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RESUMO

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, que habita o intestino de animais de sangue quente, com 90%
sendo comensais para o ser humano e 10% patogénicas. Quando presente em
alimentos esse grupo € considerado um bom indicador higiénico-sanitario de
alimentos. Em alimentos, a cepa patogénica mais estudada é E. coli produtora de
toxina de Shiga (STEC) 0157:H7. Entretanto, muitos casos vém ocorrendo em todo o
mundo devido a cepas patogénicas ndao 0157, como 0103, 0111, 0145 e 026. As
STECs sao responsaveis por desde uma simples diarréia até diarréia sanguinolenta
que pode evoluir ainda para sindrome hemolitica urémica e purpura trombética
trombocitopénica, que podem ocasionar danos crénicos como faléncia renal. A
transmissdo destas cepas se deve a carnes mal cozidas, leites e derivados nédo
pasteurizados, agua e vegetais contaminados. Uma caracteristica interessante de E.
coli O157:H7 é o seu mecanismo de resisténcia ao estresse acido — acido tolerancia —
de modo que os alimentos acidos nao podem mais ser considerados seguros contra
tais organismos. A fim de ampliar o conhecimento acerca das cepas ndo 0157 e dos
mecanismos de &cido resisténcia, este trabalho teve por objetivo verificar o
comportamento de linhagens de STEC ndo O157:H7 submetidas as condi¢cdes de
estresse de baixo pH utilizando para tanto meios de cultura acidificados e polpas de
frutas como matriz alimentar. Constatou-se que quando mantidas em condi¢cbes-
controle e as acido-adaptadas mantém populacdes da ordem de 2 a 3 log UFC/mL
guando em polpas de frutas sabor caja (pH 2,3) e tamarindo (pH 2,3) armazenadas a 4

°C por até 30 dias.
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INTRODUCAO

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo pertencente a
familia Enterobacteriaceae, com 90% das cepas sendo comensais e 10% patogénicas
para o ser humano. Esse microrganismo faz parte da microbiota intestinal de muitos
vertebrados e, portanto, é considerado um indicador confiavel da qualidade higiénico-
sanitaria de agua e alimentos. (5, 42). Sua temperatura 6tima varia entre 30 e 37 °C e
seu pH otimo entre 7,2 e 7,5 (14).

E. coli compreende grande numero de grupos e tipos sorolégicos, identificados
por meio de anti-soros preparados com as trés variedades de antigenos que ocorrem
na espécie, ou seja, antigenos O, K e H, sendo que nem todas as linhagens de E. coli
apresentam os 3 tipos de antigenos simultaneamente (14). As cepas patogénicas sédo
classificadas de acordo com seu mecanismo de patogenicidade em E. coli
enteropatogénica — EPEC - (32, 43), E. coli enteroinvasoras — EIEC - (30, 32), E. coli
enterotoxigénicas — ETEC - (32, 34), E. coli enteroagregativas — EAEC (12), as que
causam infecgBes extra-intestinais - EXPEC - (16) e E. coli produtora de toxina de
Shiga (STEC) ou de verotoxinas (VTEC) (22, 32).

O habitat de STEC ou de 0157 é o intestino de diversas espécies de animais
domésticos e selvagens, sendo os ruminantes 0s principais reservatérios (27).

As linhagens de STEC podem causar diarréia ndo sanguinolenta, diarréia
sanguinolenta que pode evoluir para colite hemorragica, sindrome hemolitica urémica
e purpura trombocitopénica trombdética, ocasionando problemas croénicos como
faléncia renal (3, 19, 21, 46, 48).

A transmissao deste microrganismo ao ser humano ocorre através do consumo
de agua (7, 46) ou alimentos contaminados (21, 46), tais como carnes mal passadas
(3, 28, 47), leites e derivados nado pasteurizados (3, 28), sucos de vegetais, entre eles
de maca e cidra, além de espinafre, couve-de-bruxelas, repolho, tomates e brotos de
vegetais (3, 47, 50). Alimentos processados como iogurtes, queijos e linguicas
fermentadas também ja foram incriminados em surtos de doencas causadas por E. coli

0157:H7 (40). A infeccdo também pode ser adquirida pela transmissdo de pessoa
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para pessoa (3) ou de animais infectados (ou seus ambientes) para seres humanos (3,
7) sendo que, em alguns casos, 0 numero de células necessérias para o
desenvolvimento da infec¢cdo € muito baixo - de 1 a 10 células de E. coli O157:H7 (5,
9, 26).

O cozimento correto de carnes e a pasteurizacdo de leites e seus derivados
sdo medidas de protegdo importantes, mas nao suficientes por si mesmas (48). A
contaminacado dos alimentos pode ocorrer durante ou apés o abate de animais, no seu
processamento, transporte, armazenamento ou pela contaminagdo cruzada com
bactérias encontradas no ambiente, superficies, utensilios e equipamentos (39).

A patogénese da infeccdo causada por STECs em humanos depende de
fatores de viruléncia bacterianos e de fatores do hospedeiro (25). A patogenicidade de
STEC é mediada principalmente por citotoxinas - potentes inibidoras da sintese
protéica e chamadas de toxinas de Shiga (Stx;, Stx, e suas variantes) - codificadas por
stx; e stx, e por produtos da ilha de patogenicidade do locus do effacement do
enterdécito (5, 33, 36, 47). As toxinas Stx; e Stx, sdo produzidas no intestino grosso e
translocadas através do epitélio intestinal para a circulagdo sanguinea, onde inibem a
sintese protéica e, portanto, causam necrose ou apoptose das células endoteliais
vasculares (21). Tais toxinas também podem modular a resposta imune inata de
células humanas e favorecer a fixagdo da bactéria ao epitélio intestinal (21).

O mecanismo central da patogénese de EHEC é uma lesdo chamada attaching
and effacing (A/E), que é caracterizada pela destruicdo das microvilosidades
intestinais e pela intima fixacdo da bactéria a membrana epitelial do hospedeiro
através de “pedestais” de agrupamentos protéicos densos (actina polarizada) e outros
elementos do citoesqueleto que se protraem da membrana apical (11, 15).

Mais de 83% dos casos de sindrome hemolitica urémica em criangas ocorrem
apos infeccdes por STEC (18). Nos Estados Unidos, de 80 a 86% das infeccbes
causadas por STEC envolvem E. coli O157:H7 (4). Em muitos paises, incluindo Brasil,
Australia, Chile, Argentina e paises europeus, sorotipos de STEC ndo O157: H7 estao
associados com a maioria dos casos de sindrome hemolitica urémica (22, 24). Os
mais comumente associados as doencas humanas incluem 0O26: H11, O103: H2 e
O111: NM (17, 24).

A importancia do suco gastrico para o controle de infec¢des veiculadas por
alimentos é bem conhecida. Alguns estudos investigaram a sobrevivéncia de E. coli
0157:H7 em alimentos &cidos (2, 10, 29, 38). Entretanto, pouco se sabe a respeito
das cepas de E. coli ndo-0O157:H7, que tém emergido como um patdégeno veiculado

por alimentos contaminados (21).
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Acreditava-se que situacdes de estresse como baixo pH e baixa atividade agua
eliminariam tais bactérias dos alimentos (8, 35, 44). Porém, apds surtos envolvendo
lingliicas e E. coli O157:H7 constatou-se um aumento nos estudos sobre a
sensibilidade desse microrganismo frente a tais métodos de controle (23).

Conner & Kotrola (10) constataram a sobrevivéncia do microrganismo por até
56 dias em pH > 4,0 usando TSB acidificado com diversos acidos. A multiplicacdo de
E. coli O157:H7 foi observada em pH 4,5 quando adicionado de HCI mas ndo quando
se empregou acido latico para atingir pH de 4,6 (20).

Estudo realizado por Marques et al. (29) mostrou haver diferencas entre cepas
de E. coli O157:H7 previamente adaptadas a condi¢cdes &cidas e aquelas nédo
adaptadas quando inoculadas em polpas de frutas, com pH entre 2,51 e 3,26,
reconstituidas e armazenadas a 4 °C. Os resultados mostraram que as células
adaptadas sobrevivem por longos periodos (até 30 dias) quando armazenadas a 4 °C,
dependendo néo s6 do pH do meio mas também da viscosidade da polpa. Segundo
Arnold & Kaspar (2), a tolerancia de E. coli 0157:H7 a meios acidos € otimizada em
baixas temperaturas.

Poucos estudos relatam a sobrevivéncia de E. coli O157: H7 em meios é&cidos,
como em polpas ou sucos de frutas (29, 38) e menos ainda se sabe sobre a
sobrevivéncia de STECs pertencentes a sorogrupos ndo 0157, cujo envolvimento com
doengas transmitidas por alimentos esta aumentando (21).

Desta forma, considerando a importancia das linhagens de E. coli ndo O157:H7
para a saude publica associada aos poucos estudos a respeito da sobrevivéncia
destes organismos submetidos a condi¢Ges de estresse, estudos como o aqui relatado
poderdo fornecer informacBes importantes para a compreensdo destes patdgenos

frente as situacdes ja citadas.

OBJETIVOS

Diante das lacunas na literatura acerca da sobrevivéncia de linhagens de STEC
ndo pertencentes ao sorotipo O157:H7 em meios &cidos, os objetivos deste trabalho
foram

- Verificar o comportamento de linhagens de STEC ndo O157:H7 submetidas
as condicdes de estresse de baixo pH utilizando como veiculo diferentes tipos de
polpas de frutas reconstituidas em sucos;

- Verificar o comportamento dessas linhagens nas condicBes de estresse - pré

adaptadas a pH 5 - e verificar a influéncia do pH no comportamento das linhagens
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comparando a inoculacdo em polpas com a inoculagdo em caldo tripticase soja com

pH semelhante ao da polpa.

MATERIAL E METODOS
Materiais

Microorganismos: as cepas de STEC dos sorogrupos 0103, O111 e O26 foram
gentilmente cedidas pela Dra. Beatriz E. Guth, da UNIFESP.

Alimentos: amostras de polpas de frutas congeladas — caja e tamarindo — foram
adquiridas em supermercados da cidade de S&o Paulo, SP. Para o descongelamento,
essas polpas foram mantidas a 4°C por 24 h antes do uso. O pH de cada polpa foi
determinado usando pHmetro (Model DMPH-2, Digimed, Brasil).

Métodos

Determinacéo da microbiota das polpas de fruta

Preparo das amostras: Polpas de frutas congeladas, adquiridas em
supermercados da cidade de Sao Paulo, SP, foram mantidas sob refrigeragéo a 4°C
por 24h para descongelamento. Posteriormente, 1 mL de cada amostra dessa polpa
descongelada foi diluida e homogeneizada em 9 mL de salina fisiolégica (0,85%). A
partir dessa diluicdo procedeu-se a diluicio decimal seriada até 10° no mesmo
diluente. Essas diluicdes foram utilizadas nas seguintes analises:

- Enumeracdo total de microrganismos facultativos mesdfilos: 1 mL de cada
diluicdo foi semeado, em duplicata, em placas Petrifilm® (3M) e incubado a 35°C por
48h;

- Enumeracdo total de psicrotréficos: 0,1 mL das diluicdes acima citadas foi
semeado em placas com agar Padrdo para Contagem (PCA) — em duplicata. As
placas foram incubadas a 7°C por 10 dias;

- Enumeracéo de bolores e leveduras: foi empregado o mesmo procedimento
descrito para a enumeracao total de microrganismos facultativos mesofilos, mas o
inoculo foi feito em placas Petrifilm® (em dupliocata) para contagem de bolores e
leveduras. A incubacéo foi realizada a 25°C por 3 a 5 dias;

- Enumeracdo de microrganismos acido-resistentes: 1 mL das diluicdes foi
semeado, em duplicata, em placas de Petri; nestas, foi vertido o agar Orange serum

(Oxoid), com incubacao a 30°C por 4 dias.

Determinacédo da resisténcia de cepas de STEC ndo O157:H7 em meios acidos
Preparo do indculo: cada tubo contendo uma cepa de STEC em meio de

manutencdo, mantido a -70 °C, foi vertido para caldo tripticase soja (TSB, Basingstoke,
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Oxoid). Apos incubacéo a 37 °C por 18-24h, 1 mL foi transferido para TSB (controle) e,
paralelamente, 1mL foi transferido para TSB pH 5,0, ajustado com HCI, para
adaptacdo ao choque &cido. Apds incubacdo a 37 °C por 18-24h, realizaram-se
diluicdes decimais das duas culturas, separadamente, em solucédo salina 0,85% até
10™. Um mL da cultura controle foi transferido para 100 mL de TSB e 1 mL do TSB pH
5,0 também foi transferido para 100 mL de TSB pH5,0. Esses erlenmeyers foram
incubados, sob agitacdo (150rpm 37 °C) (Innova 4000, Incubator shaker, New
Brunswick Scientific) até atingirem populacdo de 10’ UFC/mL, conforme previamente
determinado por curva de crescimento. O crescimento das culturas foi monitorado

espectrofotometricamente.

Ensaio de &cido-resisténcia: a &cido-resisténcia de células de STEC néo
0157 em dois diferentes estagios fisiolégicos (&cido-adaptadas e controle) foi
determinada em polpas sabor caja e sabor tamarindo. Para tanto, 27g de cada polpa,
previamente descongelada, foi inoculada com 3 mL das culturas que estavam sob
agitacdo e foram armazenadas por até 30 dias a 4 °C.

Para determinar a viabilidade dos microorganismos, aliquotas de 1mL foram
retiradas nos dias 0 (logo apés a inoculacao), 1, 4, 6, 11, 13, 18, 20, 26 e 30. Foram
realizadas diluicbes decimais em solugédo salina 0,85%, em duplicata e, a partir de
cada diluicdo, 1 mL foi semeado, por profundidade, em &gar tripticase soja (TSA,
Oxoid) e, paralelamente, 0,1 mL foi semeado em superficie de agar MacConkey
sorbitol (SMAC, Oxoid). As placas foram incubadas a 37 °C por 24h. Os experimentos
foram repetidos, sob as mesmas condi¢Ges, em 3 diferentes ocasides. Paralelamente,
0 mesmo ensaio foi realizado, porém substituindo a polpa de fruta descongelada por
TSB com pH semelhante ao da polpa em estudo, ou seja, TSB pH 2,3 para cada uma
das polpas.

Foram, ainda, determinadas as populacdes iniciais presentes em TSB pH 7,0 e
TSB pH 5,0. Para tanto, foram realizadas diluicbes decimais em solucéo salina 0,85%
até 10® e, 1 mL de cada diluicdo foi semeado em profundidade e, em duplicata,
utilizando TSA.

Andlise Estatistica: foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade para comparar o comportamento das cepas controle (pH 7,0) e &cido-

adaptadas (pH 5,0). Para isso, utilizamos a vers&o 7.5 do software Assistat®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As populagBes de microorganismos psicrotroficos e bolores e leveduras
apresentaram valores inferiores a log 1 UFC/mL em ambas as polpas além da
populacdo de microorganismos mesofilos em polpa de tamarindo que também foi
inferior a log 1 UFC/mL. Por outro lado, a polpa sabor caja apresentou populactes
médias de microorganismos mesofilos de log 2,7 UFC/mL e de acido-resistentes de
2,4 UFC/mL enquanto na polpa de tamarindo, este ultimo grupo de microorganismos
apresentou uma populacdo de 1,9 UFC/mL. Esses valores podem ser considerados
adequados para esse tipo de alimento.

O pH médio, de trés repeticbes independentes, para as duas polpas foi de 2,3.

As populagdes dos indculos em todos os ensaios foi de 6 log UFC/mL.

As cepas de E. coli 0103, O111 e 026, provenientes de TSB controle e TSB
pH5, (4cido-adaptacgdo), inoculadas em polpas de caja ou de tamarindo apresentaram-
se viaveis até o dia 30, quando semeadas em TSA. Porém, quando semeadas em
agar seletivo MacConkey sorbitol (SMAC), a recuperacado das cepas ficou restrita, no
maximo, até o dia 1, o que mostra a influéncia do pH &cido, quer seja da polpa quer
seja do meio de cultura.

Quando estas mesmas bactérias foram inoculadas em TSB pH 2,3, elas
também apresentaram-se viaveis por um curto periodo de tempo (de 0 a 1 dia), tanto
guando da recuperacdo em TSA como na recuperacdo em SMAC.

A Figura 1 apresenta a recuperacdo das trés cepas de STEC apéds terem sido
expostas as diferentes condices estabelecidas neste estudo: controle (TSB pH 7,0)
seguido de inoculacdo em polpa de caja (Figura 1Aa), células acido-adaptadas (TSB
pH 5,0) inoculadas em polpa de caja (Figura 1Ba) e controle seguido de inoculacao
em TSB pH 2,3 (pH da polpa de caja) (Figura 1Ab). As populagbes sdo as obtidas em
TSA, uma vez que no agar MacConkey sorbitol ndo houve crescimento de colbnias, o
gue mostra a importancia do emprego de meios nao seletivos. O nivel de indculo foi de
6-7 log UFC/mL. Observa-se na (Figura 1Aa) que as populacdes das cepas O103 e
026, cultivadas em TSB pH 7,0, apresentaram um declinio de, aproximadamente, 3,5
log UFC/mL quando inoculadas na polpa de caja, jA no dia zero, o que sugere a
ocorréncia do choque acido. Ap6s o choque, no entanto, 0s microorganismos
permaneceram viaveis ao longo do periodo de armazenamento. A populacdo da cepa
0111, porém, ndo sofreu 0 mesmo tipo de estresse uma vez que ndo apresentou
reducdo no dia zero. No entanto, essa mesma reducéo foi constatada ap6s 24 horas
de armazenamento, permanecendo com esses valores até o final do periodo de
estocagem. A manutencdo das populacdes por volta de 2 log UFC/mL, entretanto, ndo

foi observada quando da inoculacédo dos sorogrupos em TSB pH 2,3, pH semelhante
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ao da polpa da fruta em estudo (Figura 1Ab). Neste caso, as cepas 026 e 0103 nao
foram recuperadas logo apés a inoculagdo enquanto a 0111 sofreu uma reducéo entre
4 -5 log UFC/mL, mostrando o efeito do estresse. Nas 24 horas seguintes, essa cepa
apresentou reducdo de mais 1,6 log UFC/mL. Apés esse periodo, nenhum sorogrupo
foi recuperado pelo método empregado (Figura 1Ab).

J4 a Figura 1Ba, mostra que, apesar de expostas ao pH 5,0 para acido
adaptacdo, as cepas ndo conseguiram manter a populacdo inoculada (log 6 -7) uma
vez que apoés 24 horas de armazenamento apresentaram redugdes de 2 log UFC/mL
(0103) e de mais de 3 log UFC/mL para 026 e O111, respectivamente.
Provavelmente, os acidos organicos ou outro fator intrinseco dessa polpa atuam sobre
as células acido-adaptadas impedindo que a populacdo inoculada permanega no
mesmo hivel por mais de 24 horas. Ou, pode-se também considerar que os fatores
intrinsecos desse alimento ndo sdo suficientes para proteger as células microbianas,
mesmo elas tendo sofrido um processo de acido adaptacao.

Quando inoculada em polpa de tamarindo, os microorganismos estudados
apresentaram, de maneira geral, comportamento semelhante ao de quando
inoculados em polpa de caja. As excec¢bes foram, quando da inoculacdo nesta polpa,
0 sorogrupo 026 apresentou melhor resisténcia, inicialmente, em vez do sorogrupo
0111 (Figura 2Aa). Na Figura 2Ba, as diferencas que podem ser observadas dizem
respeito as populacdes no tempo zero, que nesta polpa ja apresentaram reducdes de
2-3 log UFC/mL; na Figura 2Ab, ao contrario da Figura 1Ab, houve a recuperacao de
células dos 3 sorogrupos no dia zero, apesar de todas as populacbes apresentarem
reducdo.

Quando analisamos o comportamento de cada cepa nos meios estudados —
polpas de caja e tamarindo e TSB pH 2,3 — constata-se que a populacdo de E. coli
0103 (controle) no dia zero sofreu choque acido (reducdo da populacdo em 4 log
UFC/mL) e posteriormente manteve-se constante independente da polpa em que foi
inoculada. A populacao que sofreu acido-adaptacao, por sua vez, ndo sofreu a acao
do pH t&o logo foi inoculada porem, apds 24 horas ja se observou diminuigdo, com a
populacdo igualando-se a das células controle. A inoculacdo em meio de cultura com
pH igual ao da polpa mostra que este ndo apresenta fatores intrinsecos que oferecam
protecdo a célula microbiana, uma vez que desde o dia zero a populacao foi de 1 log
UFC/mL (para a polpa de caja), acontecendo o mesmo apos 24 horas, para a polpa de
tamarindo. Vale ressaltar que as duas polpas apresentaram o mesmo pH. (Figuras 3 e
4).

As populacdes-controle do sorogrupo 0111 de E. coli e as acido-adaptadas

ndo apresentaram alteracdo no dia zero quando na polpa de caja. Porém

10
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apresentaram diminuicdo de aproximadamente 4 log UFC/mL nas primeiras 24 horas
permanecendo estavel ao longo do periodo de armazenamento (Figura 5). Na polpa
de tamarindo, as populagfes-controle do sorogrupo O111 e as acido-adaptadas
apresentaram reducédo de 4 e 3 log UFC/mL, respectivamente; apds 24 horas, a cepa
acido-adaptada se iguala a populacdo da cepa controle e ambas permanecem assim
até o fim do experimento (Figura 6). Estas mesmas cepas, quando retiradas de TSB
com pH semelhante ao das polpas (2,3) sofrem uma queda de, pouco mais de 4 log
UFC/mL no tempo zero e depois apresentam uma populacdo menor que 1 log UFC/mL
ao longo do periodo de armazenamento (Figuras 5 e 6).

As populacdes controle de E. coli O26 sofreram uma reducdo de 3,5 log
UFC/mL imediatamente apés a inoculacdo em polpa de caja e mantiveram-se viaveis
em, aproximadamente, 2,5 log UFC/mL ao longo do tempo (Figura 7). Em polpa de
tamarindo o comportamento foi semelhante diferindo apenas no valor da redugéo que
foi de 2,5 log UFC/mL no tempo zero (Figura 8).

Quando é&cido-adaptada - cepa O26 em polpa de caja - ndo ha redugéo da
populacdo no tempo zero, tal fato ocorrendo, porém, nas primeiras 24 horas com o
microorganismo permanecendo viavel com populagdo semelhante a das células
controle (Figura 7). Na polpa de tamarindo, as populacdes das cepas 026 acido-
adaptadas reduziram 3 log UFC/mL no dia zero e mais 1 log UFC/mL no dia 1,
permanecendo deste modo até o dia 30 (Figura 8). Esse mesmo sorogrupo, quando
inoculado em TSB pH 2,3 ja apresenta reducao de 6 log UFC/mL no tempo zero, na
polpa de caja (Figura 7). Quando do experimento com a polpa de tamarindo, apesar
de o indculo ter sido realizado no mesmo TSB com pH 2,3, igual ao da polpa de caja,
observamos um diferengca no comportamento deste sorogrupo. No tempo zero, houve
uma reducao da populacdo em 3,5 log UFC/mL e s6 ap0s as primeiras 24 horas é que
contagens inferiores a 1 log foram obtidas (Figura 8).

De acordo com as analises estatisticas realizadas (teste de Tukey), ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (ao nivel de 5% de probabilidade) entre as
populacbes das cepas controle (pH 7,0) e acido-adaptadas (pH 5,0) quando

inoculadas nas polpas de caja e tamarindo e mantidas por 30 dias a 4 °C.
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Figura 1. Recuperacédo das cepas controle (A) e acido-adaptadas (B) de E. coli 0103

(azul), 0111 (vermelho) e O26 (verde) em &gar tripticase soja provenientes de polpa

de caja (a) e caldo de soja tripticase pH 2,3 (b) armazenados a 4 °C por 30 dias.

12



[

N
[= JY, B, I NS I S R N

=y

Populagao (log UFC/mL)
o

w b
B O
L ]

« - N
o o = 0 N G W h

Populagao (log UFC/mL)

=}

N
w

[R8]

Populacgao (log UFC/mL)
- o

o
w”

o

Lucatelli & Landgraf, 2009

2Aa
1 4 6 11 13 18 20 26 30
Periodo (dias)
| 2Ba
1 4 <] 11 13 18 20 26 30
Periodo (dias)
2Ab

1 4 6 11 13 18 20 26 30
Periodo (dias)

Figura 2. Recuperacédo das cepas controle (A) e acido-adaptadas (B) de E. coli 0103

(azul), 0111 (vermelho) e O26 (verde) em &gar tripticase soja provenientes de polpa

de tamarindo (a) e caldo de soja tripticase pH 2,3 (b) armazenados a 4 °C por 30 dias.
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Figura 3. Comportamento de populacdo controle de E. coli 0103 (azul) e acido-
adaptada (vermelho) inoculada em polpa de caja e de populacdo controle de E. coli

0103 inoculada em TSB com pH 2,3 (verde), armazenados a 4 °C por 30 dias.
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Figura 4. Comportamento de populacdo controle de E. coli 0103 (azul) e acido-

adaptada (vermelho) inoculada em polpa de tamarindo e de populacdo controle de E.

coli 0103 inoculadas em TSB com pH 2,3 (verde), armazenados a 4 °C por 30 dias.

Taormina et al. (41) também demonstraram a ineficiéncia de meios seletivos
em recuperar células injuriadas de E. coli O157:H7 de carnes. Células injuriadas ou
estressadas sd80 mais susceptiveis aos componentes seletivos destes meios e,
portanto, apresentam baixa recuperacdo. Estes resultados subestimam as populacdes
de E. coli O157:H7 e, consequentemente, a sua sobrevivéncia em alimentos. Estudo
realizado com pepperoni demonstra diferencas néao significativas entre SMAC e TSA

com sobrecamada de SMAC na recuperacao de E. coli O157:H7. Porém, a injuria em
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pH muito baixo (4,4 a 4,6) gerou resultados com diferencas significativas na

recuperacao entre os dois meios (37).

Populagao (log UFC/mL)
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Figura 5. Comportamento de populacdo controle de E. coli O111 (azul) e &cido-
adaptada (vermelho) inoculada em polpa de caja e de populacédo controle de E. coli

0111 inoculada em TSB com pH 2,3 (verde), armazenados a 4 °C por 30 dias.
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Figura 6. Comportamento de populacdo controle de E. coli O111 (azul) e &cido-
adaptada (vermelho) inoculada em polpa de tamarindo e de populacdo controle de E.

coli O111 inoculada em TSB com pH 2,3 (verde), armazenados a 4 °C por 30 dias.
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Figura 7. Comportamento de populacdo controle de E. coli 026 (azul) e &cido-
adaptada (vermelho) inoculada em polpa de caja e de populagéo controle de E. coli

026 inoculada em TSB com pH 2,3 (verde), armazenados a 4 °C por 30 dias.

Os resultados obtidos nesta pesquisa estdo de acordo com os relatados por
Uyttendaele et al. (44) que constaram a melhor recuperacdo de cepas do sorotipo
0157:H7 quando semeadas em TSA do que em SMAC, o que permite inferir que o
SMAC néo recupera quantitativamente células injuriadas de E. coli O157:H7.
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Figura 8. Comportamento de populacdo controle de E. coli O26 (azul) e &acido-
adaptada (vermelho) inoculada em polpa de tamarindo e de populacdo controle de E.

coli 026 inoculada em TSB com pH 2,3 (verde), armazenados a 4 °C por 30 dias.

Células acido-adaptadas sao aquelas que foram expostas a um declinio
gradual do pH do ambiente, enquanto que células submetidas ao choque acido sao

aquelas que foram expostas a uma mudanca abrupta de um pH alto para um baixo pH

).
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Alimentos acidos sdo aqueles que apresentam pH igual ou inferior a 4,6 (6).
Esses alimentos acidos sdo considerados seguros do ponto de vista microbiol6gico
porque os acidos organicos forcam o pH interno do microorganismo a diminuir devido
ao influxo de ions hidrogénio, interrompendo varias funcdes relacionadas ao
metabolismo (49).

Muitas bactérias patogénicas podem resistir & acidez inerente ao suco de fruta
ao desenvolver mecanismos adaptativos que aumentam sua sobrevivéncia e até
mesmo sua habilidade de se multiplicar nesses ambientes acidos (45).

Em estudo semelhante ao aqui relatado, mas utilizando cepas de E. coli
O157:H7 e polpa de caja, os microorganismos sobreviveram no maximo até o 12° dias
de analise, tanto as células em condi¢cdes controle (pH 7,0) como apds a é&cido
adaptacéo (pH 5,0) (29). Os autores (29) descreveram que a viscosidade de polpas de
frutas estava relacionada a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 durante armazenamento:
quanto menor a viscosidade da polpa de fruta, maior a sobrevivéncia bacteriana.
Ambas as polpas estudadas eram, visualmente, muito viscosas, sendo a de tamarindo
ainda mais viscosa do que a de caja.

Algumas cepas de microorganismos, entre eles, E. coli O157:H7 utilizam-se de
mecanismos celulares para sobreviverem em ambientes acidos (13). Um deles é o
sistema rpoS-dependente, que esta associado com a producédo de proteinas do acido
choque. O outro é um sistema rpoS-independente que remove 0 excesso de protons
do citoplasma utilizando um sistema aminoacido descarboxilase. Entretanto, pouco se
sabe acerca de mecanismos de resisténcia ao estresse 4cido em STEC ndo-0157.

A viabilidade das cepas 026, 0103 e 0111 no pH 2,3 ao longo da 30 dias e
ainda em temperatura de refrigeracdo deve ser um alerta para a industria de sucos e
outros produtos acidos pois até o momento ndo se sabe qual é a dose infectante.
Caso seja semelhante ao de E. coli O157H7, 10-100 UFC/g ou mL do alimento, a

populacdo que permaneceu viavel podera por em risco a saude da populacao.
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