas (letalmente ou
irreversivelmente injuriadas), injuriadas (subletaimente ou reversivelmente injuriadas) e

células normais (ndo injuriadas), sendo que esses dois ultimos grupos compreendem os
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FIGURA 8. Tempo necessdrio para que 10 ml de meio TSYGB contido em tubo

atinja a temperatura de resfriamento de 30°C.
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sobreviventes.

Muitos componentes estruturais e funcionais da bactéria sdo afetados pelo calor,
incluindo-se a parede celular, membrana citoplasmica, ribossomos, DNA e muitas
enzimas (RAY, 1993). Como as células injuriadas contidas nessa suspensdo foram
recuperadas sob condigdes mais favoraveis (meio sob anaerobiose) e também sob
condigbes em que havia um fator de estresse celular (meio sob aerobiose), obteve-se a
diferenga de cerca de 3 cicios log entre as contagens aerobia e anaerdbia. Portanto, a
exposicdo ao oxigénio de células de E. coli 0157:H7 injuriadas por tratamento térmico,
constituiu-se num fator de estresse para estas células, conforme demonstrado pelo

menor numero de células recuperadas nestas condigdes.

4.4. Efeito do cultivo, tratamento térmico e incubagdao em condigao de anaerobiose

na recuperacgao de E. coli 0O157:H7

As células de E. coli 0O157:H7 foram cultivadas, tratadas termicamente a 59°C
durante 5 minutos em anaerobiose (em meio TSYGB preparado sob H,/N,, 10:90 v/v),
resfriadas, e 0 numero de sobreviventes foi enumerado sob condi¢gées aerdébia (meio
TSYGB preparado sob O,/N;, 20:80 v/v) e anaerobia (em meio TSYGB preparado sob
H./N,, 10:90 v/v). A enumeragao foi realizada em intervalos de tempo durante 24 horas,
sendo que a suspensao celular submetida a tratamento térmico foi incubada a 30°C. O
numero de células com habilidade para crescer sob condigbes anaerdbias era de cerca
de 10° células/ml, comparado a aproximadamente 10° células/mi capazes de crescer em
aerobiose (FIGURA 13). Isto resulta numa reducao decimal de 3-D e de 6-D, no numero
de células de E. coli O157:H7 enumeradas em condigdes anaerébia e aerobia,
respectivamente. Sugere-se entdo, que imediatamente apds o tratamento térmico, 99,9%
das células sobreviventes apresentavam sensibilidade ao oxigénio. Quando o frasco
contendo a suspensdo de E. coli 0157:H7 submetida ao tratamento térmico foi incubado
em anaerobiose a 30°C, as células sensiveis ao oxigénio gradualmente perderam sua
sensibilidade e puderam crescer na presenga desse elemento, conforme indicado pelo
aumento da contagem aerdbia. Apds aproximadamente 6 horas, todas as ceélulas

recuperaram sua resisténcia ao oxigénio, apresentando entdo, a mesma contagem tanto
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em condicdo aerdbia como anaerdbia. A contagem anaerobia permaneceu constante
durante as 6 horas subsequentes ao tratamento térmico, que correspondem ao periodo
em que as células de E. coli O157:H7 recuperam sua tolerancia ao oxigénio. As
contagens em meio preparado sob aerobiose e anaerobiose aumentaram, até
apresentarem a mesma taxa de crescimento, atingindo a fase estacionaria com 10% a 10°

células/mi.

4.5. Efeito do cultivo, tratamento térmico e incubagao sob condigdes aerdbias, na

recuperagao de células de E. coli O157:H7

Células de E. coli O157:H7 foram cultivadas, submetidas a tratamento térmico a
59°C por 5 minutos, resfriadas e incubadas a 30°C, sob condigbes de aerobiose (meio
TSYGB preparado sob O,/N,, 20:80 v/v). A enumeracao foi realizada em intervalos de
tempo, em condigdes aerdbia (meio TSYGB preparado sob O,/N,, 20:80 v/v) e anaerdbia
(meio TSYGB preparado sob H,/N;, 10:90 v/v), durante 33,5 horas. De acordo com a
FIGURA 14, o numero de células enumeradas em meio anaerébio no tempo zero, foi 1
log inferior ao apresentado na FIGURA 13, onde E. coli 0157:H7 foi cultivada, submetida
a tratamento térmico e incubada em condigdo de anaerobiose. Isto sugere, que as células
cultivadas e tratadas termicamente sob condigdes aerdbias sdo mais sensiveis ao calor,
do que as células cuitivadas e tratadas termicamente sob condigbes anaerdbias. As
células recuperaram sua habilidade de crescer em presenga de oxigénio, o que foi
verificado pelo aumento da contagem em condigdo aerébia, que ocorreu ao mesmo nivel
da contagem realizada em anaerobiose. As células incubadas em aerobiose se
recuperaram apos cerca de 9 horas, quando entdo, a contagem aerdbia se igualou a
anaerobia. Apdés um aumento no numero de células, as contagens em aerobiose e
anaerobiose, apresentaram entdo, a mesma taxa de crescimento, atingindo a fase

estacionaria com 10® a 10° células/ml.

As células incubadas em condicdes de aerobiose se recuperaram apenas um
pouco mais devagar (9 horas, FIGURA 14) do que as células incubadas em anaerobiose
(6 horas, FIGURA 13). Contudo, o padrao de recuperagao foi diferente. Na incubagéo sob

condig&o anaerdbia (FIGURA 13), o nimero de células recuperadas aumentou cerca de 3
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FIGURA 14. Efeito da incubacdo em aerobiose a 30°C de células de E. coli

O157:H7, submetidas a tratamento térmico a 59°C por 5 minutos, e

enumeradas em meio aerdbio e anaerdbio.
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ciclos log nas primeiras 2 horas, seguido pelo aumento de 1 ciclo log nas 4 horas
seguidas. Quando as células foram incubadas em aerobiose (FIGURA 14), ndo ocorreu
um aumento no numero de células nas 4 horas iniciais, porém, nas 6 horas seguintes
houve um aumento de 3 ciclos log. Durante este periodo, as células metabolicamente
ativas removeram o oxigénio do meio aerdbio e reduziram o potencial de éxido-reducéo
(FIGURA 15), permitindo entéo, sua recuperagdo sob condigdes anaerobias (reduzidas).
O potencial de Oxido-redugcdo do meio de enumeracdo (5 ml de meio TSYGB)
permaneceu constante (cerca de 260 mV), ndo ocorrendo a recuperagdo da habilidade

dessas células de crescerem em presencga de oxigénio (FIGURA 15).

Ndo se esperava obter uma recuperagdo rapida das células submetidas a
tratamento térmico e incubadas sob condigGes de aerobiose (meio TSYGB preparado sob
02/N,, 20:80 v/v), uma vez que, as células ndo se recuperaram no meio de contagem

aerobio durante o periodo de incubacdo de uma semana a 30°C.

Observamos que imediatamente ap6s um tratamento térmico brando, pode ocorrer
a nao detecgdo de células de E. coli O157:H7 injuriadas e expostas ao oxigénio.
Portanto, se a eficiéncia de um tratamento térmico for avaliada apenas por métodos
aerobios de detecgdo de microrganismos, existe a possibilidade de que o alimento
contenha células de E. coli 0157:H7 injuriadas subletalmente, o que leva a resultados
subestimados. Neste caso, este alimento pode ser considerado préprio para consumo, de

acordo com a margem de seguranga permitida.

4.6. Monitoramento do potencial de 6xido-redugdao de meios contendo células de E.

coli 0157:H7 submetidas a tratamento térmico

O potencial de dxido-redugdo dos meios de tratamento térmico e enumeragao,
inoculados com células de E. coli 0157:H7 submetidas a tratamento térmico a 59°C
durante 5 minutos, estdo apresentados na FIGURA 15. Foram verificados o potencial de
oxido-reducédo em frascos contendo 5 e 50 ml de meio TSYGB aerobio (preparado sob
0O2/N2, 20:80 v/v) e 100 ml de meio TSYGB anaerdbio (preparado sob H,/N,, 10:90 viv),

inoculados, respectivamente, com 0,1; 0,5, e 1 ml de suspensdo celular de E. coli
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0157:H7 submetida a tratamento térmico, e incubada a 30°C. O potencial de oxido-
redugdo do frasco contendo 5 ml de meio de enumeragéo aerobio e inoculado com a
suspensao celular tratada termicamente, permaneceu constante ao redor de +260 mV
durante 9 horas. No frasco contendo 100 ml de meio anaerobio, o potencial de éxido-
redugdo apresentou um aumento inicial de -200 a -100 mV, e entdo, permaneceu
constante a -170 mV. Contudo, o frasco contendo 50 ml de meio de incubagéo preparado
em aerobiose, apresentou uma queda de aproximadamente +200 mV nas duas horas
iniciais, mantendo-se nesse nivel por 4 horas, antes de nova queda atingindo
aproximadamente -300 mV apds cerca de 8 horas, com manutengédo da leitura sob este

nivel.

Embora tentou-se assegurar que as condigbes fossem reaimente aerébias no meio
preparado em aerobiose e submetido a tratamento térmico, através do uso de apenas 50
ml de meio num frasco de 125 mli (obtendo-se entdo um maior espago-livre), o
monitoramento do potencial de oxido-redugdo nas primeiras 9 horas do periodo de
incubag&o deste meio demonstraram que, inicialmente o meio se apresentava aerdbio (En
= +200 mV), porém, este foi rapidamente reduzido, sendo que, apds 2 horas variava
entre +50 mV e +100mV. Este potencial de oxido-redugdo é similar ao do meio TSYGB
preparado sob 1% O, (47,49 mV, TABELA 2). A queda verificada na leitura do potencial
de dxido-redugéo pode ser explicada pela presenga de um grande numero de células ou
de material celular. Iniciaimente, o nivel apresentado era de 10° células/mi e, embora
apenas 10° (0,01%) dessas células fossem capazes de se multiplicar, talvez apenas a
presenca do material celular por si s6, pode ter sido suficiente para causar uma redugéo
no potencial de 6xido-reducdo. Foi demonstrado que Oxyrase™, um produto comercial
(Oxyrase, Inc., EUA), que é constituido por membranas celulares de E. coli, reduz o
potencial de 6xido-redugdo do meio aerdbio ou mantém o potencial de o6xido-redugéo
baixo comparado ao controle (PHEBUS et al., 1993). Neste trabalho, o potencial de
oxido-redugo inicial, tanto de BHI (caldo brain heart infusion), como de BHI + Oxyrase™,
erade -44 mV. Apds 18 horas, o potencial de 6xido-redugdo do controle se elevou a +34
mV, enguanto que na presenga de Oxyrase™ o potencial de 6xido-redugdo se manteve a
apenas -26 mV.
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Tabela 2. Valores do potencial de dxido-reducao e de pH de meio TSYGB
preparado sob diferentes misturas gasosas.

MEIO POTENCIAL DE pH
OXIDO-REDUGAO (mV)

*TSYGB H,/N,, 10:90 -335,44 6,41
TSYGB H,/CO,/N,, 10:50:40 211,98 6,66
TSYGB O,/N,, 0,5:99,5 28,95 6,53
TSYGB O4/N,, 1:99 47,49 6,55
TSYGB O,/N,, 2:98 113,49 6,53
TSYGB 0,/N,, 5:95 255,45 6,46
TSYGB O,/N,, 20:80 285,71 6,46
TSYGB 0,/CO,/N,, 20:50:30 328,15 6,55

* TSYGB - caldo triptona de soja acrescido de 0,3% de extrato de levedura e
1% de glicose
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Esta queda no potenciai de Oxido-reducdo n&o ocorre no mesmo periodo de tempo
no meio de enumeragdo aerébio (em frasco contendo 5 ml de meio TSYGB). Isto pode
ser verificado, uma vez que, mesmo em frascos inoculados com amostra ndo diluida de
E. coli 0157:H7 submetida a tratamento térmico a 59°C, existe um fator de diluicdo de 1
para 30 (0,1 mi da suspensdo em 5 ml de meio), de modo que a concentragcao celular
total é de apenas 2 x 10" células/ml. Os resultados mostram que o potencial de 6xido-
reduc@o permanece constante ao redor de +260 mV durante as 9 horas de observagso.
Isto sugere que as células nio crescem nas primeiras 6 horas, o que é indicado pela nado
deteccdo de aumento no numero total de células na contagem aerdbia. Porém, talvez o
simples metabolismo, e niao a multiplicagdo celular, seja suficiente para reduzir o
potencial de éxido-redugdo. De acordo com JACOB (1970), o potencial de éxido-redugdo
medido durante o cultivo de microrganismos pode ser influenciado por fatores como:
produtos metabdlicos presentes na solug@o, atividade de diferentes enzimas celulares
(como oxidases, desidrogenases), e variacdo da pressao de oxigénio resultante do
consumo de oxigénio pelos microrganismos. A mudanca para valores mais negativos de
potencial de oxido-reducgéo, durante as primeiras horas de medigdo da suspensao de E.
coli O157:H7 contida em meio aerobio, possa talvez ser relacionada com a queda da
pressa@o de oxigénio dissolvido, causado pela respiragdo bacteriana. Apés 8-9 horas, o
potencial de oxido-redugdo do meio aerébio de tratamento térmico (50 ml de meio
TSYGB), foi reduzido para aproximadamente -300 mV, mantendo-se nesse nivel durante

0 periodo de observagso.

4.7. Efeito das temperaturas equivalentes de tratamento térmico, na recuperagio de
células de E. coli 0157:H7

Apbés o estabelecimento das condicdes dos tratamentos térmicos (item 4.3.),
determinou-se o tempo para que células injuriadas de E. coli 0157:H7 submetidas a tais
condicbes, se recuperassem. Células de E. coli O157:H7 foram cultivadas, tratadas
termicamente a 55°C por 100 minutos; 59°C por 5 minutos: e 61°C por 1 minuto. Apés o
resfriamento por 1 minuto, as células foram enumeradas para obtencdo de valores de
Numero Mais Provavel (NMP). Os frascos contendo a suspensao celular submetida a

tratamento térmico, foram incubados a 30°C durante o periodo de enumeragao.



Observou-se que as células sensiveis ao OXxigénio se recuperaram mais rapidamente
apos tratamento térmico realizado em temperaturas mais elevadas, do que equivalentes
tratamentos térmicos mais longos em temperaturas mais brandas (FIGURA 163, b, c). As
células submetidas a tratamento térmico de 55°C por 100 minutos (FIGURA 16a)
necessitaram de mais de 20 horas para recuperarem sua sensibilidade ao oxigénio,
comparativamente a 6 horas de recuperacio para células tratadas termicamente a 53°C
por 5 minutos (FIGURA 16b) e, de apenas 2 horas apos o tratamento térmico a 61°C por
1 minuto (FIGURA 16c¢).

Isto demonstra, que a medida que se diminui a temperatura, com simuitaneo
aumento do tempo de tratamento térmico, as células se tornam mais sensiveis a uma
posterior exposicdo ao oxigénio, necessitando de um maior periodo de tempo para que
as células injuriadas atinjam niveis celulares similares aos obtidos por células nao

expostas ao oxigénio.

E reconhecido que alguns dos componentes celulares afetados pela injuria devido
ao calor sdo as enzimas, tais como catalase e superdxido dismutase (BUCKER &
MARTIN, 1982). As bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas possuem enzimas
antioxidantes, como catalase e superdxido dismutase, que previnem os efeitos letais
associados com a producdo de compostos reativos de oxigénio. De acordo com
DALMIER & MARTIN (1988), a atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase
produzidas por Listeria monocytogenes decresceu rapidamente quando este
microrganismo foi submetido a aquecimento em temperaturas entre 55 e 60°C. As
enzimas catalase e superéxido dismutase permitem que a célula microbiana reaja contra
radicais reativos do oxigénio, como peréxido de hidrogénio e o radical superoxido,
respectivamente, que sdo formados espontaneamente na presenga do oxigénio
(ANDERSON & FUNG, 1983). Caso ocorra actimulo de peréxido de hidrogénio no meio,
em presenca de radicais superoxido, ocorre a formagéo de radicais hidroxila, o qual pode
ser fatal para a célula. Adimite-se, que a razdo pela qual algumas células injuriadas nio
Se recuperam apds um tratamento térmico é devido a falta de substancias viaveis que
reajam com o oxigénio (RAY, 1989). Assim, a incapacidade de células microbianas de
eliminar os radicais téxicos formados durante a incubacdo em condigdo aerdbia, resulta

em sua morte. Isto pdde ser comprovado por nossos resultados, onde células de E. coli
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0157:H7 se recuperaram melhor em condigées de baixas concentracdes de oxigénio. As
bactérias que possuem as enzimas catalase e superéxido dismutase inativadas, podem
nao ser capazes de sobreviverem em ambientes aerdbios, mas podem sobreviver sob
condigbes anaerobias, tais como as encontradas em alimentos embalados sob atmosfera
modificada, contendo baixas concentragdes de oxigénio. Além disso, o cozimento de
alimentos diminui o potencial de 6xido-redugdo (UGBOROGHO & INGHAM, 1994), o que

pode também contribuir para a melhora da sobrevivéncia de bactérias injuriadas.

4.8. Efeito da temperatura de incubagdo na recuperagio de células de E. coli
O157:H7 submetidas a tratamento térmico e incubadas sob condigdes de

anaerobiose

Testou-se o efeito da temperatura de incubagdo na recuperacdo de E. coli
0157:H7 submetida a tratamento térmico a 59°C. As temperaturas de incubagéo testadas
foram de 5, 10, 20 e 30°C. As células foram cultivadas, submetidas a tratamento térmico
a 59°C durante 5 minutos, resfriadas e incubadas em condigdes de anaerobiose nas
temperaturas a serem testadas. As células de E. coli 0157:H7 recuperaram sua
habilidade de crescer em presenca de oxigénio mais rapidamente, quando incubadas as
temperaturas mais elevadas (FIGURAs 17a, b, c, d). As células incubadas sob condi¢des
de anaerobiose a 10, 20 e 30°C, foram capazes de recuperar sua habilidade de
crescerem na presenga de oxigénio, apos aproximadamente 130, 50 e 6 horas,
respectivamente. As células incubadas a 5°C, embora néo tenham sido eliminadas, ndo
recuperaram sua tolerancia ao oxigénio, sobrevivendo no mesmo nivel durante os 34 dias

de observagéo.

Os resultados obtidos neste experimento, podem ser comparados aos
obtidos por MEYER & DONNELLY (1992) com Listeia monocytogenes. Esses
pesquisadores estudaram o efeito da temperatura de incubagdo na recuperagdo de
células de L. monocytogenes injuriadas pelo calor em leite, mostrando que a recuperagao
foi mais rapida em temperaturas de incubagdo mais elevadas. As células iniciaram sua

recuperagao apos 8 a 10 dias a 4°C, e se recuperaram completamente em 16 a 19 dias: a
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10°C a recuperacéo foi efetuada em 4 dias; e, a 26 e 37°C a recuperacdo ocorreu em 13
e 9 horas, respectivamente. Estes resuitados podem explicar o motivo pelo qual, E. coli
O157:H7 ndo é imediatamente detectada apos um tratamento térmico, mas pode ser

detectada ap6s o armazenamento sob temperaturas de refrigeragao.

Demonstramos, que o tradicional plaqueamento aerdbio das amostras de
alimentos, para verificacdo de sua condigdo microbioldgica quando realizado
imediatamente apds o alimento ter sido submetido a um tratamento térmico, pode néo ser
eficaz para detectar a presenca de células injuriadas de E. coli 0157:H7. Entretanto, se o
mesmo metodo de enumeragdo for realizado apés determinado periodo de tempo, as
células podem ter se recuperado em niveis suficientes para serem detectadas por
metodos aerobios. Este periodo de tempo varia de acordo com as condigdes do
tratamento térmico, além das temperaturas de armazenamento do alimento. Este trabalho
mostrou que E. coli 0157:H7 é capaz de se recuperar mais rapidamente apos tratamento
térmico que utiliza altas temperaturas (FIGURA 16), além de estocagem também em
temperaturas mais elevadas (FIGURA 17). Assim, essas células podem se reparar mais
rapidamente em alimentos submetidos a processamentos térmicos brandos e que sao
armazenados sob temperaturas abusivas. E importante que qualquer procedimento de
detecgéo utilizado para E. coli 0157:H7 leve em consideracdo as células em estado de
injuria, ndo apenas porque este microrganismo apresenta uma dose infectante baixa
(LIOR, 1994), mas também porque, as células injuriadas geralmente retém suas
caracteristicas de patogenicidade, uma vez que uma consideravel parcela da populagéo

de microrganismos em alimentos provavelmente se encontre em estado de injuria.

Atualmente, é verificado 0 aumento da demanda por produtos alimenticios cozidos
e resfriados que apresentam vida-de-prateleira prolongada (CHURCH & PARSONS,
1993). Em geral, tais produtos sdo embalados a véacuo; minimamente processados
(submetidos a processamentos térmicos que reduzem as formas vegetativas das
bactérias em 4-6 ciclos log); e rapidamente resfriados as temperaturas de refrigeracéo
(GENIGEORGIS, 1996). Este tipo de produto pode apresentar riscos sob o ponto de vista
microbiolégico, uma vez que a embalagem sob baixas concentragdes de oxigénio inibe
as bactérias aerdbias deterioradoras, reduzindo os numeros de competidores

microbianos. As bactérias psicrotréficas e anaerdbias facuitativas podem sobreviver apds
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o tratamento térmico brando. Assim, dependendo da vida-de-prateleira do alimento, a
combinagdo tempo-temperatura para o processamento térmico deve ser verificada. A
resisténcia térmica do microrganismo e a habilidade de determinados microrganismos
proliferarem em temperaturas de refrigeracdo, sédo fatores de importancia em alimentos
submetidos a tratamentos térmicos brandos e estocados sob refrigeracdo (MACKEY et
al., 1994). Dessa forma, quanto mais longa for a vida-de-prateleira do alimento
armazenado sob refrigeracdo, mais severo deve ser o tratamento térmico aplicado nestes

alimentos, diminuindo os riscos a saude dos consumidores.

4.9. Efeito de diferentes concentragdes de oxigénio, na recuperacido de células de
E. coli O157:H7 submetidas a tratamento térmico e incubadas sob condi¢gdes de

anaerobiose

O meio TSYGB foi preparado sob 6 tipos diferentes de misturas gasosas. A
concentragao de oxigénio testada neste experimento variou de 0 (H./Nz, 10:90 v/v) a 20%
(TABELA 3), e o potencial de 6xido-redugdo dos meios variou de -335,44 a +285,71 mV
(TABELA 2). Células de E. coli 0O157:H7 cultivadas e submetidas a tratamento térmico
(59°C por 5 minutos) sob condigbes de anaerobiose, foram recuperadas nos meios
preparados. Imediatamente apds o tratamento térmico, verificou-se que o numero de
celulas com habilidade para se desenvolver sob condigdes anaerdbias era de
aproximadamente 10° células/ml (FIGURA 18). A medida que se incluiu ao meio de
recuperagdo concentragdes de oxigénio de 2% ou mais, a recuperagéo das células foi
substancialmente menor, aumentando o numero de células injuriadas. As células
expostas a concentragdes de 5 e 20% de oxigénio, se repararam em aproximadamente 6
horas. As contagens aerdbias e anaerobias apresentaram entdo, a mesma taxa de
crescimento, atingindo a fase estacionaria com aproximadamente 10° células/ml. Assim, o
efeito do potencial de 6xido-redugéo, aliado a concentragdo de oxigénio, influenciaram na
recuperacgao de células de E. coli 0157:H7 submetidas a tratamento térmico a 59°C por 5
minutos. Condigdes de potencial de dxido-reducdo reduzidos e baixas concentrages de

oxigénio, propiciaram uma melhor recuperagéo deste microrganismo.
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Tabela 3. Composigdo do espaco-livre de meios de cultura preparados sob
diferentes misturas gasosas.

MEIO %0, %N, %CO, %H,

*TSYGB H./N,, 10:90 0,64 87,87 0,95 10,54

TSYGB Hy/CO,N,, 10:50:40  1.02 42,7 52,57 3,71
TSYGB O,/N,, 0,5:99 5 1,45 96,61 2,52 -
TSYGB 0,/N,, 1:99 1,58 97,28 0,73 -
TSYGB 04/N,, 2:98 3,33 94,27 4,45 -
TSYGB O,/N,, 5:95 2,26 93,59 1,71 -
TSYGB O,/N,, 20:80 10,26 84,65 3,87 -
TSYGB 0,/CO,/N,, 20:50:30 10,95 53,87 37,7 -
~TSB 0,/N,, 20:80 13,39 74,86 2,09 -
Agua destilada O,/N,, 20:80 20,87 79,87 0,29 -

* TSYGB - caldo triptona de soja acrescido de 0,3% de extrato de levedura e
1% de glicose
* TSB - caldo triptona de soja
- ndo determinado
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4.10. Efeito de gas carbénico na recuperacido de células de E. coli O157:H7

submetidas a tratamento térmico e incubadas sob condi¢des de anaerobiose

As células de E. coli 0157:H7 foram cultivadas, submetidas a tratamento térmico a
59°C durante 5 minutos sob condigdes de anaerobiose (em meio TSYGB preparado sob
H2/N2, 10:90 v/v), resfriadas e incubadas a 30°C. A enumeragdo dos sobreviventes foi
realizada em intervalos, sendo incluido 50% de CO, nos meios aerdbio (meio TSYGB
preparado sob O,/CO./N,, 20:50:30 v/v) e anaerdbio (meio TSYGB preparado sob
H2/CO2/N,, 10:50:90 v/v). De acordo com os resultados obtidos, constatou-se que apos o
tratamento térmico a 59°C por 5 minutos, células de E. coli 0157:H7 n&o apresentaram
sensibilidade ao CO, (FIGURA 19). As contagens, tanto em meio aerdbio como
anaerdébio contendo 50% CO,, foram similares as contagens apresentadas pelos
controles. As células sensiveis ao oxigénio cresceram em niveis semelhantes, tanto em
meio contendo 50% CO,, como em sua auséncia. O potencial de oxido-reducdo dos
meios preparados sob 50% CO, foram de +328,15 mV e -212,98 mV para os meios
aerobio e anaerobio, respectivamente (TABELA 2).

Embora, em carnes embaladas sob atmosfera modificada, o diéxido de carbono
muitas vezes tenha agdo bacteriostatica sobre patdgenos, como Yersinia enterocolitica,
Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes (GARCIA de FERNANDO et al., 1995),
este gas ndo se mostrou inibitério contra E. coli 0157:H7 em vegetais (HAO &
BRACKETT, 1993). Em nosso experimento, diéxido de carbono ndo influiu no reparo
celular, e nem na sensibilidade ao oxigénio de células de E. coli 0157:H7 termicamente
injuriadas e expostas a esta atmosfera. As células expostas a mistura O,/CO./N,,
20:50:30 (v/viv), recuperaram sua sensibilidade ao oxigénio em aproximadamente 6
horas, tal como ocorreu com as células expostas ao gas O2/N,, 20:80 (v/v).
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4.11. Efeito do choque térmico na resisténcia térmica e recuperagio de células de
E. coli O157:H7 submetidas a tratamento térmico sob condigdes de

anaerobiose

Para se determinar o efeito do choque térmico na resisténcia térmica de E. coli
0157:H7 e avaliar sua sensibilidade ao oxigénio, as células deste microrganismo foram
submetidas a choques térmicos, de 42 e 45°C durante 5 minutos, seguindo-se de
tratamento térmico a 59°C por 5 minutos. Nao se constatou uma diferenga significativa na
resisténcia térmica das células submetidas ao choque térmico a 42°C durante 5 minutos,
comparadas ao controle (FIGURA 20). Contudo, observou-se um aumento na resisténcia
térmica das células submetidas ao choque térmico de 45°C durante 5 minutos (FIGURA
21). Imediatamente apoés o tratamento térmico, 5 x 10° células submetidas ao choque
térmico a 45°C por 5 minutos foram capazes de crescer sob condi¢ées de anaerobiose,
comparativamente a 5 x 10° células ndo submetidas ao choque térmico, sob as mesmas
condi¢des. Dessas, 5 x 10* células submetidas ao choque térmico foram capazes de
crescer sob condigbes de aerobiose, comparativamente a 5 x 10° células ndo submetidas
ao choque térmico. Isto indica, que o choque térmico nado afeta a sensibilidade das
células ao oxigénio. Tanto células submetidas ao choque térmico ou ndo, se recuperaram

em aproximadamente 6 horas, atingindo a fase estacionaria simultaneamente.

Varios trabalhos demonstraram que o choque térmico brando, seguido de
tratamento térmico resulta na obtengdo de um valor D mais elevado ou menor destruicéo
celular, conforme determinado pela contagem realizada em anaerobiose (LINTON et al.,
1992; MURANO & PIERSON, 1992, 1993). Contudo, ndo é estabelecido se as células
submetidas ao choque térmico sdo capazes de se recuperarem da injuria mais
rapidamente que as células ndo submetidas ao choque térmico. No presente trabalho, as
células foram expostas ao choque térmico em condigdes semelhantes as testadas por
MURANO & PIERSON (1993). Estes pesquisadores relataram que o choque térmico a
42°C durante 5 minutos possibilitou a maxima recuperagéo de células de E. coli O157:H7,
apos a exposi¢cao das mesmas ao tratamento térmico de 55°C por 60 minutos. Os
resultados obtidos no presente trabalho, mostram que células de E. coli O157:H7
submetidas a choque térmico a 45°C por 5 minutos apresentaram um aumento de sua

resisténcia térmica e recuperagdo celular apds o tratamento térmico de 59°C durante 5
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minutos, porém, o choque térmico a 42°C por 5 minutos nao apresentou qualquer efeito
sobre as células apés o tratamento térmico. O aumento da recuperacgao celular obtido
apds o choque térmico e tratamento térmico, pode ser comparado ao demonstrado por
MURANO & PIERSON (1993). Estes pesquisadores mostraram a ocorréncia de um
aumento no numero log de células recuperadas em condi¢des de aerobiose, apos
choque térmico de 45°C por 5 minutos, seguido de tratamento térmico de 55°C por 20
minutos, de 5.0 para 66 (1,6 ciclos log), comparado com os resultados obtidos no
presente trabalho, que mostrou um aumento de 2,92 para 3,92 log de células (1,0 ciclo
log). Na recuperacdo celular sob condigcbes de anaerobiose, aqueles pesquisadores
obtiveram um aumento de 4,9 para 5,3 log de células (0,4 ciclo log), comparado com 5,63
para 6,60 log de células (1,03 ciclo log) neste trabalho. Contudo, nosso trabalho mostrou
que ndo existe indicagdo de que as células submetidas a choque térmico recuperam sua
capacidade de crescimento em presenca de oxigénio mais rapidamente do que as células

nao submetidas a choque térmico.

De acordo com os resultados obtidos, ao submetermos células de E. coli 0157:H7
a choques térmicos, pode ocorrer uma melhora na habilidade das células de
sobreviverem a temperaturas de processamento letais. Existe uma relacdo estabelecida
entre o aumento da tolerancia térmica bacteriana e a producéo de proteinas do choque
térmico. SPECTOR et al. (1986) relataram que células de Salmonella typhimunum
cultivadas em condiges de anaerobiose, foram capazes de sintetizar proteinas de
chogque térmico, sugerindo que as condigbes anaerdbias por si s6 podem ser
consideradas um fator de estresse para as células bacterianas. A pratica de se embalar
produtos cameos crus, que serdo sumetidos a tratamentos térmicos posteriores, sob
atmosfera modificada com baixas concentragcoes de oxigénio, pode entdo, estimular a
sobrevivéncia de microrganismos patogénicos, como E. coli 0157:H7, resultando em

sérios perigos a saude dos consumidores.

Nosso estudo mostrou, que o choque térmico pode aumentar a resisténcia de
células de E. coli 0157:H7 em pelo menos 1 ciclo log. Isto sugere, que o fendmeno do
aumento da resisténcia térmica devido ao choque térmico deve ser considerado ao se

determinar o processo térmico de alimentos. Condigbes de choque térmico podem ser
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criadas em produtos alimenticios, principalmente quando esses sdo submetidos a
tratamentos térmicos brandos. No processamento desses produtos, as baixas
temperaturas de tratamento térmico e 0 prolongado periodo de tempo necessario para
que o alimento atinja as temperaturas finais de tratamento térmico, podem criar um
ambiente ideal para a ocorréncia de chogque térmico. Isto indica, que quanto mais
lentamente ocorrer o aumento da temperatura, maior € o aumento da resisténcia térmica
bacteriana. FARBER & BROWN (1990), inocularam salsichas com Listeria
monocytogenes e pré-aqueceram este produto a 48°C por 30, 60 e 120 minutos. Células
submetidas a choque térmico por 120 minutos apresentaram maior resisténcia térmica,
comparativamente aos tratamentos por 30 e 60 minutos. QUINTAVALLA & CAMPANINI
(1991) relataram que células de L. monocytogenes adquiriram maior resisténcia térmica
quando submetidas a tratamentos térmicos mais lentos. Portanto, para se evitar
aumentos consideraveis da resisténcia térmica de microrganismos, os alimentos
submetidos a tratamentos térmicos devem atingir as temperaturas finais o mais rapido

possivel.

Em geral, na determinagéo de valores D para um determinado alimento, assume-
se que todas as células bacterianas numa populagdo possuam resisténcia térmica
idéntica. Porém, no estabelecimento das condigbes de tratamento térmico para um
determinado alimento, deveria ser levado em consideracdo o aumento da resisténcia
térmica do microrganismo decorrente do choque térmico. A base tedrica para o calculo da
letalidade deveria considerar a mudanga da resisténcia térmica que ocorre durante o

cozimento do alimento.

4.12. Medida da composigdo do espago-livre, potencial de 6xido-redugdo e pH dos

meios de cultura e alimentos

A verificacdo da composigdo do espago-livre dos meios de cultura produzidos
estao apresentados na TABELA 3. Obteve-se meios de TSYGB aerdbios e anaerobios,
com niveis de oxigénio diferentes aos niveis injetados durante a manufatura desses.
Também foi verificado que nos tubos esterilizados contendo meios a base de alimentos, 0

teor de oxigénio presente no espago-livre apresentou-se em concentragdes menores que
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as injetadas durante o preparo dos mesmos (TABELA 4). Para esclarecer esse fato,
preparou-se tubos contendo agua destilada ou meio TSB (cuja formulagdo é mais pobre
que TSYGB), sob mistura gasosa de O./N,, 20:80 (v/v). Constatou-se a presenca de
20,87% de oxigénio no tubo com agua e de 13,39% no tubo com TSB, comparativamente
a 10,26% de oxigénio no tubo com TSYGB, obtendo-se, portanto, niveis de oxigénio mais
proximos aos injetados durante o preparo dos mesmos (TABELA 3). Dessa forma,
demonstrou-se que o oxigénio nao é perdido por vazamento. Isto sugere, que apos a
autoclavagao ocorrem combinagbes quimicas entre o oxigénio presente no espaco-livre e
elementos do meio TSYGB ou dos alimentos, impossibilitando portanto, a detecgdo de
oxigénio no espago-livre. Em meios mais simples, por sua vez, o oxigénio ndo realiza
essa combinagdo, podendo ser detectado no espaco-livre a niveis similares aos injetados
para seu preparo.

Apds a autoclavagéo, o nivel de oXxigénio no espago-livre nos tubos de alimentos
era de 0,9 a 2,0% nos tubos preparados em condi¢bes de anaerobiose, e de 5,4 a 16,5%
nos preparados em aerobiose (TABELA 4). Isto sugere que o ar ndao é completamente
removido dos alimentos preparados em anaerobiose. Na verdade, o método utilizado nao
incluiu um indicador para mostrar que todo o oxigénio foi removido durante o preparo do

mesmo.

De acordo com as medicées realizadas, o pH dos meios de cultura variou de 6,41
a 6,66 (TABELA 2). Quanto aos meios de alimentos, com exceg¢éo dos meios de vegetais
(brécolis, cenoura e batata) e de carne bovina preparado sob aerobiose, o pH dos

demais alimentos foi superior a 6,1 (TABELA 4).

As medidas do potencial de oxido-reducdo no fundo dos tubos (TABELA 4),
mostraram que a carne bovina, carne de frango, cogumelo e brécolis eram todos muito
reduzidos, mesmo quando preparados sob O,/N,, 20:80 (v/v), sendo que, apenas os
tubos contendo leite (sob aerobiose), batata (sob aerobiose) e cenoura (sob aerobiose e
anaerobiose), apresentaram um potencial de oxido-redugdo positivo. De acordo com
LUND & WYATT (1984), o potencial de oxido-redugdo tem sido utilizado como importante
instrumento para medi¢&o do grau de oxidag&o dos componentes de um meio de cultura
ou alimento, especialmente em situagdes em que é dificil se medir baixas concentragées
de oxigénio.
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Tabela 4. Caracteristicas dos alimentos preparados sob condi¢bes aerobias e

anaerobias.

ALIMENTO MISTURA ESPAGCO-LIVRE pH POTENCIAL REDOX (mV)'
GASOSA (%0,)* topo fundo diferenga
(viv)
batata 0,:N, (20:80) 16,5 5,63 293,5 41,0 2525
H,:N, (10:90) 1,5 5,61 -365,3 -368,6 33
brécolis 0,:N, (20:80) 9,5 5,15 -8,7 -68,4 59,7
H,:N, (10:90) 1.1 5,42 -232,9 -217,9 -15,0
came bovina  O,:N, (20:80) 54 5,61 -138,5 -163,7 25,2
H,:N, (10:90) 0,9 6,11 -220,8 -207,6 -13.1
came de frango O,:N, (20:80) 10,4 6,24 56,6 -183,7 240,3
H,:N, (10:90) 1,7 6,11 -336,8 -326,2 -10,6
cenoura 0,:N, (20:80) 13,1 4,96 109,5 21,8 87,7
H,:N, (10:90) 1,5 464 -346,8 3449 -1,9
cogumelo 0,:N, (20:80) 12,0 6,55 946 -134,1 2287
H,:N, (10:90) 1,1 6,59 -222,9 -200,5 -224
leite desnatado O,:N, (20:80) 14,7 6,22 - 2543 -
H,:N, (10:90) 2,0 6,26 - -216,3 -
leite integral  O,:N, (20:80) 12,9 6,24 - 173,7 -
H,:N, (10:90) 1,3 6,17 - -244 1 -

*  meédia de 5 leituras
t  meédia de 3 leituras
nao determinado
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4.13. Detecgao de crescimento de E. coli O157:H7 em alimentos

Nao se detectou crescimento de E. coli 0157:H7 nos tubos contendo os meios de
brocolis, batata e cenoura. De acordo com LUND (1992), as propriedades dos vegetais
que influenciam no crescimento de bactérias séo o pH, o conteudo de acidos organicos,

nutrientes e a presenga de compostos antibacterianos.

O pH um pouco mais &cido apresentado por esses vegetais, pode n&o ser o
responsavel pela inibicdo de E. coli 0157:H7. Esse microrganismo apresenta uma alta
tolerancia a acidez (BENJAMIN & DATTA, 1995), tendo sido isolado de diversos
alimentos acidos, como maionese (WEAGANT et al., 1994), cidra de magé (BESSER et
al., 1993), salame (DUFFY et al., 1996). Entretanto, CONNER & KOTROLA (1995)
atribuiram a capacidade de E. coli O157:H7 de sobreviver sob condi¢bes de acidez ao
tipo de acidulante. Esses autores testaram o efeito sobre E. coli O157:H7 dos acidos
acético, citrico, latico, malico, mandélico e tartarico, a pH 4,0; 4,5; 5,0, 5,5. A 4°C néo
constatou-se crescimento evidente desse microrganismo em nenhum dos tratamentos
testados. A 10°C, E. coli 0157:H7 apresentou crescimento em todos os acidos testados
excetuando o acido acético, no qual ndo houve crescimento nos pHs testados. A 25 e
37°C, os acidos apresentaram agdo menos inibitoria, evidenciada pelo crescimento a
baixos valores de pH, comparativamente ao crescimento a 10°C. Os &acidos acético e
mandélico foram os mais inibitérios, enquanto que, o tartarico apresentou menor
eficiéncia contra E. coli O157:H7.

Fatores antimicrobianos presentes em vegetais foram relatados na literatura.
NGUYEN-THE & LUND (1991) descreveram a ocorréncia de compostos antibacterianos
em cenouras. Substancias liberadas em repolho macerado apresentaram um efeito
bactericida sobre bactérias Gram negativas e, em menor intensidade, sobre bactérias
Gram positivas (PEDERSON & FISHER, 1944). ABDUL-RAOUF et al. (1993b) relataram
a presenca de um fator desconhecido associado a cenouras, que pode inibir o
crescimento de E. coli 0157:H7. A capacidade de crescimento de L. monocytogenes em

repolho cru, porém ndo em repolho submetido a tratamento térmico, sugere que O

108



processamento pode diminuir a disponibilidade de certos nutrientes ou pode produzir
constituintes que inibem o crescimento microbiano ou s3o tdxicos aos mesmos
(BEUCHAT et al.,, 1986). Deve-se também considerar, que muitas vezes a inibicao de
microrganismos pode ser devido aos tratamentos quimicos conferidos aos vegetais
durante a produgdo comercial (NGUYEN-THE & LUND, 1991).

4.14. Efeito do tratamento térmico de E. coli 0157:H7 em alimentos

Testes para verificar o crescimento de E. coli 0157:H7 em diversos alimentos,
mostraram que este microrganismo requer condigbes especificas para seu
desenvolvimento. Os meios de brécolis, batata e cenoura nao possibilitaram a detecgéo
de crescimento de E. coli 0157:H7, pelos métodos utilizados. Dessa forma, os purés
preparados com tais vegetais ndo foram submetidos a tratamento térmico. A TABELA 5
mostra os tempos necessarios para que os meios inoculados atingissem a temperatura
de referéncia, o tempo de tratamento térmico na temperatura de referéncia e o tempo de

resfriamento. Um tratamento térmico tipico a 59 e 61°C é exemplificado pela FIGURA 22.

Existe uma ampla diferenga nos valores D de E. coli 0157:H7 nos diversos
alimentos testados (TABELA 6). O valor Dsg obtido em nosso trabalho para carne bovina
foi de 5,25 a 5,55 minutos; para came de frango de 3,23 a 4,17 minutos; para cogumelo
de 3,41 a 4,58 minutos; e para leite, de apenas 1,90 minutos ou menos. Para o valor De:1,
obtivemos para carne bovina 0,77 minutos ou mais; para carne de frango 0,35 a 0,57

minutos; para cogumelo 0,40 a 0,99 minutos; e para leite 0,27 minutos ou menos.

Em relag&o ao potencial de éxido-redugdo dos meios de alimentos (TABELA 4),
apenas 0 meio de cogumelo apresentou uma diferenca entre os tubos aerdbios e
anaerébios, muito embora, mesmo no tubo preparado em aerobiose, o puré se
apresentou muito reduzido no fundo do tubo. N&o foi possivel conseguir um potencial de
6xido-redug&o mais elevado no puré de carne bovina, dessa forma, ndo se esperava
obter diferencas nos valores D entre os meios aerébios e anaerdbios. Em geral, o
potencial de 6xido-redugéo de alimentos ¢ baixo (SNYDER, 1986), embora o potencial do
leite preparado sob O,/N,, 20:80 (v/v) tenha sido elevado (174 e 254 mV).
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De acordo com dados apresentados pela literatura, existe uma variagéo
significativa nos valores D para E. coli 0157:H7 entre alimentos similares. O valor Dy
para E. coli 0167:H7 em carne bovina moida varia de 0,45 minutos em produto com 7%
de gordura; 0,46 minutos em produto com 10% de gordura; 0,47 minutos em produto com
20% de gordura (AHMED et al, 1995); 0,75 minutos em produto com 17-20% de gordura
(DOYLE & SCHOENI, 1984), e até valores mais elevados de 3,18 minutos em produto
com 10% de gordura (SNYDER et al, 1996). As diferengas apresentadas entre esses
valores podem ser atribuidas as variagdes entre as culturas (AHMED & CONNER, 1995),
condigdes de armazenamento (JACKSON et al, 1995) e metodoiogia utilizada. O
presente trabalho determinou um valor Dss entre 525 a 5,55 minutos para carne bovina
moida, o qual é muito superior ao estimado por DOYLE & SCHOENI (1984), que
obtiveram um valor Dss¢ de 1,17 minutos. A carne bovina utilizada no trabalho de DOYLE
& SCHOENI (1984), continha uma maior proporcéo de gordura (17 a 20%), comparada
com 9,3% presente em nosso meio. AHMED et al. (1995) consideraram que o contetdo
de gordura em carne de frango apresenta uma propriedade protetora contra o calor.
Esses autores obtiveram De de 0,38 minutos em carne de frango contendo 3% de
gordura e 0,55 minutos em produto contendo 11% de gordura. Contudo, em carne bovina
contendo 17 a 20% de gordura, DOYLE & SCHOENI, (1984) obtiveram Ds;, de 4,5
minutos, enquanto LINE et al., (1991) obtiveram Ds7> de 4,0 a 4,1 minutos em carmne
bovina com 2% de gordura. Nesse caso, ambos utilizaram métodos similares, tubos de
morte térmica e plaqueamento aerdbio para a enumerac&o. De acordo com os resultados
apresentados em nosso trabalho, o teor de gordura nao representou um fator de protegéo
para E. coli O157:H7 contra o calor. Isto foi comprovado comparando-se a resisténcia
térmica de E. coli O157:H7 em leite desnatado (0,1% de gordura) e integral (3,8% de
gordura), onde obteve-se valores D mais elevados para leite desnatado. CLEMENTI et al.
(1995) obtiveram para E. coli, em leite de cabra com 4,5% de teor de gordura, valores
Dsss © De1 de 0,289 e 0,081 minutos, respectivamente, comparados aos valores mais
elevados obtidos no presente trabalho, onde E. coli 0157:H7 em leite desnatado (0,1%
de gordura), apresentou Dsg de 1,9 minutos e Dgy de 0,27 minutos.

Embora varios surtos de infeccdo causados por E. coli O157:H7 tenham sido
relacionados ao consumo de carne moida ou leite (GRIFFIN & TAUXE, 1991), os estudos

sobre inativagdo térmica demonstraram que esse microrganismo nao apresenta
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resisténcia térmica muito elevada comparativamente a outros patégenos (DOYLE, 1991).
Esses surtos devem ter sido resultado do consumo de carne mal cozida e de leite nao
pasteurizado (DOYLE, 1994).

Em nossos testes, ndo foi observada uma grande diferenga na recuperagéo de
células injuriadas de E. coli 0O157:H7 nos meios de cultura a base de alimentos
preparados na presenga ou auséncia de oxigénio. Isto pode ser atribuido a similaridade
de valores reduzidos de potencial de dxido-redugéo dos meios preparados em condigoes
aerobias e anaerébias (TABELA 4). Porém, foi verificado que o meio a base de cogumelo
preparado sob anaerobiose, contribuiu para o aumento da resisténcia térmica de E. coli
0157:H7. Os resultados obtidos sugerem que a atmosfera gasosa que envolve o produto
pode influenciar no reparo dos microrganismos injuriados por tratamento térmico. Assim,
as células de E. coli O157:H7 presentes em alimentos, podem ser injuriadas por
tratamentos térmicos brandos e ndo serem recuperadas sob condi¢bes aerdbias. Dessa
forma, métodos anaerdbios de enumeragdo deveriam ser utilizados para se determinar a
sobrevivéncia de microrganismos anaerobios facultativos em alimentos que séao

submetidos a tratamentos térmicos brandos, como pasteurizagéo.

Os regulamentos elaborados por alguns érgéos ligados a saude publica, como
United States Department of Agriculture (USDA) e Food and Drug Administration (FDA),
dos Estados Unidos, listam uma variedade de tempos de cozimento, com a determinagao
dos tempos necessarios para que as partes internas de um alimento atinjam a
temperatura de referéncia para o tratmento térmico. No entanto, é sabido que fatores
intrinsecos e extrinsecos associados a bactéria e ao ambiente em que essa se encontra
ao ser submetida ao tratamento térmico, afetam a resposta ao calor. Os métodos de
recuperacdo dos microrganismos utilizados nos estudos de resisténcia térmica podem
influenciar nos resultados das analises (LINE et al., 1991). As técnicas de recuperagao
microbianas deveriam possibilitar a enumeragdo de todas as células viaveis, inclusive as
células subletalmente injuriadas. Uma vez que a incubagdo de E. coli 0157:H7 injuriada
por tratamento térmico em ambiente aerdbio, resulta na redugao do numero de células
recuperadas, como foi observado neste estudo, este fato deve ser considerado quando
do estabelecimento de tratamentos térmicos, de modo a n&o colocar em risco a saude

dos consumidores.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resuitados apresentados e discutidos anteriormente,

concluiu-se o seguinte:

1. Imediatamente ap6s o tratamento térmico, células de E. coli 0157:H7
apresentaram sensibilidade ao oxigénio, sendo que 99,9% das células
que se mostraram capazes de crescer em condigées anaerdbias nio
puderam crescer no meio aerébio.

2. Células de E. coli 0157:H7 submetidas a tratamento térmico em
condi¢Ges de aerobiose, necessitam de um periodo de tempo maior para
recuperar sua sensibilidade ao oxigénio, comparativamente as células
tratadas termicamente sob condi¢cdes de anaerobiose.

3. A recuperagdo de células de E. coli 0157:H7 injuriadas pelo calor em
condi¢Ses aerébias, é acompanhada pela queda do potencial de 6xido-
reducéo do meio. No caso das células submetidas ao tratamento térmico
em condi¢cdes anaerébias, o potencial de oxido-redugdo ndo apresenta

variagdes significativas durante o periodo de recuperacao celular.

4. Células de E. coli 0157:H7 injuriadas pelo calor se recuperam da sua
sensibilidade ao oxigénio mais rapidamente ap6s tratamento térmico em
temperaturas mais elevadas, comparativamente aos tratamentos
térmicos equivalentes que utilizam temperaturas mais brandas. Dessa
forma, a medida que ocorre a redugdo da temperatura de tratamento
térmico com simultaneo aumento do tempo, as células de E coli
0157:H7 injuriadas pelo calor se tornam mais sensiveis ao oxigénio,
necessitando de um maior periodo de tempo para que tais células
atinjam niveis de multiplicagdo similares aos das células expostas as
condi¢des anaerobias.
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5. Células de E. coli O157:H7 submetidas ao tratamento térmico em
condi¢Oes de anaerobiose e incubadas em temperaturas mais elevadas,
recuperam sua habilidade de se multiplicar em presenga de oxigénio
mais rapidamente. Assim, células incubadas a 10, 20 e 30°C se
recuperam da sua sensibilidade ao oxigénio apés 130, 50 e 6 horas,
respectivamente, enquanto que a 5°C, ndo se observou a recuperacao
celular, mas apenas sobrevivéncia no mesmo nivel. Isto demonstra que a
utilizagdo de métodos aerébios de avaliagdo microbiolégica de um
produto submetido ao tratamento térmico pode formecer resuitados
subestimados, mesmo se o produto for analisado apés longos periodos

de estocagem em temperaturas de refrigeracdo.

6. O teor de oxigénio e o potencial de oxido-redugdo influenciam na
recuperacao das células de E. coli O157:H7 injuriadas por tratamento
térmico. A medida que a concentracao de oxigénio & aumentada no meio
de recuperacgéo, o que é verificado pela elevagédo do potencial de 6xido-
redugéo, ocorre uma diminuigdo na recuperagéo de células viaveis. Isto
indica que condigdes de potencial de 6éxido-redugdo reduzidos e baixas
concentragcbes de oxigénio, propiciam uma melhor recuperagdo de

células de E. coli 0157:H7 injuriadas pelo calor.

7. Aincluséo de 50% de CO, no meio de recuperacio aerdbio ou anaerdbio
n&o interferiu na recuperacgéo de E. coli 0157:H7 submetida a tratamento

térmico.

8. As condigdes de choque térmico a que sdo submetidas as células de E.
coli O157:H7, pode aumentar a resisténcia térmica dessas células.
Chogue térmico a 42°C por 5 minutos ndo induziu aumento na
resisténcia térmica de células de E. coli 0157:H7 submetidas a posterior
tratamento térmico a 59°C por 5 minutos. Contudo, o choque térmico a
45°C por 5 minutos contribuiu para aumentar a resisténcia térmica dessa

bactéria em 10 vezes. Neste caso, células submetidas ao choque térmico
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10.

11.

12.

S€ recuperaram no mesmo periodo de tempo que as células nao
submetidas a choque térmico, tanto em condi¢cdes aerdbias como

anaerobias.

Observou-se o crescimento de E. coli 0157:H7 em meios de cultura a
base de cogumelo e em alimentos de origem animal, como carne bovina,
carne de frango e leite (desnatado e integral). Porém, néo se detectou o
crescimento desse microrganismo em meios a base de batata, brécolis e

cenoura.

Condig¢bes anaerdbias e de potencial de Oxido-reducgéo reduzidos podem
contribuir para o aumento da resisténcia térmica de E. coli 0157:H7,
como verificado no meio a base de cogumelo. Porém, o teor de oxigénio
ndo influenciou de maneira significativa a resisténcia térmica desse

microrganismo em carne bovina, carne de frango e leite.

O teor de gordura n&o representa um fator de protecdo para E. coli
O157:H7 contra o calor. Isto foi comprovado comparando-se a
resisténcia térmica de E. coli 0157:H7 em leite desnatado (0,1% de
gordura) e integral (3,8% de gordura), onde obteve-se valores D mais

elevados para leite desnatado.

Para se assegurar de que um tratamento térmico brando aplicado a um
alimento foi eficaz sob o ponto de vista microbiolégico, deve considerar-
se entre outros fatores, as condigdes de atmosfera gasosa que envolve o
alimento, o potencial de Oxido-reducdo e o aumento da resisténcia
térmica decorrentes do choque térmico. Além disso, os métodos de
avaliag@o microbiolégica desses alimentos devem garantir a recuperacao
dos microrganismos injuriados pelo tratamento térmico, cujo resultado foi

melhor em condigbes de anaerobiose.
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