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RESUMO

Cepas de Escherichia coli produtoras de toxina Shiga (STEC) do sorotipo O113:H21 tem sido
isoladas de casos esporadicos e surtos de doenca humana em varios paises do mundo. Os
alimentos de origem bovina como carne, leite e derivados representam o principal veiculo de
transmissido de STEC. O presente estudo teve como objetivo analisar o comportamento de
STEC pertencente ao sorotipo O113:H21, isoladas de carne bovina, fezes humana e bovina, e
comparar com o comportamento de E. coli coliforme termotolerante e E. coli DH5a, frente a
diferentes niveis de pH, temperatura, tempo e Aa nas condigdes que simulam produtos lacteos.
Como substrato, utilizou-se o soro de queijo minas frescal com as varidveis ajustadas para
mimetizar as condi¢des presentes nos produtos lacteos. O efeito das quatro variaveis
independentes (pH, Aa, tempo e temperatura) sobre a resposta (populacdo bacteriana) foi aferido
através da analise multivariada, utilizando-se um planejamento experimental do tipo “central
composite design”, gerado pelo software Statistica 7 (StatSoft, OK, USA). Tal planejamento
envolveu a combinagdo dos quatro fatores gerando 27 testes, com duas repetices auténticas dos
experimentos. Os niveis empregados para as variaveis foram pH (5, 6 e 7), Aa (0,92, 0,94 e
0,96), tempo (0, 7 e 15 dias) e temperatura (8, 26 e 35°C). O programa estatistico permitiu a
construcdo de uma equacdo que modela o comportamento bacteriano. Com excecdo da cepa
bovina RJ 702/1, a equacdo gerada para as outras cepas apresentou coeficiente de determinagéo
(R2) acima de 0,7, demonstrando o ajuste do modelo. A equacdo descreveu a variacdo da
contagem microbiana em funcdo das variaveis estudadas. Todas as variaveis apresentaram efeito
significativo, individual e combinado, sobre o comportamento das STEC O113:H21 estudadas,
porém as interacdes apresentaram baixa intensidade. O tempo foi a variavel que mais contribuiu
para a reducéo da populacdo bacteriana das cepas incluidas no estudo. Os resultados apresentados
pelos graficos de superficie sugerem que as cepas EC 784 e 1108/1 podem apresentar habilidade
de sobreviver em produtos lacteos como queijo minas frescal (pH: 6,4; Aa > 0,98), queijo prato
(pH: 5,2 a 5,4 ; Aa: 0,94 a 0,96) e iogurte (pH: 5,0; Aa: 0,97) em um periodo de 4 a 5 dias na
faixa de temperatura de armazenamento avaliada no estudo (8°C a 35°C). A cepa de coliforme
termotolerante manteve-se viavel por mais tempo, em um periodo de 15 dias nessas mesmas
condicdes. J& a cepa laboratorial E. coli DH5a ndo apresentou habilidade de sobrevivéncia nesses
produtos. Os resultados obtidos e analisados em conjunto indicam que as cepas pertencentes ao
sorotipo O113:H21, nas condicGes avaliadas, ndo apresentam comportamento diferente da cepa
de coliforme termotolerante, e que produtos lacteos apresentam-se como veiculo em potencial de
STEC 0113:H21.

Palavras-chave: STEC O113:H21, sobrevivéncia, produtos lacteos.
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ABSTRACT

Strains of Shiga toxing-producing Escherichia coli (STEC) of serotype O113:H21 have been
isolated from sporadic cases and outbreaks of human disease in several countries worldwide.
Foods of origin bovine such as meat, raw milk and dairy products represent the main
transmission vehicle of STEC. The present study aimed to analyze the behavior of Shiga
toxin-producing Escherichia coli (STEC) of serotype O113:H21 isolated from meat, human
and calves feces and compare to the behavior of E. coli termotolerant coliform and E. coli
DHS5 o against different levels of pH, temperature, time and water activity - Aw to mimic the
conditions found in dairy products. As substrate, the whey of soft cheese was used with the
variables set to mimic the conditions present in dairy products. The effect of the four
independent variables (pH, temperature, time and water activity) on the response (bacterial
population) was assessed by central composite design, using a type of planning experimental
factorial design, created by the software Statistica 7 (StatSoft, OK, USA). The experimental
plan involved the combination of factors generating 27 tests, with two authentic replications
of the experiment. The levels used for the variables were pH (5, 6 and 7), Aw (0.92, 0.94 and
0.96), incubation period (0, 7 and 15 days), and temperature (8, 26 and 35°C). The statistical
program allowed the construction of an equation that models the behavior of bacteria. With
the exception of cattle strain RJ 702 / 1, the equation generated for the other strains showed
determination coefficient above 0.7, demonstrating the fit of the model. The equation
described the variation of the microbial count in function of the variables. All variables
showed significant effect, individually and combined, on the behavior of STEC 0113: H21
studied, but the interactions showed low intensity. The time was the variable that most
contributed to the reduction of the bacterial population of the strains included in the study.
The results presented by the graphs of the surface suggest that the strains EC 784 and 1108 / 1
may have the ability to survive in dairy products like fresh cheese (pH: 6.4; Aa 0.96), cheese
(pH: 5.0 ; Aa: 0.97) and yogurt (pH: 5.0; Aa: 0.97) at a time 4-5 days in storage temperature
range evaluated in the study (8 ° C to 35 ° C). The strain of thermotolerant coliform bacteria
remained viable for longer in a period of 15 days in these conditions. Already the laboratory
strain E. coli DH50 showed no ability to survive in such products. The results obtained and
analyzed together indicate that strains belonging to serotype 0113: H21, under the conditions
evaluated, no different from the strain of fecal coliform, and dairy products that present
themselves as potential vehicle for STEC 0113: H21.

Keywords: STEC O113:H21, survival, dairy products.



1 INTRODUCAO

Dentre os diversos patotipos de Escherichia coli, destaca-se a E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), considerada um patdgeno emergente responsavel por gastroenterites e
suas complicacbes como a colite hemorragica (CH), sindrome urémica hemolitica (SHU) e
purpura trombocitopénica trombdtica (PTT). SHU pode gerar um quadro de faléncia renal
aguda, principalmente em criancas, sendo importante causa de transplante renal e, em alguns
casos, pode gerar o 6bito (BLANCO et al., 2003).

E amplamente reconhecido que alimentos de origem animal constituem a via mais
importante de transmissdo de STEC a humanos (HUSSEIN; SAKUMA, 2005), ja que bovinos
sdo considerados o principal reservatorio animal (GUDONG; ZHAO; DOYLE, 1996).

Ao se considerar as potenciais vias de transmissdo em nosso meio, € pertinente
assinalar o leite cru, que no Brasil, € produzido em situagdes de higiene nem sempre
adequadas, podendo, desta forma, representar risco a saude puablica. Esse problema é
agravado pela comercializacdo informal deste ou de seus derivados, particularmente o queijo
Minas Frescal (QMF), produto consumido em larga escala pela populacdo brasileira
(LOGUERCIO; ALEIXO, 2001; BULHOES; ROSSI JUNIOR, 2002). O extensivo cOmércio
de produtos lacteos no Brasil sem a devida fiscalizacdo e 0 aumento do consumo desses
produtos sdo questdes que devem ser avaliadas, pelo risco de contaminacdo por STEC e
outros pat6genos.

Surtos de STEC foram relatados a partir do consumo de produtos lacteos (NATARO;
KAPER, 1998; HUSSEIN; SAKUMA, 2005). Destaca-se o consumo de iogurte (MORGAN
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et al., 1993) e queijos (CDSC, 1998; REID, 2001) como importantes veiculos de transmisséo
desse patdgeno.

Embora pesquisas constatem uma elevada ocorréncia de STEC O113:H21 em bovinos
no Brasil (YANO et al., 1986; GONZALEZ, 2003; TRISTAO et al., 2007) e dada a
importancia de STEC na inddstria de laticinios, a literatura nesta area ainda carece de
pesquisas acerca da transmissdo desses microrganismos por produtos de origem animal em
nosso pais, como carne, leite e seus derivados. Por mais que poucos casos de doencas
humanas associados a STEC tenham sido descritos no Brasil, é grande a ocorréncia deste
patdgeno em nosso rebanho bovino. Ha ainda a proximidade com a Argentina, pais onde a
SHU é endémica (BERTAO; SARIDAKIS, 2007), o que pode ter influéncia dos hébitos
alimentares caracteristicos do pais como o consumo extensivo de carne mal cozinha, carne
preparada em domicilio, além de preparacdes a base de caldo de carne (RIVAS et al., 2008).

N&o ha relatos de contaminacdo por STEC em nenhum tipo de queijo no Brasil.
Porém, em outros paises, pesquisas demonstraram a contaminacdo desse microrganismo
nesses produtos. A sobrevivéncia de STEC O157:H7 em diferentes tipos de queijos foi
demonstrada por LEUSCHNER; BOUGHTFLOWER (2002). O primeiro surto por E. coli
0157:H7 no Canada em queijo gouda ndo pasteurizado foi relatado por HONISH et al.
(2005). Na Alemanha, WERBER et al. (2008) relataram similaridade em 81% do sorotipo
0113:H21 isolados de pacientes e alimentos, dentre eles leite e queijos.

O iogurte € um produto lacteo que deve ser considerado como importante fonte de
contaminacdo por STEC. MORGAN et al. (1993) relataram a ocorréncia de 16 casos de
infeccdo por O157:H7 na Inglaterra, incluindo 5 casos de SHU decorrentes do consumo de
iogurtes.

Nesse contexto, torna-se importante o estudo das interacdes entre os fatores intrinsecos
e extrinsecos que afetam a capacidade de sobrevivéncia dos microrganismos nos alimentos
(NAKASHIMA et al., 2000). Cada tipo de microrganismo possui caracteristicas proprias,
em condicdes especificas. Desta forma, os produtos lacteos, em especial o0 QMF com sua
atividade de agua elevada (0,96), pH em torno de 6,4 (CARVALHO, 2003) e disposic¢do
de nutrientes favorece a contaminacdo microbiana, o que leva esse produto a possuir uma
vida de prateleira menor do que outros alimentos, ou seja, em menos de 7 dias o produto
ja possui caracteristicas sensoriais (sabor, consisténcia, aroma) comprometidos. Contudo,
alguns autores apontam tempo de prateleira de QMF por 15 dias ou mais (CAMPOS et al,
2006).
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Modelos matematicos sdo muito utilizados pela microbiologia preditiva, um ramo
eminente da microbiologia que integra a quantificagdo de microrganismos de alimentos e a
tentativa de prever seu comportamento, quando variaveis controladoras de crescimento sdo
utilizadas e ou alteradas (SILVA, 2006). A necessidade de garantir a seguranca
microbioldgica e a qualidade dos alimentos tem estimulado a aplicagdo da microbiologia
preditiva (NAKASHIMA,2000).

Desse modo, este estudo teve o objetivo de caracterizar o0 comportamento de STEC
0113:H21 frente aos fatores intrinsecos e extrinsecos como pH, Aa, tempo e temperatura,
simulando condicBGes semelhantes aos principais produtos lacteos, uma vez que, pesquisas
sobre a influéncia desses fatores geralmente s6 sdo documentadas em relacdo ao principal
sorotipo envolvido em infec¢des por STEC, E. coli O157:H7. Além disso, ndo foram

encontrados relatos referentes ao sorotipo O113:H21.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doengas transmitidas por alimentos

Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) (1984) “a alimentagdo deve ser
disponivel em quantidade e qualidade nutricionalmente adequadas, além de ser livre de
contaminacdes que possam levar ao desenvolvimento de doencas de origem alimentar”
(BOULOS, 1999, p. 21). As doengas veiculadas por alimentos (DVA) tém sido reconhecidas
como o problema de salde publica mais abrangente no mundo atual e causa importante de
diminuicdo de produtividade e perdas econémicas que afetam paises, empresas e
consumidores (TAUXE et al., 2009). Adicionalmente, BUZBY; ROBERTS (2009) relatam
que infeccdes do trato gastrointestinal, especificamente todas as de origem alimentar e
teoricamente evitaveis, sdo consideradas despesas para a economia mundial.

Um alimento é considerado seguro quando ndo apresenta nenhum tipo de risco a saude
de quem o consome, ou seja, livre de contaminagdes fisicas, quimicas e microbioldgicas
(TOLEDO, 2001). A contaminacdo microbiolégica é responsavel pelas DVA, podendo
ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva pela falta de cuidados durante o preparo
(PEREIRA, 2005).

2.2 Escherichia coli

Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, € um bacilo Gram
negativo, mével ou imével, anaerdbio facultativo presente em grande nimero no intestino
grosso de mamiferos e aves domesticas e selvagens, onde desempenha, como espécie

comensal da microbiota, um importante papel na fisiologia digestiva (LEVINE et al., 1987).
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Estes microrganismos apresentam antigenos somaticos (antigeno O) relacionados com
polissacarideos da membrana externa, que caracterizam varios sorogrupos, antigenos
flagelares (antigenos H), relacionados com proteinas dos flagelos e, ainda, antigenos
capsulares (antigenos K), relacionados com polissacarideos da capsula, compondo um grande
namero de sorotipos (WHITTAM et al., 1993).

O papel de E. coli como microrganismo indicador do grupo coliforme ja é ha muito
tempo bem estabelecido. E. coli, por ser habitante exclusiva do trato gastrointestinal, uma vez
detectada no alimento, indica que esse produto apresenta contaminagdo microbiana de origem
fecal e, portanto, condi¢des higiénicas insatisfatérias (SOUSA, 2006).

Além do seu papel como microrganismo indicador, outro aspecto a ser considerado é
que diversas linhagens de E. coli s&o comprovadamente patogénicas para 0 homem e para 0s
animais (FRANCO, 2002).

As E. coli envolvidas em doenga intestinal sdo denominadas E. coli diarreiogénicas e
sdo agrupadas em seis categorias com base em caracteristicas de viruléncia e diferencas
quanto a epidemiologia e composi¢do antigénica O:H. Essas categorias (ou virotipos) sao:
E. coli enteropatogénica classica (EPEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica/E. coli
produtora de toxina Shiga (EHEC/STEC) e E. coli produtora de aderéncia difusa (DAEC)
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Diversas cepas de E. coli apresentam espécie-especificidade, ndo demonstrando
importancia na transmissdao animal-homem. No entanto, durante a década de 80, uma
preocupacdo com novas modalidades de enteropatogenicidade veio a tona, apos o relato de
um surto de doenca gastroinstestinal, colite hemorragica (CH) e sindrome urémica hemolitica
(SHU) ocorrido nos Estados Unidos, quando um sorotipo (O157:H7), até entdo incomum, fora
isolado. Tal surto foi associado a ingestdo de hambudrguer bovino mal cozido. O fato desta
bactéria, comum as fezes dos animais, ser detectada em alimentos, indicou um potencial
zoonotico da amostra (RILEY et al., 1983). A capacidade de sobreviver ao baixo pH do
estbmago e a baixa dose infectante, em que sdo necessarias, apenas 100 células para a
colonizacdo do trato intestinal de humanos, permite que essas cepas de E. coli O157:H7
atuem como um patdégeno importante de origem alimentar (RILEY et al., 1983; GORDEN;
SMALL, 1993).
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2.3 E. coli produtora de toxina Shiga

E. coli produtora de toxina Shiga faz parte de um grupo amplo de E. coli que elabora
exotoxinas da familia das toxinas Shiga (Stx). A producdo de Stx por E. coli foi
primeiramente descrita por KONOWALCHUK; SPEIRS; STAVRIC (1977), que a
denominaram “verotoxina” (VT), por ser capaz de causar um efeito citotoxico irreversivel em
células Vero em cultura. O’BRIEN; LAVECK (1983) reconheceram em linhagens de E. coli a
producdo de uma toxina semelhante a toxina produzida por Shigella dysenteriae tipo 1
denominando-a “Shiga like toxin” (SLT). Posteriormente, verificou-se que VT e SLT eram
idénticas, e a inconveniéncia de uma dupla nomenclatura (VT/SLT) levou CALDERWOOD
et al. (1996) a proporem uma nova denominagdo, reconhecendo essas toxinas como
pertencentes a familia das toxinas Shiga (Stx). Assim, as E. coli que carreiam 0 gene stx ou
elaboram Stx s&o referidas como STEC (“Shiga toxin-producing E. coli”’) (JOHANNES;
ROMER, 2009).

Do ponto de vista médico, STEC estdo associadas a um amplo espectro de
manifestacdes como infeccdo inaparente, diarréia leve, CH e SHU (GRIFFIN, 1998;
KEUSCH et al., 1998). Além da SHU, mais freqliente em criangas, STEC mostrou-se também
associada a purpura trombotica trombocitopénica (PTT), comum em adultos e caracterizada
por hemdlise, trombocitopenia, faléncia renal, problemas neuroldgicos e febre flutuante
(KEUSCH et al., 1998).

No Brasil, casos esporadicos de diarréia e SHU associados a infeccdo por STEC foram
relatadas (CANTARELLI et al., 2000; GUTH et al., 2002; IRINO et al., 2002; VAZ et al.,
2004; NISHIMURA et al., 2005).

2.4 Viruléncia de STEC

A toxina Stx ainda é considerada como o principal fator de viruléncia nas STEC
(PATON; PATON, 1998b; CAPRIOLLI et al., 2005), sendo subdividida nos tipos 1 (Stx1) e 2
(Stx2) (MELTON-CELSA; O’BRIEN, 1998; CAPRIOLI et al., 2005). Stx1 inclui duas
variantes (Stx1 e Stxlc), enquanto Stx2 apresenta multiplas variantes (Stx2, Stx2c, Stx2d,
Stx2e, Stx2f), distintas na sequéncia de aminoacidos da subunidade B (BASTIAN; CARLE;
GRIMONT, 1998; BRETT et al., 2003).
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Além da toxina Shiga, STEC possui outros fatores de viruléncia e diferentes ilhas de
patogenicidade (HACKER; KAPER, 2000) e, entre elas, destaca-se a chamada regido LEE
(“locus of enterocyte effacement™), a qual codifica para todos os elementos necessarios para a
adesdo e destruicdo das microvilosidades intestinais, levando a um quadro histopatologico
denominado lesédo A/E (“attaching and effacing”) (NATARO; KAPER, 1998).

A lesdo AJ/E, classificada primeiramente em cepas de EPEC, é caracterizada
basicamente pela destruicdo das microvilosidades, aderéncia intima entre a bactéria e a
membrana da célula hospedeira com o acumulo de filamentos de actina e, consequentemente,
formacdo de uma estrutura semelhante a um pedestal sob a bactéria Os genes bacterianos,
como eae (adesina intimina) e tir (receptor de intimina, Tir), sdo alguns dos genes presentes
na regido LEE (NATARO; KAPER, 1998; FRANKEL, 1998). No entanto, diversos estudos ja
demonstraram formas alternativas de compensar a auséncia do l6cus LEE, como a expressao
de uma adesina autoaglutinante de STEC (Saa), codificada em um plasmidio de alto peso
molecular e descrita em cepas de STEC O113:H21. (PATON et al., 2001). Essa adesina,
aparentemente capaz de mediar a aderéncia bacteriana a células epiteliais in vitro,
posteriormente mostrou-se mais relacionada a STEC LEE-negativas de origem bovina do que
de origem humana (JENKINS et al., 2003), sugerindo a hipotese de que Saa poderia
desempenhar um papel na colonizacdo do intestino bovino por STEC, suprindo a auséncia da
regido LEE.

Cepas de STEC 0157 e STEC ndo-0157 envolvidas em doenca humana carreiam um
plasmidio de aproximadamente 60 MDa. Entre os presumiveis fatores de viruléncia
codificados neste plasmidio, podem-se citar os genes responsaveis pela codificacdo da
citotoxina denominada enterohemolisina, EHEC-hemolisina ou E-Hly, (ehxA) e uma serina-
protease (EspP), proteina auto-transportadora codificada pelo gene espP que clivaria o fator V
da coagulacdo humana (LEVINE et al., 1987, BURLAND et al., 1998, LEBLANC, 2003).
Apesar de ndo se ter ainda comprovado o envolvimento de E-HIly na patogénese de STEC,
sabe-se que pacientes com SHU desenvolvem anticorpos contra a hemolisina (SCHMIDT;
KARCH, 1996). Cogita-se que a lise de eritrocitos in vivo possa contribuir para a
multiplicacdo da bactéria, por aumentar a disponibilidade de ferro (NATARO; KAPER,
1998).
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2.5 Fatores que afetam o desenvolvimento de E. coli em alimentos

O comportamento dos microrganismos nos alimentos € determinado pelas
propriedades desses produtos (pH, atividade de &gua (Aa), dentre outros), como também,
pelas condigdes de estocagem (temperatura, umidade relativa e atmosfera que envolve o
alimento) (NAKASHIMA et al., 2000). O desenvolvimento de E. coli em alimentos é
dependente da interacdo desses fatores intrinsecos e extrinsecos, além da competi¢do com
outros microrganismos (VARMAN; EVANS, 1996; BUCHANAN; DOYLE, 1997). Com
énfase na temperatura, o padrdo de desenvolvimento de E. coli situa-se na faixa de 7 °C a
48°C com o 6timo em temperatura de 37°C. Porém, existem excecdes que envolvem as cepas
patogénicas (VARMAN; EVANS, 1996). Alguns trabalhos apontam que a temperatura
minima de crescimento para E. coli O157:H7 é aproximadamente 8-10°C (BUCHANAM,;
BAGI, 1994; RAJKNOWSKI; MARMER, 1995).

A concentragdo hidrogenionica, que determina o pH dos alimentos, € um dos
principais fatores que exercem influéncia sobre o crescimento, a sobrevivéncia ou a destrui¢éo
dos microrganismos, que nele se encontram presentes (SILVA, 2000). Referindo-se ao valor
de pH, a “International Commission on Microbiological Specifications for Foods” (ICMSF,
1980) descreve que E. coli € capaz de multiplicar-se bem na faixa compreendida entre 4,0 e
9,0. Para VARMAN; EVANS (1996), existem interaces entre o pH e outros fatores
incluindo temperatura, Aa e natureza do acidulante. O pH minimo para o desenvolvimento de
E. coli é 4,0-4,5 (BUCHANAM; BAGI, 1994), sendo esse dependente da interacdo com
outros parametros de crescimento. A sobrevivéncia dos patdgenos em alimentos acidos
tornou-se importante depois de relatos de surtos de E. coli O157:H7 em alimentos de baixo
pH como maionese, cidra e sucos de macéd e laranja pasteurizados (ZHAO; DOYLE, 1994),
sendo que em temperatura de refrigeracdo, a sobrevivéncia nesses alimentos é prolongada
(BUCHANAN; DOYLE, 1997). A tolerancia acida esta associada a expressdo de genes que
sdo regulados pelo fator Sigma - um importante regulador atuante no final da fase log e na
fase estacionaria de crescimento codificado pelo gene rpoS - muitos outros genes que
codificam fatores protetores de condicdes adversas podem estar sendo simultaneamente
expressos. O fator Sigma contribui para a protecdo de E. coli em condicdes ambientais
adversas como falta de nutrientes, hiperosmolaridade, dano oxidativo e radiacdo UV (SMALL
et al., 1994).
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E. coli apresenta condi¢Bes 6timas de Aa 0,95 (VARMAN; EVANS, 1996; PRESSER;
RATKOWSKY; ROSS, 1998). Embora a sobrevivéncia de E coli seja inibida pela baixa Aa
dos alimentos, muitos surtos de STEC O157:H7 em alimentos secos ja& foram descritos
(HIRAMATSU et al., 2005).

Algumas cepas de STEC sdo altamente resistentes ao estresse fisico-quimico, assim
como a acidez e ambientes secos, e podem sobreviver por longos periodos no solo, estrume e
agua (MAULE, 2000; LOUKIADIS et al., 2006). E. coli O157:H7 pode sobreviver por muitas
semanas quando dessecada, mesmo sob temperatura de refrigeracdo (BAGI; BUCHANAN,
1993).

2.6 Transmissao de STEC

Animais domésticos e selvagens, principalmente ruminantes como bovinos, ovinos e
caprinos sdo considerados os principais reservatorios de STEC (BEAUTIN et al., 1993). A
maioria dos animais colonizados por STEC sdo assintomaticos, mas algumas cepas de STEC
podem estar associadas com diarréia em bezerros neonatos (NATARO; KAPER, 1998). Este
grupo bacteriano possui, em geral, uma marcante capacidade de sobrevivéncia quando
excretado nas fezes bovinas, fazendo com que seja importante fonte de reinfec¢do do gado e
possivel fonte de contaminacdo do ambiente (GUDONG; ZHAO; DOYLE, 1996).
Adicionalmente, HUSSEM; SAKUMA (2005) relatam que o ambiente contaminado de
fazendas leiteiras pode persistir como fonte de infeccdo de STEC por varios meses.

A ocorréncia de STEC em bovinos tem sido amplamente relatada na literatura. Foram
isoladas STEC em amostras fecais de bovinos e suinos no Chile (RIOS, 1999). Na Austrélia,
STEC foi isolada em 13% das amostras de fezes bovinas (ROBINS-BROWNE; ELLIOTT,;
DESMARCHELIER, 1998). Na Franca FREMAUX et al. (2006), pesquisando amostras de
fezes, em fazendas leiteiras, encontraram o gene stx em 35% das fezes. LEOTTA et al. (2006)
encontraram uma frequéncia para STEC de 50,8% em fezes de mamiferos selvagens de um
zooldgico e de um jardim botanico na Argentina, sendo que, nesse pais, STEC esta presente
principalmente em gado de corte. Na Africa, 72% das amostras de fezes bovinas estudadas
eram positivas para STEC (MAJALIJA et al., 2008).

No Brasil, YANO et al. (1986), estudando bezerros com diarréia na regido Centro-
Oeste, observaram que 70% das E. coli isoladas eram produtoras de Stx. CERQUEIRA et al.

(1999) observaram que 71% das amostras fecais bovinas da regido Metropolitana do Rio de
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Janeiro abrigavam o gene stx. GONZALEZ (2003) identificaram cepas de STEC em 65% dos
animais analisados no Estado do Rio. Uma pesquisa realizada no Estado do Rio de Janeiro
com 1221 amostras fecais de bovinos sadios demonstrou que 61% dos animais carreavam
STEC (JOAQUIM, 2002). Ja no estado de Minas Gerais, OLIVEIRA et al. (2007) observaram
a presenca de STEC em amostras fecais de bufalos, variando de zero a 64%, de acordo com o
local. Em rebanhos do Parand, PIGATTO et al. (2008) encontraram 36% de STEC em fezes
de bovinos sadios de 33 diferentes sorotipos. Entre 0s genes encontrados, stx1 estava presente
em 10 % dos isolados, stx2 em 43%, stx1 e stx2 em 47% e eae em 1%. No mesmo estado,
FARAH et al. (2007) detectaram em 57% das fezes bovinas a presenca de STEC.

Animais infectados por STEC podem ser incluidos na producdo de alimentos. Como
consequéncia, produtos de origem animal como carne, leite e derivados sdo fontes potenciais
de contaminacdo por STEC (HUSSEIN; SAKUMA, 2005). A primeira descricdo do
isolamento de STEC associado a doenca a partir de alimentos foi feita por RILEY et al.
(1983) que isolaram um sorotipo até entdo raro de E. coli (sorotipo O157:H7) de um surto de
doenca gastrointestinal, caracterizada por dores abdominais severas, diarréia aquosa seguida
por um quadro de diarréia sanguinolenta e pouca ou nenhuma febre. Esse surto foi associado a
ingestdo de hambdrguer mal-cozido de uma cadeia de “fast-food” nos Estados Unidos.
Outras preparacdes de carne bovina (GRIFFIN,1998), além de carnes de frangos e de ovinos
(DOYLE; PADHYE, 1989) podem veicular STEC. Bactérias stx-positivas tém sido isoladas
de porcos e alguns produtos suinos envolvidos em infeccbes humanas (Gobius;
Desmarchelier, 2000; Bouvet et al., 2001) e, portanto, suinos podem ser um veiculo de
contaminacdo deste patdgeno.

Ainda que a carne seja o alimento mais associado a contaminacao, produtos derivados
de animais como o leite e derivados ja foram relatados como fonte de infeccdo. Outros
alimentos sujeitos a contaminacdo por fezes bovinas também sdo um risco, como frutas e
vegetais crus, maionese, suco de mac¢a ndo pasteurizado e salame (PATON; PATON, 1998).
Além disso, fontes como agua de consumo humano, agua de piscina e o contato com animais
contaminados também devem ser considerados (GYLES, 2006). E importante destacar que o
processo de corte da carne pode ser responsavel pela contaminacdo cruzada de outros
alimentos com STEC (GRIFFIN, 1998). Essa contaminacdo € facilitada pelo contato das
visceras com a carne e superficie dos equipamentos (CDC, 2000). O contato entre pessoas é

outro importante modo de transmissdo pela rota fecal-oral, inclusive através de portadores



29

assintomaticos (GYLES, 2006). A maioria dos estudos sobre a ocorréncia de STEC em
alimentos relaciona-se com surtos alimentares.

H& poucos dados sobre a ocorréncia de STEC em alimentos no Brasil. No Rio de
Janeiro, 20% das amostras de carne moida crua apresentavam STEC (CERQUEIRA;
TIBANA; GUTH, 1997) e, em Séo Paulo, 3,5% das amostras (BERGAMINI et al., 2007).
GONZALEZ et al. (2000) detectaram STEC em carcacas de frango comercializadas na cidade
do Rio de Janeiro. Contudo, neste mesmo estudo, ndo isolaram STEC nas amostras de queijo
Minas Frescal examinadas. No Parana, TIMM et al. (2009) ndo detectaram STEC das 464

cepas de E. coli isoladas nas amostras de carne moida e leite cru.

2.7 Contaminacgédo de STEC em leite e derivados

O leite € um alimento consumido extensivamente pela populacdo brasileira, sendo
essencial na dieta de adultos e criangas e considerado o mais completo alimento natural. O
Brasil ocupa a sexta posicdo entre os maiores produtores de leite do mundo (PINTO, 2009).
Admite-se que, a despeito do impedimento legal, parte significativa do leite cru chegaria a
consumidores e seria empregado na fabricacdo de produtos lacteos, oferecendo riscos de
transmissé@o de patdgenos e zoonoses. Portanto, existe uma grande possibilidade de que o leite
ndo processado possa veicular agentes infecciosos, inclusive STEC. Além disso, devido a sua
composicdo quimica, o leite € um produto com grande facilidade de contaminacdo por
microrganismos (DOYLE et al., 1997; CHYE et al., 2004). Em estudo sobre leite cru
produzido por pequenos produtores de cinco estados brasileiros, NERO et al. (2004)
encontraram E coli em 36,8% das amostras investigadas. Embora os autores ndo definam a
origem do microrganismo, € razoavel admitir que provenham majoritariamente do intestino
bovino, onde a colonizacdo por STEC é muito frequente. Outros investigadores relatam o
isolamento de STEC do rebanho leiteiro nacional ou mesmo do leite (CERQUEIRA et al.,
1999; MOREIRA et al., 2003; LIRA; MACEDO; MARIN, 2004; IRINO et al., 2005). E
importante considerar o risco de contaminacdo do leite por microrganismos patogénicos
durante a ordenha. Essa contaminacdo € influenciada por fatores como as condicGes
climaticas da regido, a higiene do manipulador, o ambiente, os utensilios e equipamentos
utilizados no processo (GUERREIRO et al., 2005).

O Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira, formulado pelo Ministério da Saude

(BRASIL, 2005), preconiza o consumo de trés porcdes diarias de leite e derivados por dia, por
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serem fontes de proteinas, vitaminas e célcio, sendo este Gltimo nutriente, importante para a
formacdo e manutengdo da massa 0ssea. O consumo global de leite e de outras bebidas
derivadas chegou a um pico de 258 bilhdes de litros em 2008, de acordo com nova pesquisa
da Tetra Pak. Apesar da crise econdmica global, a previsdo é que o consumo mundial de
laticinios continue a crescer a uma taxa anual composta de 2,2% até 2012 (TETRA PAK,
2009).

Produtos lacteos séo alimentos que possuem o leite como a principal matéria prima em
sua composicdo (FURTADO, 1990). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) define queijo da seguinte forma:

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo
parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas
especificas, de bactéria especifica, de acidos organicos, isolados ou combinados,
todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias

alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL, 1996, p. 43).

O queijo Minas frescal é o terceiro queijo mais produzido no Brasil (PFLANZER JR
et al., 2006). E classificado como queijo macio e caracteriza-se pela alta atividade de agua
(0,99), pH em torno de 6,8 e 1 a 6% de Cloreto de Sodio (NaCl) (FREITAS et al., 1993,
WALSTRA et al., 2001, CARVALHO, 2003, TRONCO, 2003). Possui cerca de 43 a 55% de
umidade, devendo ser consumido nos primeiros 15 dias apds sua fabricacdo sendo, portanto,
um produto altamente perecivel (HOFFMAN; SILVA; VINTURIM, 2002; CAMPOS, 2006).
No entanto alguns autores apontam, ainda, uma vida de prateleira acima de 15 dias
(SANGALETTI, 2007). O QMF deverd manter-se a uma temperatura ndo superior a 8°C
(SILVA JUNIOR, 2002). Apesar da legislacio brasileira exigir a utilizacdo de leite
pasteurizado no preparo do QMF, é frequente a comercializagdo de um produto que nao
atenda a essa especificacdo legal (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001). Analises de QMF no
varejo tém revelado importantes problemas de higiene na maioria das amostras analisadas
(ARAUJO et al.,, 2001a,b, ARAUJO et al., 2002; GONZALEZ et al., 2000; BRANT;
FONSECA; SILVA, 2007).

Com o nome de queijo prato se entende 0 queijo maturado que se obtém por
coagulacdo do leite por meio do coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacticas especificas (BRASIL, 1996, p. 43).
Segundo FURTADO, LOURENCO, 1994; VALE et al., 1992, o queijo prato, em média, é
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composto por: umidade (42-44%), gordura (26-29%), sal (1,6-1,9%), proteina (23-25%) e seu
pH encontra-se no intervalo de (5,2 — 5,4). A sua atividade de &gua se situa entre 0,94 a 0,96
(LEWIS, 1993).

O MAPA define leites fermentados como se segue:

“Entende-se por leites fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras
substancias alimenticias, obtidos por coagulacao e diminuigdo do pH do leite, ou leite
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo lactica
mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos” (BRASIL, 2000, p.15).

O iogurte é um tipo de leite fermentado que constitui uma rica fonte de proteinas,
célcio, fosforo, vitaminas e carboidratos. O consumo deste produto esté relacionado & imagem
positiva de alimento saudavel e nutritivo, associado a suas propriedades sensoriais
(TEIXEIRA et al., 2000). Nas ultimas duas décadas houve um crescimento em sua producéo
no Brasil de maneira satisfatoria, registrando atualmente uma producdo média de 400 mil
toneladas por ano, o que representa 76% do total de produtos lacteos (BOLINI, 2004). A sua
caracteristica fisico-quimica inclui lactose (2,2%), proteina (3,5%), gordura (3,0%), cinzas
(0,5%), pH (5,0%) e Aa (0,97%) (TAMINE, ROBSON, 1991).

O soro de queijo é o liquido residual a partir da coagulacdo do leite destinado a
fabricacdo de queijos ou de caseina (BRASIL, 2005a). E considerado um subproduto da
industria de laticinios de grande importancia, tendo em vista o volume produzido e sua
composicao nutricional (SQUILASSI, 2004). Possui excelentes nutrientes como proteinas de
alto valor biologico, vitaminas do grupo B e elevado teor de lactose e sais (NEVES, 1993;
MAWSON, 1994).

A Tabela 1 mostra a composicdo dos principais produtos lacteos.

Tabela 1. Composicéo dos principais produtos lacteos

Alimento pH Aa % lactose | % proteina | % gordura % cinzas
Leite de vaca 6,8° 0,99° 4,9% 3,9° 3,9 0,7

QMF 6,4 >0,98"™ 4,3° 12 a 18 20,5-29,29 3,6-4,3"
Queijo prato  5,2-5,4' 0,94-0,96" 1,8 25,5/ 29! 3,5
logurte 5! 0,97 2,2 3,5 3,0 0,5'
Soro de queijos” 6,5 0,92 5 0,91 0,36 0,52

pH: potencial de hdrogénio; Aa: atividade de 4gua, QMF: queijo minas frescal.

Nota: * TRONCO, 2003; ® WALSTRA et al., 2001; ¢ MODLER, 2000; * CARVALHO, 2003; ©° ANDREATTA,
2006; " MACHADO et al., 2004; MARQUES, OLIVEIRA, 2004; ¢ ROSA, 2004; " ANDREATTA et al., 2009; '
FURTADO, LOURENCO, 1994 ' HOHENDORFF, SANTOS, 2006 ¥ MODLER, 2000; OLIVEIRA, 1986; '
TAMINE, ROBSON, 1991 " LEWIS, 1993,
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O principal meio de transmissdo de STEC no leite é pelas fezes durante a ordenha
(CHIUEH et al., 2002). PADHYE; DOYLE (1991) detectaram E. coli O157:H7 em amostras
de leite cru e queijo. Isolados de STEC também foram encontrados nesses produtos no
Canada, Belgica, Alemanha, Reino Unido e nos Estados Unidos (WHO, 1998).

A E. coli é considerado um dos principais agentes de mastite bovina de origem
ambiental, proveniente das fezes do animal (RADOSTITS et al., 2000). Esta enfermidade é
um fator contribuinte para a queda da producéo e da qualidade de leite e derivados. Em um
estudo, foram isoladas STEC em 12% das amostras de leites de bovinos com mastite (LIRA,
MACEDO; MARINS, 2004). Além disso, a presenca de STEC no ambiente pode gerar uma
elevada contaminacdo de produtos lacteos como queijos frescos produzidos com leite ndo
pasteurizado (GERMANO; GERMANO, 1995; OMBUI et al., 1994).

A contaminagdo por STEC em iogurte foi relatada no Reino Unido envolvendo
dezesseis pessoas, das quais cinco apresentaram SHU (MORGAN et al., 1993). Nesse mesmo
pais, amostras de queijos também foram contaminadas por STEC (CDSC, 1998; REID, 2001).
E importante considerar que GOVARIS et al. (2002), em seu estudo, sugerem que E. coli
0157:H7 pode sobreviver em produtos lacteos, e que medidas de controle na fabricacao
destes produtos séo essenciais para diminuir o risco de contaminacao.

Existe uma falta de padronizacao na producdo de produtos lacteos devido,
principalmente, a deficiéncia em fiscalizacdo nas industrias brasileiras. Portanto, 0s
cuidados higiénicos sanitario devem comecar desde a ordenha até a distribuicao dos
produtos (ROCHA et al.,2006). Dentre eles destacam-se os cuidados com o Ubere, 0s
habitos higiénicos do ordenhador , do ambiente, além de cuidados com o armazenamento

do leite coletado, devendo estar sob refrigeracao no local de ordenha (TRONCO, 2003).

2.8 STEC do sorotipo 0113:H21

Com base na presenca da regido LEE, pode-se determinar dois grupos para as STEC:
cepas LEE-positivas — com destaque para os sorotipos O157:H7 e O111:H8 — e cepas LEE-
negativas, cujo sorotipo mais comumente associado a doenca humana é 0113:H21. Cepas do
sorotipo O113:H21 destacam-se pela ocorréncia em casos esporadicos e em alguns surtos de
diarréia, CH e SHU (PATON; PATON, 1998b; GOLDWATER; GILES; BETTELHEIM,
1998; PATON; PATON, 1999; BRETT et al., 2003). Esse sorotipo foi relatado em surtos
como o ocorrido em Adelaide, no sul da Australia (KARMALI, 1989; PATON; PATON,



33

1998; PATON; PATON, 1999). STEC LEE-negativas ndo produzem a lesdo A/E, sendo
aparentemente menos virulentas; entretanto, diversos casos esporadicos de diarréia, SHU e
CH ja foram descritos (KESKIMAKI et al., 1997; BONNET et al.,1998; PATON; PATON,
1998a; BOERLIN et al., 1999).

Apesar de ndo possuirem o locus LEE, que confere uma aderéncia intima da bactéria,
cepas de STEC O113:H21 sdo capazes de aderir ao epitélio intestinal, mas sem recrutamento
detectavel de elementos do citoesqueleto, observado em cepas LEE-positivas como EPEC e
EHEC 0157 (DYTOC, 1994). Além disso, ja foi observado que STEC O113:H21 ¢ capaz de
invadir células humanas como Caco-2 e HCT-8, sugerindo que cepas LEE-negativas podem
empregar mecanismos de invasdo para colonizar a mucosa intestinal do hospedeiro (LUCK,
2005).

E notada a auséncia de relatos de doencas em humanos no Brasil por STEC
0O113:H21, porém, esse sorotipo é encontrado com grande freqiiéncia em reservatorios
animais no pais (GUIMARAES, 2009), o que foi constatado por alguns estudos
(GONZALEZ, 2003; IRINO 2005; ZANGALI, 2009).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento de cepas de
Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), pertencentes ao sorotipo O113:H21,
isoladas de alimento (carne bovina), fezes humana e bovina, frente aos quatro fatores
intimamente relacionados ao desenvolvimento de microrganismos em alimentos (pH,

temperatura, tempo e Aa) em condigdes que simulam produtos lacteos.

3.2 Objetivos Especificos

v" Avaliar o efeito individual e combinado de quatro fatores (pH, temperatura, tempo e
Aa) sobre o comportamento de STEC O113:H21 em meio preparado com soro de

queijo Minas Frescal (QMF).

v' Comparar o comportamento de STEC 0113:H21 frente aos fatores pH, temperatura,
tempo e Aa em meio preparado com soro de QMF com o comportamento de E. coli da
microbiota intestinal e E. coli DH5a, isentas de fatores de viruléncia, sob as mesmas

condicdes.

v" Confrontar as condigBes estabelecidas neste estudo com as descritas na literatura de
alguns produtos lacteos, a fim de avaliar o potencial desses alimentos como veiculo de
STEC 0113:H21.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas utilizadas

Foram utilizadas as cepas de STEC 0113:H21 potencialmente patogénicas (Tabela 2),
EC 784 isolada de carne bovina, Rio de Janeiro (Cerqueira, 2000), 1108/1 de fezes humana
(Buenos Aires, Argentina), gentilmente cedida pela Dra. Marta Rivas, “Administracion
Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud” e RJ 702/1 isolada de fezes bovina, Rio de
Janeiro (Gonzalez, 2003). A cepa coliforme termotolerante, isolada no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da UFF, a partir de QMF, e a cepa laboratorial
DH5a (BLATTNER et al.,, 1997) foram incluidas na pesquisa com a finalidade de se

comparar 0 comportamento destas cepas ndo patogénicas com as anteriormente citadas.
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Tabela 2. Caracteristicas fenotipicas e genotipicas das cepas estudadas (EC 784,1108/1 e RJ 702/1)

cepa origem genes cromossomicos genes plasmidiais fenotipo
PCR PCR Aderéncia
stx1 stx2 iha EHEC- espP saa Caco-2 EHEC- Stx FS BG
hlyA HEp-2 Hly
EC 784 alimento - stx2/stx2c - + + + - AP + + + +
1108/1 humana - stx2 - + + + - AP + + + +
RJ 702/1 bovina + - + + + + - AP + + + +

genes cromossdmicos: stx1, stx2, toxinas Shiga; iha, adeséo

genes plasmidiais: EHEC-hlyA, enterohemolisina; espP, serina protease extracelular; saa, adeséo

fendtipos: HEp-2, linhagem de células tumorais derivadas de carcinoma laringeo humano; Caco-2, linhagem de células de adenocarcinoma
humano; AP, aderéncia periférica; EHEC-HIly , producdo de enterohemolisina em agar-sangue lavado de carneiro; Stx, efeito citotoxico em
células Vero (rim de macaco verde africano); FS, fermentacdo do sorbitol; BG, producéo de -D-glucuronidase
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4.2 Procedimentos

4.2.1. Avaliagdo das variaveis pH, tempo, temperatura e Aa sobre o comportamento de
E. coli em soro de QMF

Meio a base de soro de QMF

Utilizou-se como meio soro de QMF preparado no Laboratério de Bromatologia da
UFF, ja que sua composicao se assemelha ao do leite e de produtos lacteos, como queijos e
iogurtes (OLIVEIRA, 1986; MODLER, 2000; WALSTRA et al., 2001; CARVALHO, 2003;
SILVEIRA; ABREU, 2003; TRONCO, 2003; MACHADO et al., 2004; MARQUES;
OLIVEIRA, 2004; ROSA, 2004; ANDREATTA, 2006; HOHENDORFF; SANTQOS, 2006;
MODLER, 2000; NDC, 2008; ANDREATTA et al., 2009).

Todo o leite pasteurizado padronizado utilizado como matéria-prima foi submetido a
pesquisa de residuos de beta lactamicos (Kit Charm MRLBL; Charm Science, Lawrence,
MA, EUA), além de cloro e hipocloritos segundo metodologia aplicada por TRONCO
(2002), a fim de descartar a matéria-prima com potencial efeito de inibicdo do crescimento
microbiano. Os resultados foram negativos para todos o0s testes.

A metodologia utilizada para elaboracdo do QMF com posterior dessoragem foi
realizada de acordo com FURTADO, 1990 (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma da producdo de QMF e dessoragem

Leite Pasteurizado Adicéo de CaCl, ;
; ) - Ajuste da
Padronizado (0,45g) dissolvido temperétura (36 °C)
(3L) em H,O destilada
Adicio d lant —— Corte
) d1¢ao de coagulante | mmmhp | Homogeneizagio e =) +
microbiano M. michei repouso por 50 Agitago
(0.29) minutos
v - Dessoragem
Aquecimento omogeneizagéo +
=) | (45 °C /10 minutos) == | nor 10 minutos - Viragem

Fonte: FURTADO, 1990.
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O soro de QMF foi clarificado em papel de filtro e algod&o, centrifugado a
17203 g/10 minutos em centrifuga Eppendorf ©® modelo n° 5403, diluido (2% de lactose) e
filtrado em membrana com poros de 0,22 pm (Millipore®). O pH foi ajustado com solucéo 1
mol/L de HCI ou NaOH e conferido pelo peagbmetro de marca Handylabl® (Schott). A Aa
do meio foi ajustada pela adicdo de NaCl, até atingir o valor desejado, sendo tais valores
aferidos pelo aparelho Pawkit® (Decagon, Pullman, WA, USA). Os valores de pH e Aa

estdo inseridos na Tabela 3.

4.2.2 Padronizacdo do inéculo

O inbculo bacteriano foi efetuado a partir de uma cultura estoque, mantida a -20°C,
em meio TSB (Trypticase Soy Broth; Himedia) adicionado de glicerol a 20%, do qual foi
retirado aproximadamente 10 ul com uma algca bacterioldgica, transferida para um tubo
contendo 5 mL de meio TSB e incubado por 20 h em estufa a 35°C. Uma aliquota de 200 pL
da cultura em meio TSB foi transferida para um tubo contendo 3 mL de salina tampao
fosfato 0,01M segundo Dulbeco (PBS-D - NaCl 8,0g, KCI 0,2g, Na,HPO, 0,2g, H,O
g.s.p. 1000mL, pH 7,2). A densidade optica (D.O.) foi medida em comprimento de onda de
600 nm com o uso do espectrofotometro SPEC 20 MV®. A D.O. foi ajustada para 0,10
utilizando PBS-D ou cultivo em TSB. Este ajuste nos forneceu um cultivo bacteriano de
aproximadamente 10’ célulassmL de PBS-D segundo curva de calibracdo obtida
anteriormente. Uma aliquota de 300 pL deste indculo padronizado foi inoculada em 10 mL de
meio a base de soro de QMF nas condigdes proprias para cada teste. Essa dilui¢cdo padronizou
0 nimero de células inoculadas em meio a base de soro de QMF em 3 X 10° células/mL, o
que possibilitou comparar as diferentes caracteristicas de comportamento bacteriano nas

diferentes condicGes as quais 0 meio foi submetido (Figura 2).



Culturaem
estoque

. 5mL
TSB glicerol
{200/6} TSE
-20°C
Incubacdo

Obedecendo as condigdes
pré-estabelecidas
(tempo e temperatura)
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A Cultivo de 10’
Incubada UFC/3mL de
por 20h em salina
estufa a
35°C
—-
200 pL 3mL Bara um
PES-D inoculo
de 3 X 10°
' UFC/mL
300 pL
10 mL

Meio 3 base de soro
de queijo

Figura 2. Etapas de padronizacéo do inéculo e indculo em meio de QMF

Fonte: ALMEIDA, M.V.M. Comportamento de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) do sorotipo
0157:H7 frente a pH, atividade de &gua, tempo e temperatura. Monografia de conclusdo de curso — IMPPG.

Universidade Federal do Rio de Janeiro. 2008.
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4.2.3 Desenho experimental

Foram incluidas no desenho experimental as variaveis independentes (k fatores), pH,
temperatura, tempo e atividade de agua (Aa), em trés diferentes niveis. Os niveis de cada
variavel estdo descritos na Tabela 3 e foram escolhidos a fim de simular as diferentes
caracteristicas intrinsecas dos produtos lacteos, assim como suas condicBes de
armazenamentos em temperaturas de 8°C, condicdo minima de conservacao e comercializacéo
(SILVA JUNIOR, 2002), 26°C que é considerada temperatura ambiente, e 35°C, temperatura
usual na estacdo do verdo no qual muitos produtos sdo expostos, insatisfatoriamente, para
comercializacdo; nos tempos de 0, representando o indculo de contaminacdo inicial, 7 e 15
dias, simulando a faixa do prazo de validade destes produtos (HOFFMAN; SILVA;
VINTURIM, 2002; COELHO et al., 2009) (Tabela 3).

Tabela 3. Modelo para a construgdo da matriz de experimentos fatorial fracional (3*%)
utilizado para avaliar o comportamento das cepas bacterianas em estudo sob o efeito de

quarto fatores em trés diferentes niveis.

Niveis
Fatores — T —
minimo médio maximo
pH 5,0 6,0 7,0
Aa 0,92 0,94 0,96
Tempo 0 7 15
Temperatura 8 26 35

Nota. pH: potencial de hidrogénio livre; Aa: atividade de agua, t: tempo em dias
T: temperatura em graus Celsius;

A determinacdo das condicdes testadas para avaliar o efeito das quatro variaveis
sobre a resposta (contagem de UFC) foi realizada por um planejamento experimental
fatorial fracional (3“'), utilizando-se trés niveis de cada uma das quatro variaveis
independentes (3*'). Este planejamento permite um nGmero bem menor de ensaios
laboratoriais, correspondente a fracdo do numero de ensaios do planejamento fatorial
completo (3*) (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007). O planejamento foi gerado pelo
software Statistica 7 (StatSoft, OK, USA). O desenho experimental determinou um

namero de 27 testes diferentes, com duas repeti¢Ges auténticas do experimento, somando
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81 corridas. As repeticdes sdo efetuadas, a fim de melhorar a precisdo do experimento. A

Tabela 4 descreve as condic¢des dos testes realizados.

Tabela 4. Desenho experimental fatorial fracional (3*') utilizado para avaliar o
comportamento das cepas bacterianas em estudo sob o efeito de quatro fatores em trés

diferentes niveis.

N2doteste  pH T(C) t(dias) Aa

1 5,0 8 0 0,92
2 50 8 7 0,96
3 50 8 15 0,94
4 5,0 26 0 0,96
5 50 26 7 0,94
6 5,0 26 15 0,92
7 5,0 35 0 0,94
8 50 35 7 0,92
9 50 35 15 0,96
10 5,0 8 0 0,96
11 6,0 8 7 0,94
12 6,0 8 15 0,92
13 6,0 26 0 0,94
14 6,0 26 7 0,92
15 6,0 26 15 0,96
16 6,0 35 0 0,92
17 6,0 35 7 0,96
18 6,0 35 15 0,94
19 7,0 8 0 0,94
20 7,0 8 7 0,92
21 7,0 8 15 0,96
22 7,0 26 0 0,92
23 7,0 26 7 0,96
24 7,0 26 15 0,94
25 7,0 35 0 0,96
26 7,0 35 7 0,94
27 7,0 35 15 0,92

Nota. pH: potencial de hidrogénio livre; T: temperatura em graus
Celsius; t: tempo em dias; Aa: atividade de agua.
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O tratamento estatistico adequado permitiu investigar os efeitos isolados e combinados
das variaveis em estudo, a partir de modelos de regresséo linear multiplos, efetuados pelo
programa Statistica 7.

4.2.4 Contagem de células viaveis

Nos tempos estipulados para as analises, foram realizadas as contagens de células
viaveis para a avaliacdo do comportamento da cepa em funcdo do indculo inicial. Na primeira
coluna de uma microplaca de 96 orificios, foram acrescentados 200 ul de meio de QMF
previamente inoculado (diluicdo 10°%), um poco para cada amostra. Foram transferidos 20 pl
do primeiro pogo para 0s pogos seguintes que continham 200 pl de PBS-D cada,
homogeneizado e repetido o processo até o Ultimo poco, a fim de se realizar as dilui¢fes
subsequientes (até 10”°). Uma aliquota de 100 pl do material ndo diluido (10°) foi semeada em
uma placa de TSA (Trypticase Soy Agar; Biomerieux) e 10 ul das demais diluigdes foram
semeadas em spot em outra placa de TSA, sendo todas as diluicbes semeadas em duplicata e
incubadas a 35 * 1°C por 18 h. Apds incubacio, foi realizada a contagem de células viaveis,

expressas em UFC/mL (Figura 3).

Figura 3. Figura esquematica das diluicdes e inoculacdes para a contagem de células viaveis

i 100 pL

Sore do queijo

10 pL de
cada diluigdo
100 pL i
> TSA 10° 104

10 102 02 104 107 107
— 109 109 104104 409 102 402407

104 10 # 101 g -

TSA TSA

Incubacao
a 35°C por 18 horas

Fonte: ALMEIDA, M.V.M. Comportamento de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) do sorotipo
0157:H7 frente a pH, atividade de agua, tempo e temperatura. Monografia de conclusdo de curso — IMPPG.

Universidade Federal do Rio de Janeiro. 2008.
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4.3. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pelo planejamento experimental “central composite
design” (Statistica 7). Em estatistica, “central composite design” ¢ um modelo experimental,
utiizado na metodologia da superficie de resposta. A superficie de resposta € uma técnica de
otimizacdo baseada em planejamentos experimentais, utilizada na modelagem de diversos
processos (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).

A partir de um modelo de regressdo linear maltiplo foram gerados gréficos de
superficies de resposta. O modelo de regressao multiplo é o método estatistico que utiliza a
relacdo entre duas ou mais variaveis de modo que uma variavel pode ser estimada (ou predita)
a partir da outra ou das outras variaveis (CHATTERJEE; BERTRAM, 1991).

Com o objetivo de visualizar os efeitos de cada variavel independente sobre a resposta,
o “central composite design” ¢é capaz de construir, a partir dos resultados obtidos (contagem
de UFC), um gréafico de Pareto que identifica os efeitos significativos. Este Grafico é cortado
por uma linha tracejada vermelha, que indica o limite minimo de significancia das variaveis
(p=0,05). As variaveis independentes, assim como suas interacdes, que apresentaram efeito
significativo sobre a resposta foram utilizadas na construcdo de uma equacgéo gerada a partir
do modelo de regressdo linear mdaltiplo. A partir desta equacdo pode-se predizer o
comportamento das cepas bacterianas estudadas, dentro dos intervalos das condicdes
avaliadas, no meio de soro de QMF. As superficies de resposta geradas ilustram a equacao
obtida.

As variaveis independentes usadas no modelo estdo relacionadas com a variabilidade
total da variavel resposta (variavel dependente). Nos modelos de regressdo linear multiplos a
estatistica usada para quantificar a capacidade explicativa do modelo é o R?, designado por
coeficiente de determinacdo. Esse calculo estatistico constitui a propor¢do da variacao
explicada (variavel independente) face a variacdo total da variavel dependente. O coeficiente
de determinacdo varia de 0 a 1. Assim, R? igual a 0,75 significa que 75% de variancia é
explicada pelo modelo. Alguns autores recomendam o uso do coeficiente de determinacéo
"ajustado”, que leva em conta o nimero de variaveis explicatérias em relacdo ao nimero de
observacdes. Neste estudo os modelos de regressdo que apresentaram R? ajustado entre 0,7 a
1 foram avaliados, segundo as recomendac6es de SHEEN; HWANG (2009).



5 RESULTADOS

Os resultados obtidos, a partir da contagem do nimero de células viaveis das cepas
bacterianas em estudo, foram analisados pelo modelo experimental “central composite
design”, o qual foi capaz de construir as equagdes que modelam o comportamento bacteriano

a partir de um modelo de regressao linear multiplo.

5.1 Cepa EC 784 (carne bovina)

Ao analisar o resultado obtido a partir dos ensaios experimentais com a cepa EC 784,
pOde-se observar que nenhum teste resultou no aumento da populacdo bacteriana em relacédo
ao indculo inicial (3 x 10° células/mL de meio de soro de QMF). A condicdo mais favoravel
foi apresentada no teste 24 (pH 7, Aa 0,94 a 26°C por 15 dias). Na condicéo de pH 5, Aa de

0,96 a 35°C por 15 dias (teste 9) ndo foi possivel recuperar nenhuma célula viavel (Tabela 5).
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Tabela 5. Contagem de células vidveis (UFC/mL) de STEC EC 784 a partir dos 27

experimentos em meio de soro de QMF de acordo com a Tabela 4.

Células viaveis UFC/mL?

Teste A BP cP

1 3X 10 3X10° 3X10°
2 89x10° 85x10° 94x10°
3 85x10° 90x10° 6,0x10°
4 3X10° 3X10° 3X10°
5 45x10° 18x10° 4,0x10°
6 1,9x10*> 1,7x10° 1,9x10?
7 3X10° 3X10° 3X10°
8 1 4 3

9 0 0 0

10 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
11 29x10° 36x10° 1,1x10°
12 80x10° 85x10®> 7,8x10°
13 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
14 26x10° 12x10° 8,7x10°
15 1,0x10> 1,0x10° 1,0x 10
16 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
17 1,7x10°  75x10° 5,0x 10
18 1,0x10*> 46x10° 1,8x10?
19 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
20 47x10° 50x10° 45x10°
21 16x10° 22x10° 28x10°
22 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
23 9,3x10° 10x10®° 1,0x10°
24 9,0x10* 90x10* 9,0x10*
25 3X 10° 3 X 10° 3 X 10°
26 1,0x10° 1,0x10® 10x10°
27 89x10° 89x10° 7,8x10°

a: UFC: unidade formadora de colénia por ml de soro de
QMF. b: Repeticdes. c:Inéculo inicial

Todas as variaveis apresentaram efeito, individual ou combinado, significativo sobre o

comportamento da cepa EC 784 (variavel dependente), sendo o efeito linear (L) da variavel

tempo o mais relevante. Esta variavel apresentou efeito individual negativo (-1087), ou seja,

com o aumento do tempo, ocorreu a diminuicdo da populacdo de STEC EC 784 (Figura 4, 7,

8e9).
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JLegenda

(1) pH

(2) Atividade de agua
(3) Temperatura

(4) Tempo

(L) Efeito Linear

(Q) Efeito Quadratico

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 4. Gréafico de Pareto representando os efeitos individuais e combinados dos quatro

fatores estudados (pH, Aa, tempo e temperatura) sobre o comportamento da cepa EC 784.

As outras variaveis independentes ou combinadas, apesar de apresentarem baixo efeito
significativo, também foram utilizadas para a confeccdo da equacdo que modela o
comportamento bacteriano (Figura 5), com valor de R? ajustado igual a 0,99, isto é, o
modelo de regressdo escolhido apresenta 99% de adequacdo. O grafico das respostas
previstas contra as respostas observadas confirma visualmente a qualidade do modelo
(Figura 6).

EC 784 = 2107 + (8481 . pH) + (16345 . pH?) — (2364 . Aa) — (22272 . Aad) + (612 . T) —
(22498 . T?) — (285715 . t) + (325745 . t?) — (2926 . pH . Aa) + (7890 . pH . T) + (16752 . pH .
t) + (3200 . Aa. T) + (3066 . Aa.t) — (947 . T .1)

Figura 5. Equacdo que modela o comportamento da cepa STEC EC 784, gerada a partir do

modelo de regressao linear multiplo estabelecido.
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Figura 6. Gréfico de residuo que ilustra a relacdo dos valores observados e previstos para a

cepa EC 784.

Os graficos de superficie gerados a partir da analise de todos os efeitos significativos
sobre a resposta ilustram o comportamento da cepa EC 784, onde pOde ser observada a
reducdo bacteriana com o aumento do tempo. Sob as condi¢bes de pH 7 e temperatura de
26°C, o efeito da variavel Aa sobre o comportamento de EC 784, apresentou-se semelhante
nos diferentes niveis (Figura 7). O mesmo pbde ser observado variando-se a temperatura

(Figura 8) e variando-se o pH (Figura 9) em condicGes de Aa de 0,94.
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Figura 7. Superficie de resposta que representa o efeito da interacdo entre as variaveis Aa e

tempo, nas condicdes de pH 7 e temperatura de 26°C sobre comportamento da cepa EC 784.
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Figura 8. Superficie de resposta que representa o efeito da interacdo entre as variaveis

temperatura e tempo, nas condicdes de pH 7 e Aa de 0,94 sobre comportamento da cepa EC
784.
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Figura 9. Superficie de resposta que representa o efeito da interacdo entre as variaveis pH e

tempo, nas condicdes de Aa 0,94 e temperatura de 26°C sobre comportamento da cepa EC 784.

5.2 Cepa 1108/1 (humana)

Nenhuma condicdo favoreceu o aumento da populacdo bacteriana em relacdo ao
inoculo inicial. A melhor condicéo foi observada no teste 21 (pH 7, Aa de 0,96 a 8°C por 15

dias). Na condicdo de pH 7, Aa de 0,92 a 35°C por 15 dias (teste 27) ndo foi possivel
recuperar nenhuma célula viavel (Tabela 6).
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Tabela 6. Contagem de células viaveis (UFC/mL) de STEC 1108/1 a partir dos 27
experimentos em soro de QMF de acordo com a Tabela 4.

Células viaveis UFC/mL?

Teste A B C
1 3X10® 3X10° 3X10°
2 6,1x10° 7,3x10° 6,2x10°
3 1,2x10* 14x10* 1,3x10*
4 3X10° 3X10° 3X10°
5 1,0x10° 16x10° 2,5x10°
6
7
8
9

3,0X10t 25x10t 2,5 X10*
3X10° 3X10° 3X10°
1,3x10° 25x10° 1,0 x10?
1,8X10' 2,0 X10* 3,4 X10'
10 3X10° 3X10° 3X10°
11 59x10° 5,7x10° 3,9 x10°
12 45x10°  6,4x10° 6,7 x10°
13 3X10° 3X10° 3X10°
14 2,7X10° 28X10° 2,6X10°

15 0 0 5,8
16 3X10° 3X10° 3X10°
17 9.4 6,8 7

18 2,2Xx10*  15x10*  2,0x10°
19 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
20 56X10°  4,6X10°  4,5X10°
21 1,5X10°  1,0X10°  1,0X10°
22 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
23 3,2x10*  2,3x10*  2,6X10°
24 6,5X 10> 6,5X10>  7,5X10?
25 3X 10° 3 X 10° 3 X 10°
26 1,5X10* 1,6 X10'  1,5X10'
27 0 0 0

a: UFC: unidade formadora de colbnia por mL de
soro de QMF. b: Iné6culo inicial

Todas as variaveis, individuais e combinadas, apresentaram efeito significativo sobre
a resposta, sendo o efeito linear (L) da variavel tempo o mais relevante. Esse efeito foi
negativo (-189,185), explicando, desta forma, a diminuicdo da populacdo da cepa humana
1108/1 com o aumento do tempo. As outras varidveis independentes ou combinadas
apresentaram baixo efeito significativo (Figura 10), mesmo assim estdo qualificadas para
compor a equacéo (Figura 11). O R? foi igual a 0,99, ou seja, o conjunto de fatores explica

99% da variabilidade, podendo ser observado visualmente pelo grafico da Figura 12.
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: Legenda

(1) pH

(2) Aa

(3) Temperatura

(4) Tempo

(L) Efeito Linear
(Q) Efeito Quadratico

Figura 10. Grafico de Pareto para os efeitos de quatro fatores (temperatura, tempo, pH e Aa)

sobre a cepa 1108/1.

1108/1 = -13865 + (16715 . pH) + (8664 . pH?) + (19712 . Aa) + (11401 . Aa?) — (17185. T)
+ (9383 . T?) — (282096 . t) + (328952 . t2) + (19730 . pH . t) — (15560 . pH X T) + (14372 .
pH . 1) — (19898 . Aa. T) + (14042 . Aa . t) - (16484 . T X t)

Figura 11. Equacéo gerada a partir do modelo de regressao para a cepa 1108/1.
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Figura 12. Grafico de residuo que ilustra a relacdo dos valores observados e previstos para a
cepa 1108/1.

A representacdo grafica do modelo ilustra a diminuicdo da populacéo bacteriana com o
aumento do tempo em diferentes valores de Aa em condi¢des de pH 7,0 e temperatura de 8°C.
Nestas condi¢cdes observou-se um ligeiro aumento da populacdo em valores de Aa mais
elevados (Figura 13). Resultados parecidos sdo observados quando varia 0 pH em condi¢cdes
de Aa de 0,96 (Figura 14). Quando se varia a temperatura em condicdes de Aa de 0,96,
observa-se um ligeiro aumento da populacdo conforme a diminuicdo da temperatura (Figura
15).
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Figura 13. Superficie de resposta que representa o efeito da interacéo entre as variaveis Aa e

tempo, nas condi¢des de pH 7 e temperatura de 8°C sobre comportamento da cepa 1108/1.
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Figura 14. Superficie de resposta que representa o efeito da interacéo entre as varidveis pH e

tempo, nas condicdes de Aa 0,96 e temperatura de 8°C sobre comportamento da cepa 1108/1

Em condicdo de pH 7 e Aa 0,96 observou-se a reducao da populacéo bacteriana com o
aumento do tempo, em diferentes niveis de temperatura (Figura 15).
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Figura 15. Superficie de resposta que representa o efeito da interacdo entre as variaveis

temperatura e tempo, nas condi¢fes de Aa 0,96 e pH 7 sobre comportamento da cepa 1108/1.

5.3 Cepa 702/1 (bovina)

As condicdes apresentadas nos testes 5 (pH 5, Aa 0,94, 26°C por 7 dias) e 26 (pH
7, Aa 0,94, 35°C por 7 dias) permitiram o aumento da populacdo bacteriana acima do
inoculo inicial, sendo este ultimo teste a melhor condicdo para esta cepa. O teste 9 (pH 5,

Aa 0,96, 35°C por 15 dias) ofereceu as piores condi¢des para a cepa bovina 702/1 (Tabela 7).
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Tabela 7. Contagem de células viaveis (UFC/mL) de RJ 702/1 a partir dos 27
experimentos em soro de QMF de acordo com a Tabela 4.

Células viaveis UFC/mL?

Teste A B C
1 3X10® 3X10° 3X10°
2 37X10° 40X10° 4,0X10°
3 32X10° 49X10° 3,5X10°
4 3X10° 3X10° 3X10°
5 1,1 X10° 1,1Xx10° 12Xx10°
6 25X10° 25X10° 3,8X 10
7 3X10° 3X10° 3X10°
8 33 X10° 29X 10> 1,7X10°
9 14 10 12
10 3X10° 3X10° 3X10°
11 73 X10® 80X10° 5,0X10°
12 6,0X10° 65X10° 1,3X10°
13 3X10° 3X10° 3X10°
14 21X10° 2,7X10° 1,2X10°
15 2,6 X10° 25X10° 5,0X 10
16 3X10° 3X10° 3X10°
17 1,1 X10° 15Xx10° 21Xx10°
18 5 2,6 X 10° 50
19 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
20 15X 10> 1,0X10*> 15X 10°
21 36X10° 20X10° 3,3X10°
22 3 X 10° 3 X 10° 3 X 10°
23 1,2X10* 11x10* 1,1Xx10
24 75X10* 96Xx10* 7,6X10°
25 3X 10° 3 X 10° 3 X 10°
26 48X 10° 6,6 X10° 55X10°
27 3 40 45

a: UFC: unidade formadora de colénia por ml de soro

de QMF. b: In6culo inicial

Com excecdo da interacdo entre pH e tempo, as variaveis, individuais e combinadas,

apresentaram efeito significativo sobre a resposta,. A variavel que apresentou maior efeito

significativo foi o tempo (Q) de modo que com o seu aumento, houve diminuicdo da

populacdo bacteriana (-19,87). A interacdo entre as variaveis pH e temperatura apresentaram

efeito significativo relevante (Figura 16).

O R? do modelo foi de 0,3, mostrando uma baixa adequacdo deste desenho

experimental a cepa bovina. A Figura 17, que apresenta o grafico das respostas previstas

contra as respostas observadas, ilustra a inadequacdo do modelo, com isso, 0 modelo néo sera

considerado para analise.
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Legenda

(1) pH

(2) Aa

(3) Temperatura

(4) Tempo

(L) Efeito Linear
(Q) Efeito Quadratico

Figura 16. Gréafico de Pareto para os efeitos de quatro fatores (temperatura, tempo, pH e Aa)

sobre a cepa RJ 702/1.

3E6

2,5E6

2E6

1,5E6

1E6

5E5

VALORES PREVISTOS

-5E5

-1E6

-1,5E6

-1E6 0 1E6 2E6 3E6 4E6 5E6 6E6

VALORES OBSERVADOS

7E6

8E6

Figura 17. Gréafico de residuo da relacdo dos valores observados e previstos para a cepa RJ

702/1.
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5.4 Cepa de coliforme termotolerante

O estudo da cepa de coliforme termotolerante foi realizado a fim de se comparar o
comportamento de uma cepa de E. coli ndo patogénica, isolada de queijo minas frescal,
isenta de fatores de viruléncia com as cepas STEC O113:H21 potencialmente patogénicas,
objeto de estudo. Apenas no teste 17 (pH 6, Aa 0,96, 35°C e 7 dias) observou-se um
pequeno aumento do numero de células em relagdo ao inoculo inicial. A pior condicao foi
apresentada no teste 27 (pH 7, Aa 0,92, 35°C e 15 dias) onde nédo foi possivel recuperar
nenhuma célula viavel (Tabela 8).
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Tabela 8. Contagem de células viaveis (UFC/mL) de coliforme termotolerante a partir dos
81 experimentos em soro de QMF de acordo com a Tabela 4.

Células viaveis UFC/mL?

Teste A B C

1 3X10® 3X10° 3X10°

2 1,0X10° 3,3X10° 1,6X10°
3 8,1X10® 7,0X10® 51X10°
4 3X10° 3X10° 3X10°

5 2,7X10* 2,7x10* 3,0X 10
6 1,0X10° 2,1Xx10* 1,0X10°
7 3X10° 3X10° 3X10°

8 22X 10° 22X10° 3,3X10°
9 1 10 2

10 3X10° 3X10° 3X10°

11 15X 10" 1,8x10* 1,3Xx10%
12 15X 10" 2,1Xx10* 16X10°
13 3X10° 3X10° 3X10°

14 15X 10° 1,0X10° 1,3X10°
15 1,0X10° 2,0X10° 22X10°
16 3X10° 3X10° 3X10°

17 38X 10° 49X10° 3,9X10°
18 3 3 1

19 3X10° 3X10° 3X10°

20 1,5 X 10* 3,0Xx10* 15X 10°
21 1,8 X 10* 25X 10* 25X 10°
22 3X10° 3X10° 3X10°

23 33x10* 16Xx10* 2.2X10*
24 34X10° 39X10° 3,3X10°
25 3X10° 3X10° 3X10°

26 5 16 8

27 0 0 0

a: UFC: unidade formadora de col6nia por ml de soro

de QMF. b: Inéculo inicial

Com excecdo do efeito linear do pH, todas as outras variaveis individuais

apresentaram efeito significativo sobre o comportamento bacteriano. Novamente a variavel

tempo apresentou o efeito mais relevante (-42,0062), sendo este efeito negativo (Figura 18).

Apenas as variaveis individuais e combinadas de efeito significativo entraram na confeccéo

da equacdo, onde R? foi igual a 0,77 (Figura 19). A Figura 20 ilustra a relacdo entre os

valores observados e previstos. Apesar do R? estar dentro dos valores previamente

selecionados para avaliagéo da adequagéo do modelo (SHEEN; HWANG, 2009), observa-

se varios pontos fora do eixo.



-42,0062

2Lby3L

Aa(@Q

(3)temperatura(L

;756962

temperatura(Q , 244548

1Lby4l ,072137
2Lby4L
1Lby3L
1Lby2L
(1)pH(L

3Lby4L

Efeito estimado (valor absoluto)

61

Legenda
(1) pH
(2) Temperatura
(3) Tempo
(4) Atividade de agua
(L) Efeito Linear
(Q) Efeito Quadratico

Figura 18. Gréafico de Pareto para os efeitos de quatro fatores (temperatura, tempo, pH e Aa)

sobre a cepa de coliforme termotolerante.

Coliforme termotolerante = 58618 - (147668 . pH?) + (61149 . Aa) + (78134 . Aa®) + (24342.
T) + (28515 . T?) — (276930 . t) + (244712 . t%) + (16457 . pH X t) + (68170 . Aa . T)

Figura 19. Equacdo gerada a partir do modelo de regressdo para a cepa de coliforme

termotolerante.
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Figura 20. Grafico de residuo da relacdo dos valores observados e previstos para a cepa de

coliforme termotolerante.

A Figura 21 ilustra 0 modelo gerado, onde se observa a diminui¢cdo da populacéo
bacteriana com o aumento do tempo em fungdo do pH nas condi¢cdes de Aa 0,96 a 35°C.

Nota-se um pequeno aumento da populacéo bacteriana em valor de pH em torno de 6,0.
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Figura 21. Superficie de resposta que representa o efeito da interacdo entre as variaveis pH e

tempo, nas condicdes de Aa 0,96 e 35°C sobre comportamento da cepa de coliforme
termotolerante

Em condicdo de pH 6,0 observou-se a diminui¢do da contagem bacteriana, contudo a
35°C, em Aa de 0,96 o efeito da temperatura foi maior (Figura 22) e sob esta mesma

temperatura, observou-se a maior contagem bacteriana em Aa de 0,96 (Figura 23).
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Figura 22. Superficie de resposta que representa o efeito da interacdo entre as variaveis

temperatura e tempo, nas condi¢cdes de Aa 0,96 e pH 6 sobre comportamento da cepa de
coliforme termotolerante.
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Figura 23. Superficie de resposta que representa o efeito da interacéo entre as variaveis Aa e

tempo, nas condicdes de pH 6 a temperatura de 35°C sobre comportamento da cepa de
coliforme termotolerante.

5.5 Cepa DH5a

A cepa laboratorial DH50 (BLATTNER et al., 1997) foi incluida no estudo com a

finalidade de comparar-se as cepas STEC 0113:21 potencialmente patogénica com uma
cepa livre de fatores de viruléncia.

Observou-se que em nenhuma das condi¢es avaliadas houve aumento do nimero
de células em relacdo ao inéculo inicial. As condi¢cbes apresentadas no teste 5 (pH 5; Aa
0,94; 26°C por 7 dias) foram as que resultaram em maior aumento populacional. As piores

condicdes foram observadas nos testes: 8 (pH 5, Aa 0,92, 35°C por 7 dias) e 18 (pH6, Aa
0,94, 35°C por 15 dias (Tabela 9).
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Tabela 9. Contagem de células viaveis (UFC/mL) de DH5¢, a partir dos 27 experimentos

em soro de QMF de acordo com a Tabela 4.

Células viaveis UFC/mL?

Teste A B C
1 3X10® 3X10° 3X10°
2 53x10' 53x10' 54x10
3 28x10° 2,7x10° 1,8x10°
4 3X10° 3X10° 3X10°
5 41x10* 53x10* 4,3x10*
6 1 x 10* 1 x 10* 0
7 3X10° 3X10° 3X10°
8 0 0 0
9 25x10" 20x10' 20x10t
10 3X10° 3X10° 3X10°
11 1,4x 10" 1,4x10" 2,2x10!
12 5,0 0 0
13 3X10° 3X10° 3X10°
14 2,1x10° 24x10° 3,9x10°
15 94x10° 50x10° 5,0x10°
16 3X10° 3X10° 3X10°
17 2,4x 10"  2,4x10* 2
18 0 0 0
19 3X10° 3X10° 3X10°
20 25x10*> 6,0x10*> 2,2x10°
21 22x10° 22x10° 1,9x10°
22 3X10° 3X10° 3X10°
23 1,0x10* 1,0x10* 2,1x10*
24 7 2,0 x 10* 3
25 3X10° 3X10° 3X10°
26 1 1 0
27 0 1 4

a: UFC: unidade formadora de col6nia por ml de soro

de QMF. b: Inéculo inicial

A variavel tempo (L) apresentou maior efeito significativo sobre a resposta (-584,19),

sendo observado a diminuicdo da populacdo com o aumento dessa variavel. As outra variaveis

independentes ou combinadas apresentaram baixo efeito significativo, sendo que a variavel

individual temperatura (L), bem com sua interacdo com o pH ndo apresentaram efeito

significativo sobre a resposta (Figura 24). As variaveis que apresentaram efeito significativo

foram utilizadas para a confecgdo da equacdo representada na Figura 25, com R? igual a
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0,99. A relacdo dos resultados observados e previstos ilustra a adequacdo do modelo

(Figura 26).

@aa() f

3Lby 4
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(2)TEMPERAT(L) }

-584,19

Efeito estimado (valor absoluto)

Legenda
(1) pH
(2) Temperatura
(3) Tempo
(4) Atividade de agua
(L) Efeito Linear
(Q) Efeito Quadratico

Figura 24. Grafico de Pareto para os efeitos dos quatro fatores estudados (pH, temperatura,

tempo e Aa) sobre a cepa DH5a.

DH5¢. = 2151 — (3692 . pH) + (7622 . pH?) — (16776 . T?) — (298426 . t) + (308255 . t?) +
(1614 . Aa) — (8309 . Aa%) + (1301 . pH . t) + (1736 . pH . Aa) + (1676 . T . Aa) + (2017 .

t. Aa)

Figura 25. Equacéo gerada a partir do modelo de regressdo para a cepa DH5¢.
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Figura 26. Grafico de residuo que ilustra a relacdo dos valores observados e previstos para a

cepa DH5a..

O gréafico que ilustra o modelo gerado, demonstra a diminuicdo da contagem
bacteriana com o0 aumento do tempo em diferentes valores de temperatura sob as condigdes de
Aa 0,94 e pH 5,0 (Figura 27), assim como em diferentes valores de Aa em condi¢6es de pH
5,0 a 26°C (Figura 28).
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Figura 27. Superficie de resposta que representa o efeito da interacdo entre as variaveis

temperatura e tempo, nas condi¢fes de Aa 0,94 e pH 5 sobre comportamento da cepa DH5a.
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Figura 28. Superficie de resposta que representa o efeito da interacéo entre as variaveis Aa e

tempo, nas condi¢des de pH 5 a temperatura de 26°C sobre comportamento da cepa DH5a

A Figura 29 ilustra a interacdo entre as variaveis pH e tempo nas condi¢bes de Aa
0,94 a temperatura de 26°C. Nota-se que a variavel tempo também, como nos outros graficos,

exerceu efeito negativo sobre a populagédo bacteriana, em relacdo ao pH, quanto mais elevado
maior contagens de UFC.
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Figura 29. Superficie de resposta que representa o efeito da interagdo entre as variaveis pH e
tempo, nas condicdes de Aa 0,94 a 26°C sobre comportamento da cepa DH5a

5.6 Comparacao entre as cepas estudadas

A cepa RJ 702/1 ndo foi incluida para comparacdo com as demais devido ao baixo
valor de R?.

Para as cepas avaliadas, foi possivel notar que a variavel tempo apresentou maior
efeito significativo sobre o comportamento bacteriano, sendo este efeito negativo. Todas as
variaveis apresentaram efeito significativo, individual e combinado, sobre 0 comportamento
das STEC 0O113:H21 estudadas.

As cepas EC 784 e DH5a ndo apresentaram alteracdo no comportamento com a variagédo
das temperaturas. As cepas 1108/1 e de coliforme termotolerante apresentaram aumento da

populacdo bacteriana com o aumento dos valores de Aa. Ja as cepas EC 784 e DH5a ndo
apresentaram alteracéo.
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Todas as cepas pertencentes ao sorotipo 0O113:H21, nas condi¢Ges avaliadas,

apresentaram comportamento similar ao da cepa de coliforme termotolerante.



6 DISCUSSAO

O modelo estatistico empregado no estudo foi adequado para descrever o
comportamento das cepas, STEC O113:H21 EC784 e 1108/1 e das cepas de E. coli DH5a e
de coliforme termotolerante , ja que os coeficientes de determinacdo (R?) foram acima de 0,7
(SHEEN; HWANG, 2009). Contudo o Grafico de Dispersdo da cepa de coliforme
termotolerante mostrou a distancia dos valores observados e previstos em relagdo ao eixo.
Apesar desta observacdo, considerou-se 0 R? que para cepa de coliforme foi 0,77, como
critério de avaliagdo do modelo. O planejamento experimental que modela o comportamento
da cepa bovina RJ 702/1 ndo foi adequado (R? de 0,3).

Modelos estatisticos sdo muito utilizados na microbiologia preditiva de alimentos.
ROSS et al. (2003) combinaram valores minimos e maximos de temperatura, Aa, pH e
concentracdo de acido latico na construcdo de um modelo estatistico a fim de avaliar o
crescimento de E. coli, constatando que o modelo utilizado foi eficaz no estudo. SHEEN;
HWANG (2009), utilizaram um modelo mateméatico com a finalidade de predizer a
contaminacdo cruzada por O157:H7 em superficie de presunto fatiado no ato de corte,
concluindo que o modelo empregado foi uma ferramentas Gtil na avaliacdo de risco deste tipo
de contaminacdo neste alimento.

S&0 escassos 0s relatos na literatura sobre o comportamento de STEC ndo-0157 sob
condicdes que controlam o desenvolvimento microbiano em alimentos, sobretudo STEC LEE-
negativas. STEC LEE-negativa do sorotipo O113:H21 tem sido relatada como importante
agente etiolégico de doencas em humanos em algumas regides do mundo (PATON; PATON,
1999; BRETT et al., 2003). No Brasil esse sorotipo tem sido isolado com consideravel
frequéncia em fezes bovinas (JOAQUIM, 2002; GONZALEZ, 2003; IRINO 2005). Contudo,

os relatos de seu isolamento a partir de alimentos sdo restritos (CERQUEIRA; TIBANA,
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GUTH, 1997). Em vista disso, existe ainda a falta de informacdes sobre o comportamento
deste sorotipo, envolvido em SHU, em alimentos.

Em relacdo aos processos utilizados na conservacdo de alimentos, a Teoria dos
Obstéculos trata dos fatores intrinsecos e extrinsecos que, individualmente ou combinados,
sdo responsaveis por tal conservacdo (LEISTNER, 1985). Sabe-se que a atuacdo sinérgica
entre esses fatores é capaz de aumentar a vida util do alimento, e consequentemente a sua
qualidade. Esses cuidados observados na indUstria de alimentos, como adi¢do de antioxidantes
e conservacdo através da atmosfera modificada, sdo importantes para a inocuidade do
produto, desde que ndo interfira em suas caracteristicas sensoriais (ALEGRE et al., 2010).

Os fatores intrinsecos (pH e Aa) e extrinsecos (tempo e temperatura) foram
incluidos no estudo a fim de avaliar a influéncia de cada um de maneira individual e
combinada no comportamento de cepas de STEC 0113:H21, consideradas potencialmente
patogénicas, devido a fonte de isolamento e/ou as caracteristicas fenotipicas e genotipicas
apresentadas, e comparar com 0 comportamento de cepas ndo patogénicas (coliforme
termotolerante e E. coli DH5q) testadas em iguais condigGes.

O tempo foi a variavel que mais contribuiu para a reducéo da populacdo bacteriana
tanto das cepas de STEC O113:H21 como das cepas ndo patogénicas, quando combinado
aos outros fatores. Os graficos que ilustram a equacdo que modela o comportamento das
cepas estudadas apontaram a reducdo da populacdo bacteriana, podendo ser observada nas
diferentes interacfes entre o tempo e os outros fatores estudados.

Por outro lado, o grupo de pesquisa do Laboratorio de Higiene e Microbiologia de
Alimentos (LHIMA) da UFF observou o aumento da populacdo de STEC O157:H7 (cepa
EDL 933) quando submetida as mesmas condicdes apresentadas neste trabalho (MELO,
SANTOS, 2008). Desta forma, sugere-se que STEC 0113:H21, pertencente a0 mesmo
patotipo do sorotipo O157:H7, apresenta comportamento distinto deste sorotipo quando
submetida a algumas condi¢des que controlam o desenvolvimento microbiano.

Neste estudo, a variagdo da temperatura, de 8°C a 35°C, ndo exerceu influéncia no
comportamento das cepas EC 784 e DHS5a, ou seja, estas cepas apresentaram comportamento
semelhante nos diferentes niveis de temperatura apresentados. No entanto, a temperatura de
8°C foi mais favoravel para o aumento da populacdo da cepa 1108/1. A cepa EDL 933
apresentou, como a cepa 1108/1, aumento da populacdo nesta mesma temperatura, porém, a

intensidade foi muito maior, sendo constatado comportamento psicrotréfico de EDL 933,
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mesmo sob efeito de outros fatores que controlam o desenvolvimento bacteriano (dados
ainda ndo publicados pelo LHIMA). Ja a cepa de coliforme termotolerante apresentou
aumento da populacdo com a elevagdo da temperatura até 35°C. No Parand, STEC O157:H7 e
ndo-0157 (ndo-0113) isoladas de fezes de bovinos mantiveram populacdes estaveis e
apresentaram crescimento, respectivamente, em carne moida e em leite experimentalmente
contaminados, durante 30 dias a 8°C (TIMM et al., 2009). QOutros autores avaliaram a
capacidade de sobrevivéncia de STEC O157:H7 em queijo artesanal e industrial “Galotyri”,
tradicional queijo cremoso da Grécia, em temperaturas de 4°C e 12°C, onde a melhor
condicdo de sobrevivéncia foi a 12°C observando no entanto o declinio da populagédo
bacteriana no queijo industrial em comparacdo ao artesanal, em ambas as temperaturas
consideradas (LEKKAS et al., 2006). DLAMINI; BUYS (2009) pesquisaram a sobrevivéncia
e o crescimento de STEC O157:H7 em leites fermentados “Amasi” comercial e tradicional e
constataram a sua sobrevivéncia no leite comercial apds 2 dias armazenado em temperatura de
7°C. PIGATTO et al. (2009) concluiram que cepas de STEC ndo-0157 com diferentes atribu-
tos de viruléncia podem permanecer viaveis, por pelo menos 10 dias em QMF mantido sob
refrigeracdo (4°C). Em outro estudo, foi constatado que 43% das cepas de STEC O157:H7
tiveram a capacidade de sobreviver cerca de 22 a 24 meses a 4°C em alimentos desidratados
como amendoins torrados, chocolates e batatas chips (HIRAMATSU et al., 2005).

TIMM et al. (2009) demonstraram que isolados de STEC nd0-0113 e nd0-O157 em
fezes bovinas foram inativados quando expostos a pH 2,5 e 3,0, mas permaneceram viaveis
apos oito horas em pH 4,0. Os valores de pH incluidos nesta pesquisa foram mais altos (5 a
7). Apesar desta variavel apresentar efeito significativo individual sobre a resposta, esse efeito
foi de baixa intensidade. Em um estudo realizado na Argentina com cepas de E. coli
0O157:H7 e ndo-0O157:H7, o sorotipo O113:H21, isolado de hambdrguer, apresentou
melhores condi¢Ges de multiplicacdo em pH 5 a 7 (MOLINA; PARMA; SANZ, 2003).
Neste trabalho a variacdo dos niveis de pH ndo exerceu influéncia no comportamento das
cepas EC 784 e 1108/1, assim como da cepa EDL 933 da pesquisa anterior realizada pelo
LHIMA (dados ndo publicados). Em relagdo a cepa de coliforme termotolerante nota-se um
aumento da populacdo em pH 6,0 com posterior queda em pH 7,0. A cepa DH5¢q
apresentou um aumento com a elevagédo dos niveis de pH. ALBASHAN (2009) observou que

STEC 0157:H7 sobreviveu em faixas de pH entre 3 a 9, sendo o pH 5 a melhor condicao.
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As cepas 1108/1 e de coliforme termotolerante apresentaram um aumento da
populagdo bacteriana com o aumento dos niveis de Aa e para as cepas EC 784 ¢ DH5a nao
houve diferengas na intensidade do efeito nos diferentes niveis de Aa avaliados. Contudo
pesquisadores do LHIMA-UFF observaram maior efeito significativo sobre a sobrevivéncia
de STEC O157:H7 (cepa EDL 933) em valor de Aa de 0,92 (dados ainda ndo publicados).
HIRAMATSU et al (2005) no Japdo observaram a capacidade de sobrevivéncia de STEC
0157:H7 em alimentos desidratados (Aa 0,41 a 0,64), como chocolates, batatas chips e
amendoins torrados. Outros autores observaram a maior habilidade de sobrevivéncia de
STEC 0157:H7 do que ndo-0157:H7, incluindo o sorotipo 0113:H21, em superficies de
aco inoxidavel sob condicdes secas (secagem de ar e umidade relativa de 70% a 12°C),
onde algumas células bacterianas sobreviveram por mais de duas semanas. Estes autores
concluiram desta forma, que este ambiente favorece a contaminagdo cruzada por STEC
durante o processamento de alimentos (MORETRO et al., 2010).

Nesta pesquisa, as interaces entre as variaveis, mesmo apresentando efeitos
significativos, foram de baixa intensidade. Para a cepa de coliforme termotolerante apenas
a interacdo entre pH e Aa foi significativa, porém de baixa intensidade. ALVES (2008)
relatou que os valores de pH em 5,72, Aa de 0,97 e teor de cloretos em torno de 2,7%, ndo
foram fatores efetivos para a inibi¢do do crescimento de E. coli e S. aureus em nenhuma etapa
do processamento da carne soleada. Ja LEE; KANG (2009), estudando a interacdo entre o
tratamento térmico (calor), adicdo de sal e &cido em meio de cultura a fim de inibir E. coli
0157:H7, observaram que a interacdo mais significativa foi entre a adicdo de sal e o calor
(efeito sinérgico) e uma pequena reducdo de O157:H7 no tratamento com sal e acido (efeito
antagonista).

A interacdo entre as variaveis pH e temperatura (1Lby3L) exerceu baixo efeito
significativo sobre a populacdo bacteriana das cepas estudadas e para a cepa de coliforme
termotolerante ndo foi significativo. ALEGRE et al., (2010) em um estudo com STEC
0157:H7 inoculadas em duas variedades de mac¢ds minimamente processadas (pH, 3,3 e
4,1) observaram o aumento da populacdo desta bactéria em temperatura de 10, 20 e 25°C.,
sendo as melhores condi¢cdes em 20 e 25°C.

Os resultados apresentados pelos graficos de superficie sugerem que as cepas EC 784
e 1108/1 podem apresentar habilidade de sobreviver em produtos lacteos como Q.M.F. (pH:
6,4; Aa 0,96), queijo prato (pH: 5,0; Aa: 0,97) e iogurte (pH: 5,0; Aa: 0,97) em um periodo de
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4 a 5 dias na faixa de temperatura de armazenamento avaliada no estudo (8°C a 35°C) . A
cepa de coliforme termotolerante manteve-se viavel por mais tempo, em um periodo de 15
dias nessas mesmas condi¢des. Com isso, 0s produtos lacteos citados podem ser sugeridos
como veiculos em potencial das cepas STEC O113:H21 avaliadas neste estudo, contudo
outros fatores devem ser avaliados, como a microbiota do alimento.

E importante considerar que as bactérias &cido laticas participam significativamente na
microbiota de leite e derivados, contribuindo para o antagonismo entre microrganismos
patogénicos (ORTOLANI, 2009). Essa atividade antagonista decorre pela competicdo por
sitios de adesdo e nutrientes, além da producdo de substancias antimicrobianas com
caracteristicas bactericida e bacteriostatica, que podem criar um microambiente desfavoravel
para o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos (CASTELLANO et
al., 2008; ROUSE et al., 2007).

ALVES (2010) verificou que a adi¢do do microrganismo Lactobacillus acidophilus no
queijo minas frescal aumentou a seguranca bacterioldgica em relagcdo a E. coli pela inibicdo
do crescimento desta bactéria. Alguns autores observaram a inibicdo de O157:H7 em QMF
onde bactérias laticas Lactobacillus acidophilus possuiam a habilidade em produzir
compostos antimicrobianos (CHIODA et al., 2007). Outros estudos, embora ndo englobem
alimentos como o de OGAWA et al. (2001) séo relevantes, onde constataram o antagonismo
promovido por bactérias laticas através da administracdo oral do probidtico Lactobacillus
casei, devido a capacidade de produzir e tolerar uma concentracdo elevada de acido latico,
permitindo assim a inibicdo de O157:H7.

Estudos futuros serdo realizados a fim de avaliar a capacidade de recuperacdo de
células viaveis de STEC 0113:H21 em QMF e outros produtos lacteos, avaliando outros
fatores como a microbiota e a composicao do alimento neste contexto.

Espera-se que este trabalho sirva como incentivo a continuacdo de pesquisas sobre o
tema, a fim de se obter cada vez mais informacdes acerca do comportamento de E. coli
0113:H21, importante microrganismo presente no rebanho brasileiro e capaz de sobreviver

em produtos lacteos, alimentos consumidos extensivamente pela populacéo.



7 CONCLUSOES

Em conformidade com os resultados obtidos e tendo em vista 0s objetivos

estabelecidos para esta investigacdo, pode-se concluir que:

7/
o0

A variavel tempo apresentou efeito negativo, individual e/ou combinado, de maior

relevancia sobre todas as cepas estudadas.

% Os outros fatores, pH, Aa e temperatura, apresentaram efeito estatisticamente

significativos, porém de baixo impacto sobre o comportamento de STEC O113:H21.

%+ As cepas pertencentes ao sorotipo O113:H21, nas condi¢des avaliadas, ndo apresentam

comportamento diferente da cepa de coliforme termotolerante.

¢+ Produtos lacteos apresentam-se como veiculo em potencial de STEC O113:H21.
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