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FEfeito do congelamento ¢ resfriamento na preservacio de Escherichia coli
(ATCC25922) e Staphylococcus aureus (ATCC9801) inoculadas em carne moida

bovina estocada para investigacio de surtos de toxinfeccao alimentar.

The effect of freezing and cooling on the preservation of Escherichia coli (ATCC25922)
and Sthaphylococcus aureus (ATCC9801) inoculated in stocked bovine meat for

investigation on the outbreaks of food toxinfection.

Resumo

Esse trabalho objetivou verificar qual método de conservagdo, refrigeracdo e/ou
congelamento, é mais adequado na preservagdo de FEscherichia coli e Staphylococcus
aureus inoculadas em carne moida e armazenadas por 2 e 5 dias para posterior
investigagdo de surtos. Came bovina moida foi submetida a temperatura de
75°C/15minutos até que se obtivesse o produto pronto para consumo. Apos ser dividida em
grupos A e B, foram inoculadas artificialmente 10> UFCmL™ e 10* UFCmL" de E. coli e
S. aureus, respectivamente. Posteriormente ao contato com o indculo por 5 minutos, uma
aliquota foi analisada imediatamente (controle) e outra subdividida e submetida ao
congelamento/refrigeragdo, durante 2-5 dias para posterior analise. Em todas as amostras
houve diminui¢do das contagens apds tratamentos (p<0,05). Houve diferenca
significativa entre congelamento e refrigeracdo apenas nas amostras inoculadas com £.
coli (p<0,05). No mesmo tratamento, o periodo de armazenamento nao interferiu para
nenhuma das cepas (p>0,05). A refrigeracdo foi mais adequada na preservagdo dessas

cepas, resultando em uma maior concentragdo de células viaveis.

UNITERMOS: congelamento/resfriamento, carne moida bovina, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus

1.INTRODUCAO

O alimento, quando processado a partir de matéria prima de qualidade, manipulado

e armazenado sob boas praticas de higiene, € fonte de saide imprescindivel ao ser humano.
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Seus beneficios, porém, podem ser revertidos em doenga quando tais medidas nio sio
consideradas, resultando assim, em enfermidades que podem colocar em risco a saude do
consumidor.

As doengas veiculadas pela ingestdo de alimentos contaminados talvez sejam o
problema sanitario mais generalizado no mundo atual, se constituindo em causa importante
na reducdio da produtividade econdmica em fungao das altas taxas de morbidade
(ABUSSALAM, 1984).

Bean; Griffin (1990) consideram como surto de toxinfec¢do alimentar, o fato de
dois ou mais individuos serem afetados por doenga similar, decorrente da ingestdo do
mesmo alimento. Geralmente, a toxinose alimentar pode ocasionar disturbios
gastrointestinais agudos, como diarréia, vomitos e dores abdominais.

Dentre os alimentos que, freqiientemente, aparecem relacionados a surtos de
toxinfecgdes alimentares destacam-se a carne bovina ¢ a de frango, responsaveis pela
veiculagdo, principalmente de clostridios, estafilococos e enterobactérias (GERMANO;
GERMANO, 2001).

No municipio de Sdo Paulo em 1997, no periodo de janeiro a setembro foram
notificados 42 surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTAs). Os pratos prontos
preparados com carnes foram citados como alimentos envolvidos, tendo como principais
microrganismos identificados, Staphylococcus aureus e FEscherichiab coli (ZANARDI,
TORRES, 2000).

A carne € excessivamente manipulada durante todo o seu processamento, desde o
abate at¢ seu consumo. Ritter et al. (2001) consideram a carne moida uma fonte potencial
de disseminagdo de patogenos, pois a mesma, geralmente, é proveniente de retalhos de
outras carnes.

Segundo Franco; Landgraf (1996), a presencga de bactérias do grupo coliforme em
alimentos revela, com maior seguranca, informagdes sobre as condigdes higiénicas do
produto, bem como, dos utensilios que entram em contato direto com o alimento. Ainda, a
incidéncia desse grupo € a melhor indica¢do da presenga de outros enteropatogenos.

Os microrganismos para se desenvolverem necessitam de condi¢des favoraveis, tais
como nutrientes, agua e temperatura adequada. A temperatura ¢ um fator que estd
associado diretamente a velocidade das rea¢des quimicas dos microrganismos. Isso se deve

ao fato de que tais reagdes sdo catalisadas por enzimas especificas, que tem a sua atividade
2
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aumentada ou diminuida de acordo com a temperatura, Porém, a temperatura ndo deve
exceder ao valor de temperatura 6tima (To), pois a partir dai as enzimas sdo danificadas
pelo calor, perdem sua atividade e as células deixam de crescer ( CHESCA et al, 2001).

Para a conservagdo dos alimentos, sio empregadas a refrigeragéo e o congelamento.
Os efeitos letais do congelamento e resfriamento dependem do microrganismo considerado
¢ das condi¢Ges de tempo / temperatura de armazenamento (ELEMENTOS. .., 1999).

A investigacdo de um surto tem por finalidade identificar as pessoas acometidas, o
risco de exposi¢do, os fatores de risco, os pontos criticos de controle, os alimentos
implicados, o agente etiologico e os fatores causais (DIAS et al., 1999). A detecgio destes
problemas pode resultar numa agdo direta para prevenir exposigdo e doengas adicionais
(KEENE, 1999).

Considerando o nimero crescente de surtos de toxinfec¢do alimentar, ha a
recomendagdo da Vigildncia Sanitdria para a estocagem de amostras de alimentos em
unidades de alimentagdo. A estocagem possui como objetivo comprovar o surto e
estabelecer o agente etioldgico, facilitando assim, a investigagdo. Deste modo, o presente
trabalho possui como objetivo:

-verificar qual o método de conservagio, refrigeragdo e/ou congelamento, ¢ mais adequado
na preservag@o de Lscherichia coli (ATCC25922) e Staphylococcus aureus (ATCC9801)
inoculadas em carne moida e armazenadas por 2 e 5 dias para posterior investigagido de

surtos.
3. MATERIAL E METODOS

No Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada (LABIO) da Universidade
Federal de Uberlandia, as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC9801) e Escherichia coli
(ATCC 25922) foram reativadas em caldo BHI (Caldo Infusdo de cérebro e coragdo) e
incubadas a 37°C/24horas. A estabilidade das cepas foi obtida repicando 1% das culturas
de S. aureus e E. coli por 3 vezes consecutivas em 10mL de caldo Muller Hinton (MH) ¢
Caldo Lauril Sulfato de Sodio (LST), respectivamente, conforme sugerido por Jorge et al.
(1990).

O crescimento de cada cepa foi monitorado através da densidade optica a 650nm

(DOgsoam) € unidades formadoras de coldnia (UFCmL™), de modo a padronizar a
3
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concentragio de células inoculadas. A equacdo, reta de regressio e coeficiente de
correlagio obtidas, calculadas com auxilio do programa MacOrigin podem ser observadas
na Figura 1.

A carne moida utilizada no experimento foi adquirida em agougue na cidade de
Uberlandia — MG. Para transporte ao laboratorio, foi devidamente acondicionada em caixa
isotérmica contendo gelo. No LABIO, de maneira a reproduzir o processamento que
sofreria em uma unidade de alimentagdo, foi submetida a temperatura de 75°C/15minutos
até que se obtivesse o produto pronto para consumo. Em seguida, a carne foi dividida em
grupos A e B, nos quais foram inoculados 10> UFCmL" e 10* UFCmL™" das culturas de
FEscherichia coli e Staphylococcus aureus, respectivamente. Apds o contato com o inéculo
durante 5 minutos, as amostras foram subdivididas e submetidas a dois tipos de tratamento,
o congelamento (-18°C) e a refrigeragdo (2°C), ambos, durante 2 e 5 dias. Na carne ap6s a
inoculagio (grupo controle) e apds ser submetida aos tratamentos, foram realizadas
contagens de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Para anilise, em 225mL de agua peptonada 0,1% foram pesadas 25g de carne
moida (diluicio 10™"). A partir dessa, foram realizadas diluigdes seriadas, para posterior
enumeracdo de Escherichia coli (NMPg™") e Staphylococcus aureus (UFCg™), de acordo
com a metodologia proposta por Brasil (1981) e pela ABNT (1991), respectivamente.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado — DIC. A diferenga estatistica
entre os dois tratamentos foi calculada através de analises de variancia. As médias dos dois
tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

(SANIPAIO, 1998)‘
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Gava (1986) afirma que a atividade metabolica dos microrganismos € reduzida
com o decréscimo da temperatura. Em todas as amostras houve diminuigdo das
contagens ap6s os tratamentos, quando os resultados foram comparados aos obtidos no
grupo controle (p<0,05).

Tortora et al. (2002) afirmam que, o efeito das baixas temperaturas sobre a
microbiota depende do microrganismo considerado e da intensidade da aplicagdo. Embora

ndo tenha sido observada diferenca estatistica significativa entre o congelamento e o
4
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resfriamento, a contagem média apés refrigeracao por 2 dias (6,1x10° UFCg™) foi mais
adequada na preservagiio das células de §. aureus (p>0,05). As menores contagens foram
observadas apOs o congelamento, provavelmente, em conseqiiéncia da inibigio das reagdes
enzimaticas pela queda de temperatura, bem como da formagdo de cristais de gelo pelo
congelamento, os quais podem romper a estrutura celular e molecular das bactérias
(TORTORA, 2002). Os resultados encontrados reforcam a sugestdo do Codex
Alimentarius (1997) em adotar a refrigeragdo para conservar os alimentos.

Diferenga entre os dois tipos de conservagdo (resfriamento/congelamento) foi
evidenciada nas amostras inoculadas com £. coli (p<0,05). As contagens médias obtidas
foram de 0,66x10°NMPg” e 3,31x10'NMPg” para amostras refrigeradas por 5 dias e
congeladas por 2 dias, respectivamente (Tabelal). Nas amostras inoculadas com F.coli
uma sensibilidade maior da cepa foi observada nos tratamentos por 5 dias, sendo as médias
das amostras congeladas e refrigeradas por 2 dias, as mais proximas do controle. Isso
sugere que, na investigacdo de um surto, analises realizadas em contra-provas submetidas
ao congelamento e/ou refrigeragéo por 5 dias podem fornecer um resultado falso negativo.

De acordo com Germano; Germano (2001) a Lscherichia coli é capaz de resistir
por longo tempo em temperaturas de refrigeragao. Este fato ndo foi observado no presente
trabalho, assim, € necessario o monitoramento de outras cepas dessa bactéria, pois, o
coeficiente de variag@o obtido nesse experimento para F.coli foi de 55,063%.

Quando o mesmo tratamento (congelamento ou resfriamento) foi analisado nos
dois periodos de estocagem, apesar de haver redugdo nas contagens das amostras
analisadas aos 5 dias, ndo foi detectada diferenga estatistica significativa em nenhum
dos grupos estudados (p>0,05). Yamamoto, Harris (2001) ao estudarem o
comportamento da Eschericia coli O157:H7 frente ao efeito do congelamento e
descongelamento no suco de maga, detectaram que um decréscimo maior nas contagens
ocorreu apos 24 horas.

Tortora et al. (2002) afirmam que um ter¢o da populagdo de algumas cepas
vegetativas podem sobreviver a um ano de congelamento, enquanto que em outras
espécies, o nimero de células viaveis pode reduzir consideravelmente.

A legislagdo ndo preconiza o tipo e forma de estocagem de amostras de alimentos
prontos para o consumo, para posterior analise em casos de surto. Os padres vigentes sdo

somente para alimentos in natura, Codex Alimentarius (1997) sugere a estocagem destes a
5
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temperaturas menores ou iguais a 4°C em embalagem estéril durante um periodo de no
minimo 3 dias.

Em pratos prontos para o consumo a base de carnes a contagem maxima permitida
para Staphylococcus aureus € de 2x10°UFCg ' (BRASIL,1987)¢ 2x10NMPg" para
coliformes termotolerantes( ANVISA,2001). No caso de surto causado por esses patogenos,
a refrigeragdo por 2 dias seria a mais adequada na preservagio da carne moida estocada
para investigacdo de surtos, pois foi o tratamento em que as contagens se mantiveram mais

proximas as do grupo controle.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos apds analise microbiologica da carne moida artificialmente

contaminada com 10° UFCmL™” e 10* UFCmL™" de E. coli e S. aureus respectivamente e

mantida refrigerada e congelada por 2 e 5 dias permitem concluir que:

- A refrigeracdo por 2 dias foi o melhor método de preservagdo de E.coli e S.aureus,
apesar de ndo ter havido diferenga estatistica significativa entre os tratamentos para
S.aureus.

ABSTRACT: The objective of this work was to verify wich conservation method is more

adequate to preserve samples of food contaminated by FEscherichia. coli and

Staphylococcus aureus for further investigation on outbreaks. The bovine meat was

subjected to a 75° C temperature / 15 minutes, and divided in groups A and B, each one of

them inoculated with 10> UFCmL"' and 10* UFCmL" from E.coli and S. aureus,
respectively. Afier a 5 minutc-contact, an aliquot was imediatily analysed (control) and the

another subdivided and subjected freezing and cooling, for 2 and 5 days. There had been a

decrease of the countings after the treatments (p<0,05). A difference was detected

between cooling and freezing only in the samples inoculated with E. coli (p<0,05). In
the same treatment the storage period did not interfere with none of the samples

(p>0,05). Cooling was more adequate for the preservation of these strains, resulting in a

greater concentration of viable cells.

UNITERMS: freezing/ cooling, bovine meat, Escherichia. coli and Staphylococcus.

aureus.
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Figura 1. Reta e equagdo de regressdo realizada para padronizagio do inoculo de
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 9801).

Tabela 1. Contagens médias das células viaveis de FEscherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 9801) inoculadas na carne moida e mantidas

refrigeradas e congeladas por 2 e 5 dias.

Amostras/Tratamentos Escherichia coli’ Staphylococcus aureus’
(NMP/g)' (UFC/g)
Controle* 1,1x107 . 1,66x10* .
Contaminada congelada (2dias) 3xig’ ° 2,7x10° £
Contaminada congelada (5dias) 8,4x10° » 1,9x10° b
Contaminada refrigerada (2dias) 2,1x10' - 6,1x10’ .
Contaminada refiigerada (5dias) G6ext0® ™ 5,2x10° .

* Amostra contaminada que ndo sofreu tratamento térmico.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.
! Coeficiente de variagio - 55,063% 2 Coeficiente de variagio - 8,934%
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achados na area clinjca e basica. Dever conter: Titulo em portugués e inglés, Resumo, Unitermos, Introducio,
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preferencialmente ensino, pesquisa, politicas de saide e exercicio profissional. Deve conter: Titulo em pqtugues
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- "Néo se mova, faca de cont, que estd morta”(CLARAC: BONNIN, 1985, p.72).
- Olivei_ra; Leonardos (1943, p. 146) dizem que ©

‘arelagdo da série Sao Roque com os granitos porfiréides
Pequenos é myito clara”,

- Citagdo de citacio: - (ETANS, 1987 apud SAGE, 1992, p.2-3).
- Segundo Sjva (apud ABRELU, 1999, p-3) diz ser i<l
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