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1 INTRODUCAO

Segundo Brasil (1997), o doce de leite € um produto obtido pelo
cozimento de leite adicionado de sacarose, com ou sem a adicdo de outras
substancias alimenticias, podendo ser produzido na forma pastosa ou em tabletes.
O doce de leite pastoso, apesar de apresentar baixa atividade de agua, o que nao é
favoravel ao crescimento de microrganismos, pode ser veiculo de bactérias
patogénicas para o homem (TIMM et al., 2007).

As bactérias Escherichia coli pertencem a familia Enterobacteriaceae,
caracterizando-se por bacilos Gram-negativos, nado esporulados, capazes de
fermentar a lactose com produgdo de acido e gas (MENG et al., 2001). Essas
bactérias podem adquirir especfificos atributos de viruléncia e tornarem-se
patogénicas, sendo essas caracteristicas utilizadas para a classificagdo das cepas
em patotipos (KAPER et al. 2004). A E. coli enteropatogénica (EPEC) é causadora
de diarréia infantil e é mais frequente em paises em desenvolvimento (TORRES et
al., 2005). Possui capacidade, mediada por um fator de enteroaderéncia chamado
EAF, de se aderir a mucosa intestinal e provocar destruicdo das microvilosidades
(FRANCO & LANDGRAF, 2003). A E. coli enteroemorragica (EHEC) possui como
fator de viruléncia a produgao de citotoxinas que podem provocar colite hemorragica,
sindrome urémica hemolitica e morte (NATARO & KAPER, 1998; TRABULSI et al.,
2004).

A transmissdo desses microrganismos para os humanos ocorre através
da ingestdo de alimentos contaminados. As consequéncias da infec¢ao por E. coli
justificam a importancia de determinar sua capacidade de sobrevivéncia em
alimentos. Apesar da importancia higiénico-sanitaria, sdo raros os registros de
estudos envolvendo Escherichia coli em doce de leite.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de Escherichia coli
enteropatogénica e enteroemorragica em doce de leite pastoso.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O doce de leite pastoso usado neste estudo para contaminacio
experimental foi preparado com leite padronizado para 3% de lipidios, adicionado de
bicarbonato de sédio até alcangar acidez de 13°D. Duzentos gramas de sacarose
foram utilizados para cada litro de leite. Os ingredientes foram mantidos a 100-
105°C, sob agitagéo, por 2 horas e meia.

Foram utilizadas cepas de EPEC INCQS 00182 (Fio Cruz) e EHEC ATCC
43895. As cepas foram recuperadas em caldo Infusdo de Cérebro e Coragao (BHI,
Acumedia, Michigan, USA) a 37°C, por 24 horas. Apos, foram realizadas contagens
em agar para Contagem Padrdao em Placas (PCA, Acumedia) para estabelecer as
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populagdes obtidas nestas condicbes de cultura. A partir de diluicbes seriadas,
foram preparados indculos com concentragdo de 10* UFC/mL.

Aliquotas de 25 g de doce de leite foram acondicionadas em sacos
plasticos estéreis e contaminadas com 0,25 ml de cada inéculo, de forma a se obter
a concentracao final de 102 células bacterianas/g de doce de leite pastoso. Cada
amostra contaminada foi homogeneizada na embalagem e armazenada a 20°C. As
andlises foram realizadas depois de 0, 1, 2, 3, 5, 10, 20 e 30 dias de estocagem e os
controles negativos foram feitos com 25 g de doce de leite ndo contaminado
experimentalmente.

A viabilidade da E. coli foi verificada através da contagem pela técnica do
Numero Mais Provavel (NMP) conforme recomendacdo da U.S. Food and Drug
Administration (FENG et al., 2002). Em cada aliquota de 25 g foi adicionada 225 mL
de Solugdo Salina (SS) a 0,85% (m/v) com 20% de glicose para obtengdo da
diluicdo 10", sendo as demais diluicdes decimais preparadas a partir desta. Na
técnica do NMP, para semear a diluigdo 10°, 10 mL da diluicdo 10" foram
adicionados a 10 mL de Caldo Lauril Sulfato (Acumedia) preparado com o dobro da
concentracdo recomendada pelo fabricante. Um mL de cada diluicdo subsequente
foi semeado em uma série de trés tubos de ensaio contendo tubos de Durham com
10 mL de Caldo Lauril Sulfato. Os tubos foram incubados a 37°C por 48 horas. Apos
a incubacgao, as diluicbes que apresentaram formacéo de gas foram repicadas para
tubos de ensaio com 10 mL de Caldo Bile Verde Brilhante (Acumedia) com tubos de
Durham e incubadas a 37°C por 48 horas. Os tubos de cada diluigado foram contados
considerando a formagédo de gas e os resultados foram obtidos com uso de uma
tabela para NMP.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os patotipos EPEC e EHEC utilizados para a realizacdo do trabalho
permaneceram viaveis no doce de leite pastoso por 2 e 5 dias, respectivamente
(Tabela 1). Nao houve crescimento de microorganismos nos controles negativos.

Tabela 1. Contagem de Escherichia coli em doce de leite experimentalmente
contaminado.

Microrganismo Contagem de E. coli (NMP/g)
Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 5 Dia 10
EPEC 110 11000 210 aus.* aus. aus.
EHEC 110 210 110 110 24 aus.

*aus. =auséncia de E. coli

As duas cepas de Escherichia coli cresceram no doce de leite pastoso até
o primeiro dia de estocagem, sendo que a EPEC apresentou crescimento mais
intenso que EHEC. Por outro lado, o declinio populacional da EPEC foi mais rapido
do que o observado na EHEC. O comportamento distinto das duas cepas é
indicativo de que as adaptagcbes ao ambiente proporcionado pelo doce de leite
pastoso sao diferentes entre EPEC e EHEC.

Hentges et al. (2010) avaliaram a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 nesse
alimento e verificaram que, na concentracdo inicial de 10" células bacterianas/g de
doce, a bactéria pode ser isolada do alimento até 10 dias apos a contaminagao. No
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presente estudo, as cepas bacterianas estudadas sobreviveram por periodos mais
curtos, apesar da concentragdo inicial um pouco mais alta, de 10% células/g. A cepa
de EHEC, embora tenha apresentado crescimento inicial menos espetacular que
EPEC, parece ser menos sensivel as adversidades do meio, mantendo células
viaveis no alimento até cinco dias de estocagem. Este fato, aliado a dose infectante
de EHEC, que pode ser tdo baixa quanto 10 células bacterianas (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2009), ressaltam a importancia da investigacdo do
comportamento destes patégenos em doce de leite pastoso.

4 CONCLUSAO

Escherichia coli enteropatogénica e enteroemorragica sao capazes de
permanecer viaveis no ambiente proporcionado pelo doce de leite pastoso. A
sobrevivéncia desses patdgenos durante dias neste tipo de alimento evidencia a
necessidade de rigorosos cuidados na fabricagdo e manuseio do doce de leite
pastoso.
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