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RESUMO

A presenca de certos microrganismos nos alimentos ou de metabolitos originados durante sua multiplicacéo pode darslugdera varia
midades no homem: as intoxicacdes e as infec¢des alimentares. Dentre os agentes causadores das Enfermidades Trarismitidas por Al
tos encontra-se Wibrio cholerae01. Estudou-se no presente trabalho a radiossensibilidadteo de quatro cepas dé cholerae01,
submetidas ao tratamento com diferentes doses de radiacado ioniZ40® decompararam-se 0s resultados obtidos com dados da litera-
tura relacionados a problemas de veiculacéo alimentar de bactérias patogénicas, incluindo a agua.

UNITERMOS: Vibrio cholerag Doencas por alimentos; Radiacdo ionizante.

INTRODUCAO supressao/inativacdo do suco gastrico, o nimero é meherl(t0
bactérias/g ou ml); assim, assume-se que o pH estomacal € uma
esde 1991, &fbrio choleraetem sido uma das maioresbarreira natural & doenca, pois € capaz de inativar esta bactéria an-
D preocupacfes para as autoridades de Saude Publicaesajue ela alcance o intestinmpedindo a doenca, que ocorre por

regido latino-americaffapois nesse ano a sétima pandemisua fixacao, multiplicacdo e consequente producao de toxina coléri-
de cdlera se estendeu a regido, atingindo populacdes previameatem nivel intestinal.
intocadas pelo biotipo El Tor. A célera epidémica reapareceu na As formas de controle desta bactéria possiveis em situa-
América Latina apés um século de ausénitial’ A possivel apli- ¢des epidémicas séo vérias: cloracdo da agua potavel; coccao ade-
cacao de vacina como forma de controle da doenca e protecagudada dos alimentos que a possam veicular; acidificacdo de alimen-
populacéo é tema de estudo e discugs@stras formas de contro- tos, entre outr&®® Entretanto, alimentos que séo consumidos sem
le incluem fatores que interferem com o agente no meio ambientmecao prévia e/ou acidificacdo, como as ostras e verduras, podem
nos alimentds® veicular a doenca ao homerf importante assinalar que esta bacté-

O V. choleraeé classicamente considerado como dea pode se adaptar em ecossistema marinho, em especial na costa,
veiculagdo hidrica e pode permanecer viavel por 10 a 13 dias @mde se encontram os moluscos bivalves. Aguas superficiais conta-
agua do mar a temperatura ambiente, e acima de 60 dias quanidadas sdo veiculos da bactéria ao homem, seja pelo consumo di-
sob refrigeracéo. Esta bactéria sobrevive melhor na 4gua do maretio ou indireto, como exemplo por contaminacéo de frutas e verdu-
gue nos alimentos, embora estes Ultimos ndo devam ser despmegapor agua de irrigagao
dos como agentes veiculadores desta bactéria ao Réndeper- Em 1992, foi realizada uma consulta conjunta OPS-OMS/
manéncia dd/. choleraeEl Tor em agua mineral engarrafada esttAEA/FAO-ONU®2 sobre o uso de irradiacdo como medida de inter-
entre 1 e 19 didsNa presenca de NaClMocholeraese desenvolve vencédo de salde publica para o controle das Enfermidades Trans-
guando este sal estd em concentracdes de 5 a 15 mM, emborardtigdas por Alimentos na América Latina e Caribe, que, entre ou-
bém possa se desenvolver e multiplicar na sua auséncia tras, concluiu que “a irradiacéo € um método especial para a desin-

A quantidade de células viaveis necessarias para deseffieecdo e descontaminacéo de alimentos sélidos, especialmente aque-
dear a doenca no homem é elevada: nas pessoas que apresentdds pide sdo consumidos crus ou sem coccao completa”.
estomacal normal sdo necessarids-100° bactérias/g ou ml do O objetivo deste trabalho foi estudar a radiossensibilidade
alimento ou bebida, enquanto em pessoas gastrectomizadas ouinaritro de diferentes cepas 8rio cholerae01, em meio minimo

* Parte da Dissertacéo de Mestrado, Moraes, |. R. Estudo da Sensibilidade do Vibrio cholerae 01 a Radiacdo Gama de @&JiiCawo @ Ostras (Crassostrea
brasiliana), Artificialmente Contaminadas. Projeto IAEA/IAL/CNEN. S&o Paulo, 1996. Tese (Mestrado) — IPEN — USP.
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APA (Agua Peptonada Alcalina) por tratamento com diferentes doses
de radiacao ionizante (0 kGy; 0,5 kGy e 1,0 kGyy%d®, para

As colbnias com caracteristicas \decholeraeem meio
IAL foram testadas para oxidase, (“Spot Test” — Oxidase Reagent,

avaliacdo de medida de controle deste contaminante patogénicoDifi® Laboratories), e sorologia polivalente\deholeraedl (IAL-
moluscos bivalves. Para o calculo desta radiossensibilidade, foi {&R-Lote 20, data de fabricacéo 10/4/95).

do o valor médio de [ ou seja, o valor requerido para eliminar

Foram caracterizadas coiiacholeraeas coldnias sacarose

90% da populacao bacteriana inicial, ou diminuir a populacdo enf+), glicose (+) sem producdo de gas, urease (-), L — tripto-

década logaritmi¢a

fanodesaminase (-), H2S (-), oxidase (+), crescimento a 0 e 1% de

NaCl e reacao soroldgica polivalente (+), considerando os respecti-

MATERIAL E METODO

vos controles de meios, reagentes e anti-soros com cepa padréo de

V. cholerae01, e auséncia de auto-aglutinacédo, tanto na cepa con-

Descricéo das Cepas Utilizadas - as cepsibde cholerae
utilizadas no presente trabalho foram obtidas liofilizadas, na Se¢éo

trole como nas obtidas das culturas sob teste.
A quantificagcdo do nimero de células viaveis foi baseada

de Colecdo de Culturas do Instituto Adolfo Lutz — Sdo Paulo. Sé@s diluicdes positivas em caldo APA. Esta quantificacéo foi reali-
elas, conforme indicado pela Secéo de procedéncia Atholerae zada a partir dos tubos que foram irradiados (0,5 e 1,0 kGy), como
01 — Nao-Toxigénico — Isolada de agua do mar da costa marinhalde ndo-irradiados (0 kGy — tubos controle).

litoral de S&o Paulo, 197¥%; choleraed1 - Inaba Ref. 008 - Isolada
de caso humano de célera no Peru, 199tholerae01 - Ogawa
Ref. 124 — Isolada de caso humano de célera na Bolivia, 1992; e
cholerae01 — Classico — Ogawa Ref. VC 12 - | A.L.

Célculo da [ — conforme descrito em Jay

Irradiacdo — utilizou-se o irradiador €0 modelo

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com cada uma das cepas estao descritos
nas Tab. 1\( choleraeD1 - n&o toxigénico), 2/(choleraed1 — El Tor
— Inaba 008), 3 choleraed1 - El Tor - Ogawa 124) e ¥. cholerae

Gammacell 220, Atomic Energy of Canada Limited (AECL), Otawazlassico — Ogawa V.C12). Os valores geeStao expressos na Tab. 5.

Canada, da Coordenadoria de Aplicacdes na Engenharia e Indus-
tria, IPEN-CNEN/SP.

Segundo os dados das tabelas, a radiacdo diminuiu drasti-
camente a contagem de células/mf.dioleracd1 — ndo-toxigénico,

A dosimetria da fonte foi realizada previamente, segundendo os valores das médias aritméticas e desvios padrbes para as

metodologia de Fricke; Hart

doses de 0,5 kGy e 1,0 kGy, respectivamente, significantes, de acor-

As amostras foram colocadas dentro da camara de irradia-com o teste dede Student, para os testes realizados.

¢do cilindrica medindo 14,5 cm de didametro e 20 cm de altura e
irradiadas em condicdes normais de trabalho.

Da andlise dos resultados obtidos com as diferentes cepas de
V. cholerael1, observa-se que o tratamento com a dose de 1,0 kGy é

Dependendo do més da irradiacdo, o tempo de exposigdtatisticamente superior para a reducdo da concentracéo inicial dos
para atingir uma determinada dose era corrigido, levando-se em eoicrorganismos testados, quando comparado com a de 0,5 kGy.

sideracdo a queda da radioatividad&@o (T 1/2 : 5, 263 anos). As

Observa-se, pelos dados da Tab. 5, que os valores médios de

células bacterianas foram irradiadas em suspensao, em tubos de Migrobtidos para as diferentes cepa¥.deholeraedl1 variaram entre

de 12x120 mm contendo 5 ml, mantidos em posi¢céo vertical nOMO0 kGy e 0,13 kGy. Estes resultados séo da mesma ordem de grandeza
suporte de plastico. A taxa de dose média utilizada foi calculada gme os encontrados por outros autores. Segundo*Rabi@lor de

Gy/h; para avaliacdo estatistica dos resultados de radiossensibilidageybtido paraV. cholerae01 (sorotipo Ogawa) foi de 0,1015 kGy.

foram realizados pelo menos trés testes para cada uma das cepas.
Preparo das Amostras — 0s ensaios microbioldgicos foram
realizados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Insti-

Tabela 1
tuto Adolfo Lutz (IAL), SP. As cepas débrio cholerag obtidas Radiossensibilidade débrio choleraed1 — ndo-toxigénico — S&o Paulo, 1995.

sob forma liofilizada, foram reativadas em APA (Agua Peptonadixperimento

Alcalina) e incubadas a 35°C por 18 — 20 horas. 5 ml das amostras

com culturas foram distribuidas em 3 tubos de ensaio de 12x120 »
mm, que foram transportados em caixa de isopor a temperatura 3
ambiente. Apés a irradiacdo, foram imediatamente encaminhadas 4

ao laboratdrio e analisadas. Para a quantificacao, prepararam-se, ; ¢

0 kGy Vc/ml | 0,5 kGy Vc/ml | 1,0 kGy Vc/ml
10° 10° 10’
10"° 10° aus.
10" 10’ 10’
10" 10° 10"
(7,8+4,5) x10%| (2,6 +5,0) x10%|(7,5+5,0) x10”

diluicBes seriadas, por transferéncia de 1 ml da diluicdo anterior
para 9 ml de APA, até a diluicado®00s tubos com a cultura inici-
al e suas respectivas diluicbes seriadas foram incubados a 35°C por

Tabela 2
18 - 24 horas. Apos incubacdo, o caldo APA de cada tubo que apkgiiossensibilidade ddbrio cholerae01 - El Tor - Inaba 008. S&o Paulo, 1995.

sentava pelicula caracteristica na superficie e/ou turvacao foi SeBRperimento

ado em superficie de agar TCBS (Tiossulfato-citrato-sais biliares-
sacarose), método de estrias, para caracterizacéo de coldnias sacaros
positiva (colénias amarelas) e incubado a 35°C por 18 - 24 horas.
As coldnias amarelas foram isoladas em meio'1Abm 1% de

NaCl e em agar,N, e TN, (Meio de Cultura Triptcase com 1% de
NaCl e sem NaCl, respectivamente), Ekbtal2.

0 kGy Vc/ml | 0,5 kGy Vc/ml (1,0 kGy Vc/mi
10" 10° aus.
10° 10° aus.
10° 10’ 10°
10" 10° aus.
Xts (5,5+5,2) x10”| (2,6%5,0) x10°% | (2,5+5,0) x10*
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Tabela 3 nao-toxigénica apresentou maior radiossensibilidade. As doses reco-
Radiossensibilidade ddbrio cholerae01 - El Tor - Ogawa 124. S&o Paulo, 1995mendadas para o tratamento das ostras e outros moluscos bivalves é
Experimento | 0 kGy Ve/ml | 0,5 kGy Ve/ml| 1,0 kGy Ve/ml  de 1,0 kGy par&ibrio spe de 3,0 kGy par@almonella spf, compa-
1 10" 10° 10° tiveis com as doses empregadas no presente trabalho no que se refere
2 10"° 107 aus. ao Vibrio sp. Observa-se que a dose de 3,0 kGy é recomendada com
3 10" 10° aus. base na sensibilidade de outras bactérias patogénicas, notadamente &
4 10° 10° aus. Salmonella sppque pode apresentar maior resisténcia do que as
X+S (7,8+4,5) x10%|(5,5+5,2) x10%|(2,546,0) x10°  Vibrionaceaé Ainda, a radiacdo usada deve considerar 0 nimero

méaximo do microrganismo em questao, presente no produto a ser

irradiadd. Em 1992, a OPS-OMS/IAEA/FAO-ONtrecomendou
Tabela 4 gue se realizassem estudos para avaliar a funcéo da irradiacdo no

Radiossensibilidade ddbrio choleraeClassico - Ogawa V.C 12. S&o Paulo, 1995c0ntrole de agentes de Enfermidades Transmitidas por Alimentos,

Experimento| 0 kGy Vc/ml | 0,5 kGy Vc/mi[ 1,0 kGy Ve/ml assim como a necessidade de que os governos elaborassem regula:
1 10° 10° 102 mentos técnicos que autorizassem e normalizassem a utilizagao da

5 10 10° aus. irradiagéo como medida de intervengdo em Salde Publica na Améri_—
3 10'° 10° aus. ca Latina e Caribe. Os dados levantados por este trabalho, que utili-
zou cepas isoladas na América do Sul, assim como os constantes nas
literaturas citadas, comprovaram a pertinéncia e adequacidade do uso

Observaciio - Legenda das tabelas de 1 a 4: da,radiac;éo no controle dg doencas de veiculac;élp~ aIirr~1ent§lr,_ incluida
Ve/mL = Vibrio choleraepor ml; aus = ausente; * = média estatistic& 29Ua- Os resultados obtidos com cepa§~da régiao sao similares aos
das contagens. obtidos com cepas isoladas de outras regiGes geogréficas. Para a reco-
mendacéao legal da aplicacéo da radiagdo como medida de saude pu-
blica, devem ser consideradas as possiveis interferéncias do substrato
ou alimento em que sera aplicado, assim como a diversidade, nature-
za e caracteristicas dos agentes patogéti¢bs

Xts (7,045,2) x107|(4,045,2) x10%|(3,3+5,7) x10"

Tabela 5
Valores médios de Pobtidos para as diferentes cepa¥/idheio cholerae
01, segundo a dose de radiagdo ionizante. Sado Paulo, 1995.

D ~
Ve 01 05KGy - 10 KGy CONCLUSOES
E?_C)Tfrxl'ﬁzg:%os 8]g 81; As quatro diferentes cepas dibrio cholerae01 estudadas
E1-Tor Ogawa 124 0’13 0’11 no presente trabalho mostraram-se sensiveis a a¢do da radiacéo
Classico Ogawa Vc12 0.11 0.11 ionizante dé°Co, quando irradiadas vitro, em meio minimo. Uma

dose de 0,5 kGy foi efetiva na reducao de pelo menos,3lgo-
pulagéo inicial de/. cholerae01. Por sua vez, o tratamento com a
dose de 1,0 kGy, resultou na reducdo da populacao inicial de pelo
FARKAS**, informa que, de acordo com trabalhos realizados na ltéenos 7 log A inativacdo de células das bactérias testadas, portanto,
lia e China, a 3 encontrada pand choleraefoi de 0,11 kGy. é diretamente proporcional a quantidades mais elevadas de radiacéo.

A sensibilidade dos microrganismos a radiac&o, consideran- A utilizacdo da radiacdo ionizante como processo tecno-
do-se mesmo género e espécie, pode diferir/variar em fungdo de cégiso pode contribuir para o controle de doencas causadas por
(bidtipos, sorotipos, origem etc.). As diferencas de resisténcia entreste tipo de bactéria. E uma medida recomendada pelo Codex Ali-
cepas de uma mesma espécie sao geralmente pequenas, e devemeisrius e pela OMS-OPS/IAEA/FAO como intervencao ade-
levadas em conta para efeitos préticos; por outro lado, a resisténcigudela para perigos e riscos microbioldgicos relacionados com o
géneros diferentes pode ser significafizdNeste experimento, a cepaconsumo de alimentos.

Vc 01 =Vibrio cholerae01.

SUMMARY

The presence of some microorganisms in food, or the metabolites originated during their own multiplication, may bringseasesatod
humans: intoxications and foodborne infections. Among the agents that may cause those disease¥jbne @ihdlerae01. In this
experiment, the studies are focused on the radiosensibility in vitro of four strinshuflerae01, exposed to different doses of ionizing
radiation of®®Co. The results are compared with other data related to bacterial foodborne diseases, including water.

UNITERMS: Vibrio cholerag Foodborne disease; lonizing Radiation.

** FARKAS, J. Comunicagao pessoal. Budapest, Hungary : Institute of Preservation and Livestock Products Technology dadfiieetisitlture and Food
Ludustry, 1992.
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