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Resumo 

A sobrevivência de Escherichia coli O157:H7 em iogurte integral e desnatado 

estocado em refrigeração a 4,0°C ± 2,0°C foi pesquisada durante 30 dias. 

Uma cultura comercial liofilizada mista (2:1) de Streptococcus thermophilus 

and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus foi utilizada para a produção do 

iogurte. Os iogurtes foram produzidos com dois tipos de matéria-prima: leite 

integral (3,4% v/v teor de gordura) e desnatado (<0,5%v/v teor de gordura). 

Para cada tratamento foi obtido o grupo controle e o iogurte inoculado com 

Escherichia coli O157:H7 (CDC EDL-933) com uma population de 4,36 log 

UFC/mL. Durante os 30 dias de estocagem a enumeração de S. thermophilus e 
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L. delbrueckii subsp. bulgaricus foi de 8-9 log UFC/mL em todos os 

tratamentos. E. coli O157:H7 não foi detectável a partir do quinto dia em 

ambos os tipos de iogurtes. Esses resultados revelam que o crescimento de E. 

coli O157:H7 foi inibido durante o período de estocagem e que o patógeno 

permaneceu viável por poucos dias na fase lag. Não foi detectado diferença 

aparente entre pH e acidez titulável entre os tipos de iogurte. O pH do iogurte 

imediatamente após a fermentação foi de 4,7-4,8 e caiu até 4,3-4,4 ns últimas 

semanas de estocagem. O percentual de ácido lático foi inicialmente de 0,66 e 

0,68 para iogurte integral e desnatado, respectivamente. Os resultados 

indicam que não houve diferença entre iogurtes com diferente teores de 

gordura (integral e desnatado) sobre as populações de bactérias ácido láticas e 

E coli O157:H7 e embora as contagens do patógeno tenham decrescido 

continuamente, sua presença foi detectada até o quarto dia de estocagem. 

Palavras-chave: Escherichia coli O157:H7; sobrevivência microbiana; iogurte; 

leite fermentado; bactéria ácido lática. 

 

Survival of Escherichia coli O157:H7 in yoghurts contaminated post-

fermentation 

 

Abstract 

The survival of Escherichia coli O157:H7 in whole and skimmed yoghurt was 

investigated during 30 days of storage under refrigeration at 4.0°C ± 2.0°C. A 

commercial lyophilized mixed (2:1) culture of Streptococcus thermophilus and 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus was used for the yoghurt 

production. Yoghurts were manufactured from two kinds of raw milk: whole 

milk (3.4% v/v fat content) and skimmed milk (<0.5%v/v fat content). From 

each treatment were obtained the control and the yoghurt inoculated with 

Escherichia coli O157:H7 (CDC EDL-933) at a population of log 4.36 CFU.mL-1. 

During the 30 days of storage the enumeration of S. thermophilus and L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus were log 8-9 CFU.mL-1 to all treatments. E. coli 

O157:H7 was undetectable at day 5 in both whole and skimmed yoghurt. 
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These results reveal that growth of E. coli O157:H7 was inhibited during 

storage period and the pathogen was kept alive for few days in lag phase. The 

pH and titratable acidity did not reveal apparent difference among yoghurt 

types. The pH of yoghurt immediately after fermentation was 4.7-4.8 and 

dropped until 4.3-4.4 in the last weeks of storage. The acid lactic percentage 

was initially 0.66 and 0.68 for whole and skimmed yoghurt, respectively. 

Results indicated that effects of the yoghurt with low or whole fat were not 

different on starter lactic acid bacteria and E coli O157:H7 populations and 

although the pathogen counts decreased continually, they were detectable 

until four days during storage. 

Keywords: Escherichia coli O157:H7; microbial survival; yoghurt; fermented 

milk; lactic acid bacteria. 

 

Introdução 

 

 Os alimentos fermentados foram considerados durante um longo período 

como alimentos seguros devido a seu baixo pH e capacidade de inibição de 

micro-organismos. Após vários surtos, entretanto, a presença de patógenos 

causadores de doenças transmissíveis por alimento em tais produtos tem se 

tornado uma grande preocupação nas décadas recentes (1, 35). 

 Escherichia coli O157:H7 é um importante patógeno causador de 

doenças transmissíveis por alimento. Pode ser definido como um membro do 

grupo enterohemorrágico (EHEC) e pode causar algumas doenças graves, 

como a colite hemorrágica, trombocitopenia trombótica púrpura e síndrome 

urêmica hemolítica. Crianças e idosos fazem parte do grupo mais susceptível a 

sua patogenicidade (8, 24, 34). A grande resistência ao ácido de E. coli 

O157:H7 é considerada uma das principais causas de surtos em alimentos 

fermentados contaminados. Sua capacidade de infectar com doses mínimas de 

até 10 UFC/mL é também um importante mecanismo de doenças infecciosas e 

surtos de alguns alimentos fermentados com baixos níveis do patógeno podem 

estar associados com um possível efeito protetor da gordura (1, 6, 15, 20). 
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 Tem ocorrido um aumento no número de estudos para determinar a 

sobrevivência de E. coli O157:H7 em vários leites fermentados disponíveis no 

mercado em todo o mundo (5, 10, 11, 26, 30). Isso é essencial para a saúde 

pública porque com esses conhecimentos será possível realizar um valor 

preditivo mais acurado sobre a segurança dos leites fermentados. 

 Iogurte é um alimento fermentado altamente consumido em todo o 

mundo. O procedimento de produção é diferente de acordo com os 

consumidores regionais, com algumas variações nos constituintes e no tipo de 

Bactéria Ácido Lática (BAL) ou nas concentrações usadas nas culturas 

iniciadoras (3). Iogurte foi considerado um alimento seguro por muitos anos. 

Esse conceito foi revisto após um surto de Escherichia coli O157:H7 

relacionado com o consumo de iogurte produzido localmente no Reino Unido, 

envolvendo principalmente crianças (25). 

 A sobrevivência de E. coli em iogurte é dependente de muitas variantes 

tais como o tipo de cepa, a dose do inoculo, o estágio de contaminação (pré ou 

pós-fermentação) e o tipo de bactéria ácido lática utilizado (5, 11, 18, 19, 21, 

22, 23, 26, 27, 31, 32). 

 A despeito do conhecido efeito protetor da gordura sobre patógenos 

como E. coli (20), não há referência específica quanto ao aumento do risco de 

doenças transmissíveis por alimento pelo consumo de iogurte contaminado 

desnatado comparado com iogurte integral. 

 O objetivo desta pesquisa foi determinar a sobrevivência de E. coli 

O157:H7 em iogurte desnatado e integral durante 30 dias de estocagem sob 

refrigeração a 4,0°C ±2. 

 

Material e Métodos 

 

Ácido lático iniciadoras – uma cultura comercial liofilizada mista (2:1) de 

Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

denominada YC-X11 – Yo-Flex® (Chr. Hansen Ltda) foi usada para produção 

do iogurte. A cultura mista foi diluída em um litro de leite em pó desnatado 
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reconstituído esterilizado, agitada para homogeneização e imediatamente 

usado em percentagem de inoculação de 50U DVS para 500 litros de leite. 

 Preparo do inóculo de Escherichia coli – Escherichia coli O157:H7 (CDC 

EDL-933) foi obtida da coleção de cultura do Instituto Nacional de Controle de 

Qualidade em Saúde, Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. 

 O organismo foi inoculado em Ágar Nutriente (Merck®, Darmstadt, 

Germany) e incubado a 37°C durante 24 horas. A cultura foi transferida para 

solução salina esterilizada (0,85% p/v, NaCl (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil)) 

com uma alça de platina até que a concentração alcançasse escala 0,5 de 

MacFarland. Uma suspensão de um mililitro de E. coli foi inoculada 

imediatamente pós-fermentação em 750 mL de iogurte. O nível de inoculação 

obtido foi de log 4,36 UFC/mL. 

 Produção de iogurte – Leite cru (4,5 litros distribuídos em erlenmeyer 

com 750 mL) foi aquecido a 83°C durante 30 minutos em banho-maria, 

resfriado imediatamente em banho com gelo a 45°C e inoculado com a cultura 

do iogurte. Após homogeneização, as amostras foram incubadas em banho-

maria a 45°C até que sua acidez alcançasse 0,65% de ácido lático ou pH 4,8. 

 Tipos de iogurte – Os diferentes tipos de iogurte foram manufaturados 

com dois tipos de leite cru: leite integral (3,4% v/v de gordura) e leite 

desnatado (<0,5% v/v gordura). Cada tipo foi dividido em partes iguais após a 

fermentação. A metade foi inoculada com Escherichia coli O157:H7. O iogurte 

remanescente foi utilizado como controle negativo. Amostras (50 mL) foram 

transferidas para potes de iogurte de prolipropileno estéreis, identificadas e 

estocadas refrigeradas a 4,0°C ± 2,0 durante 30 dias. 

 Análises bacteriológicas – A qualidade bacteriológica do leite cru foi 

determinada pela contagem total em placas de aeróbios mesófilos, com 

diluições seriadas do leite em solução salina peptonada estéril (0,1% p/v de 

peptona (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil), contendo 0,85% p/v de NaCl) e 

técnica de plaqueamento em profundidade com o meio Ágar Padrão para 

Contagem (Merck®, Darmstadt, Germany). 
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 Imediatamente após a pasteurização, uma amostra foi coletada para 

assegurar sua qualidade através de contagem em placas de aeróbios mesófilos 

e verificação da ausência de coliformes totais e termotolerantes através do 

método padrão de Número Mais Provável (NMP) (2). 

 A enumeração de bactérias ácido láticas foi realizada através de diluições 

seriadas do iogurte em solução de citrato de sódio 2% (Vetec®, Rio de 

Janeiro, Brasil) (29) e técnica de plaqueamento em profundidade nos seguintes 

meios: Agar M17 (Himedia®, Mumbai, Índia) para S. thermophilus e Agar MRS 

(Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) para L. delbrueckii subs. bulgaricus. O 

primeiro foi incubado aerobicamente a 42°C (33, modificado) durante 48 horas 

e o segundo em jarra de anaerobiose com atmosfera de CO2 a 37°C durante 

48 horas. As análises foram realizadas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20 e 30 

dias após a produção. 

 E. coli O157:H7 foi enumerada através de diluição seriada do iogurte em 

solução salina peptonada e plaqueamento em profundidade em meio VRBA 

(“Violet Red Bile Agar”, Merck®, Darmstadt, Germany). A contagem das placas 

foi realizada após incubação aeróbica a 37°C durante 24 horas. Populações 

viáveis de E. coli O157:H7 foram determinadas diariamente a partir do dia zero 

até a ausência de detecção. 

 Foram realizados esfregaços das colônias das placas e coloração pelo 

método de Gram para confirmação da morfologia bacteriana específica por 

microscopia de imersão. Todas as análises foram realizadas em duplicata e os 

resultados foram a média de cada contagem. 

 Análise de pH e acidez titulável – O pH e a acidez titulável do leite e 

iogurte foram monitorados a temperatura ambiente durante todos os dias de 

análise microbiológica. O pH foi medido com um peagômetro Quimis (Modelo 

Q-400A, Brasil) em 10 mL de alíquotas retiradas dos frascos. O eletrodo do pH 

foi calibrado com solução tampão (Merck®) de pH 4,0 e 7,0. Para medir a 

acidez titulável, 10 mL das amostras foi titulado com 0,111 NaOH após a 

adição de 0,5 mL de fenolftaleína até que a cor apresentasse tom levemente 
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rósea persistente. O NaOH em mL foi registrado e os resultados foram 

expressos em termos de porcentagem de ácido lático. 

 Análise estatística – o experimento foi procedido em triplicata. Os dados 

bacteriológicos foram convertidos para log UFC/mL antes da análise estatística. 

Diferenças nas contagens bacterianas, acidez e pH foram testadas através da 

análise de regressão. 

Resultados e Discussão 

 

 A qualidade bacteriológica do leite usado na manufatura foi inicialmente 

determinada. A contagem total em placas do leite cru foi 4,64 log UFC/mL. O 

leite pasteurizado apresentou redução dos níveis de contagem total em placas 

para 1,47 log UFC/mL. Os coliformes totais e termotolerantes apresentaram 

níveis não detectáveis (<0,3 NMP/mL). O pH do leite cru integral e desnatado 

foi 6,88 ± 0,05 e 6,88 ± 0,06, respectivamente, e o ácido lático foi de 0,15% 

±0,01 em todos os tipos de leite. Analisando-se esses resultados, concluiu-se 

que o leite se encontrava dentro dos padrões de qualidade vigentes. 

Não houve diferença significante entre as contagens de bactérias ácido 

láticas nos iogurte integral e desnatado com ou sem contaminação por E. coli 

O157:H7. Durante os 30 dias de estocagem as contagens permaneceram entre 

log 8-9 UFC/mL em ambos S. thermophilus (Fig. 1) e L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus (Fig. 2). Embora iogurte seja consumido em grande parte do 

mundo, preferências regionais necessitam ser melhor estudadas. Considerando 

que a cultura comercial iniciadora utilizada nesse experimento foi a mesma 

usada em muitas indústrias locais brasileiras, os achados corroboram os 

encontrados por Birollo et al. (3), que encontraram uma preferência por S. 

thermophilus dominante como iniciadoras industriais na Argentina. Esse fato 

indica uma possível preferência característica no Mercado Comum 

Sulamericano (MERCOSUL) em usar baixas proporções de L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus em cultura iniciadora de iogurte. O lactobacilo é o principal 

responsável pela produção de aroma no iogurte (28), porém também é 

responsável pelo contínuo aumento da concentração de ácido lático durante a 
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estocagem refrigerada (9). Assim, a opção dos produtores locais pode ser 

reduzir o problema da pós-acidificação em detrimento do aumento do aroma. 

 

 

dias de estocagem 

Fig. 1. Representação gráfica dos resultados das contagens de Streptococcus 

thermophilus em iogurtes estocados a 4°C: integral contaminado com 

E. coli O157:H7 (  ); desnatado contaminado com E. coli O157:H7 (  ); 

integral não contaminado (   ); desnatado não contaminado (×). 

 

 O pH e a acidez titulável não apresentaram diferença entre os 

tratamentos. O pH do iogurte imediatamente após a fermentação foi de 4,8 e 

caiu até 4,3-4,4 nas últimas semanas de estocagem. A porcentagem de ácido 

lático foi inicialmente de 0,66 e 0,68 para iogurte integral e desnatado, 

respectivamente. 

 E. coli O157:H7 sobreviveu em iogurte integral e desnatado até quatro 

dias de estocagem não sendo detectável no quinto dia (Fig. 3). A população 

inicial foi de 4,36 log UFC/mL e a contagem decresceu cerca de 1 log por dia a 

partir do segundo dia. Com base nos resultados encontrados pode-se afirmar 

que o crescimento de E. coli O157:H7 foi inibido durante o período de 

estocagem e o patógeno foi mantido viável por poucos dias na fase lag, 

denotando pouca capacidade de crescimento nessas condições. 
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dias de estocagem 

 

Fig. 2. Representação gráfica das contagens de Lactobacillus bulgaricus em 

iogurtes estocados a 4°C: integral contaminado com E. coli O157:H7 (  ); 

desnatado contaminado com E. coli O157:H7 (  ); integral não 

contaminado (   ); desnatado não contaminado (×). 

  

 

dias de estocagem 

Fig. 3. Representação gráfica das contagens de E. coli O157:H7 em iogurtes 

integral (    ) e desnatado (   ) estocados a 4°C.  

 

C
on

ta
ge

m
 b

ac
te

ria
na

 lo
g 

U
F

C
/m

L 
C

on
ta

ge
m

 b
ac

te
ria

na
 lo

g 
U

F
C

/m
L 



BASTOS, P.A.M.B. et al. Sobrevivência de Escherichia coli O157:H7 em iogurtes contaminados 
pós-fermentação. PUBVET, Londrina, V. 7, N. 16, Ed. 239, Art. 1576, Agosto, 2013.  
 

 A mesma cepa de E. coli O157:H7 usada no presente estudo (CDC EDL-

933) foi testada em algumas pesquisas envolvendo comparação de alimentos 

com diferentes teores de gordura. O conteúdo de gordura não influenciou a 

contagem populacional de E. coli O157:H7 (ATCC 43895 e outros) em linguiça 

tipo “Beef Summer Sausage” com aproximadamente 8 e 17% de conteúdo de 

gordura (16). Govaris et al. (17) relataram diferença na sobrevivência de E. 

coli O157:H7 (uma mistura de EDL-932 e EDL-933) log 5,6 UFC\mL em iogurte 

de soro de leite, iogurte de leite de vaca e iogurte de leite de ovelha em 

contaminação pós-fermentação. O patógeno decresceu a um nível indetectável 

após 17, 14 e 12 dias em iogurte de leite de ovelha, iogurte de leite de vaca e 

iogurte de soro de leite, respectivamente. Todos os produtos tiveram 

contagens de E. coli O157:H7 significativamente diferentes (P<0,05) após dois 

dias de estocagem a 4°C. Os autores sugerem que essas taxas de 

sobrevivência diferentes podem ser devido a diferença na composição do leite, 

pois nenhum efeito das BAL ou mudança de pH foi detectado. Na verdade, 

algumas dessas diferenças poderiam estar na gordura, com leite de vaca, leite 

desnatado de vaca e leite de ovelha apresentando 3,8; 0,3 e 7,2 de 

porcentagem de gordura, respectivamente. Entretanto, o teor de gordura 

deste estudo foi similar àquele do leite de vaca e leite de vaca desnatado, 

porém não os resultados, que não apresentaram diferença significativa na 

sobrevivência E. coli O157:H7 tanto em iogurte integral quanto desnatado. No 

experimento de Geornaras et al. (14) não houve diferença aparente no efeito 

antimicrobiano de ε-Poli-lisina contra E. coli O157:H7 (ATCC 43985 entre uma 

mistura de cepas) em extratos de leite integral e livre de gordura, concluindo 

esses autores que o teor de gordura não influenciou a atividade desse 

antimicrobiano. Uma possibilidade para esses achados pode ser que o teor de 

gordura do iogurte integral não seja suficiente para proteger a bactéria 

patogênica do ambiente lesivo, uma vez que os achados de influência da 

gordura sobre a redução das populações de E. coli O157:H7 foram 

determinados em alimentos com altos teores de gordura como linguiça 
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calabresa e “jerked beef” com 30 e 20% de gordura, respectivamente (12, 

13). 

 A grande variedade de possibilidades nos estágios de contaminação, 

nível do inoculo e adaptação ao ácido de células de E. coli O157:H7 no iogurte 

são algumas das questões abordadas por pesquisadores na literatura científica. 

EHEC O157:H7 

sobreviveu melhor em iogurte batido quando contaminada no estágio de pós-

fermentação em oposição à pré-fermentação (22). Maiores chances de 

sobrevivência de células ácido adaptadas de E. coli O157:H7 (107 UFC/mL) 

foram observadas quando inoculadas na pós-fermentação em contraste com as 

que não o foram. No primeiro caso a bactéria foi detectável até 22 dias de 

estocagem e no segundo 18 dias (31). Hsin-Yi e Chou (19) pesquisaram a 

sobrevivência de E. coli O157:H7 (ATCC 43985 e ATCC 43889) ácido adaptada 

e não ácido adaptada em iogurte comercial com baixos teores de gordura 

inoculado com 6,0 log UFC/mL. O pH inicial foi 3,9 e ambas as cepas 

declinaram durante a estocagem a 7,0°C. A cepa ATCC 43889 não foi 

detectável com quatro e cinco dias para células ácido adaptadas e não ácido 

adaptadas, respectivamente. A cepa 43895 foi mais resistente, sendo 

detectável até o sexto dia de estocagem em ambos os casos. Em outra 

pesquisa com E. coli O157:H7 (E-D10) foi detectada a capacidade do patógeno 

sobreviver durante sete dias quando iogurte pré-fermentação (2% de cultura 

iniciadora) foi contaminado com inóculo de 103 e 107 UFC/mL, sendo o 

primeiro inóculo reduzido de log 3,04 (pós-fermentação) para 2,72 (23). Em 

um experimento com inóculos de E. coli O157:H7 (EDL 931) a uma 

concentração de 102, 104 e 106 UFC/mL em iogurte pré-fermentado, as 

culturas iniciadoras foram 2% (v/v) e as contagens de BAL estiveram em torno 

de 109 UFC/mL durante todo o período estudado. No tempo de fermentação 

(em torno de três horas) o patógeno aumentou 1 log e o pH alcançou 4,6. O 

tempo de eliminação de E. coli O157:H7 foi de 48 h para 102 e 104 UFC/mL e 

de 72 h para 106 UFC/mL (21). 



BASTOS, P.A.M.B. et al. Sobrevivência de Escherichia coli O157:H7 em iogurtes contaminados 
pós-fermentação. PUBVET, Londrina, V. 7, N. 16, Ed. 239, Art. 1576, Agosto, 2013.  
 

 Embora existam relatos em estudos sobre BAL que apontam para a 

existência de uma série de fatores antimicrobianos como as bacteriocinas, para 

Adams e Mitchell (1), a produção de altos níveis de ácido orgânico e o 

conseqüente decréscimo do pH são a principal contribuição inibitória das 

bactérias ácido láticas durante a fermentação lática. Os autores alertam sobre 

a necessidade de uma grande superioridade numérica de BAL sobre qualquer 

patógeno presente no alimento fermentado. Os níveis de S. thermophilus e L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus na presente pesquisa (cerca de 108-109 UFC/mL 

cada) são numericamente bem maiores que a população de E. coli O157:H7 

(104 UFC/mL), e podem ser uma  explicação para a diminuição da viabilidade 

do patógeno. O efeito inibitório de BAL é uma das razões para o 

estabelecimento de uma concentração mínima de bactérias ácido láticas em 

iogurte em muitos países do mundo. No Codex Alimentarius e o Padrão de 

Identidade e Qualidade para Leites Fermentados no Brasil há exigência de uma 

população mínima de 107 UFC/mL para bactérias ácido láticas totais (4, 7). 

 O aumento do consumo de iogurte desnatado no mercado está 

relacionado à procura de alimentos saudáveis pela população, porém não há 

muitos conhecimentos acerca de sua especificidade. Na presente pesquisa 

foram seguidos os procedimentos das manufaturas locais de iogurte a fim de 

que os resultados possam ser utilizados com mais precisão em uma 

caracterização de risco. A grande variedade de condições e manipulação dos 

fabricantes, entretanto, dificulta estabelecer qual o nível de uma contaminação 

natural do patógeno. Nesse estudo foi usado um nível de inóculo de E. coli 

O157:H7 relativamente baixo (104 UFC/mL) em uma contaminação pós-

fermentação. Esse estágio do processamento é uma fonte potencial de 

contaminação em função do alto manuseio usado em pequenos laticínios 

durante a produção e envase. É importante lembrar que doses infectantes 

menores que aquelas utilizadas nesse estudo podem causar doenças 

alimentares (15, 20) e devem ser consideradas em outros experimentos. 

 Concluindo, embora as contagens do patógeno tenham caído 

continuamente, a sobrevivência de E. coli O157:H7 foi detectada até o quarto 
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dia de estocagem, e isso pode ser um problema em pequenos laticínios locais, 

pois iogurtes produzidos recentemente são mais rapidamente disponíveis no 

mercado da região. O conteúdo de gordura do iogurte integral não foi 

suficiente a ponto de causar maior proteção sobre E. coli O157:H7 quando 

comparado com iogurte desnatado e esse resultado permite o uso de modelos 

preditivos baseados no conhecimento corrente sobre ambos os tipos de 

iogurte. 
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