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A Escherichia coli € uma bactéria comum que vive em mutualismo nos
intestinos de seres humanos e outros mamiferos. Contudo, algumas cepas, como a E.coli
0157:H7, séo responsaveis pelo risco de morte por contaminacgéo alimentar. Este estudo
objetivou testar a viabilidade de se empregar a Neutrongrafia como mecanismo de
verificacdo da ocorréncia de bactérias bacilares em vegetais. Escolheram-se 0s vegetais:
batata, pepino e alface, que foram contaminados em diferentes niveis, de forma
controlada, além de alface e pepino in natura. A Neutrongrafia se mostrou uma técnica
vantajosa frente as tradicionais, no que se refere ao tempo de analise, na propor¢édo de
cerca de 3 horas para 24 horas (minimo), respectivamente, ja que ela ndo exige o cultivo
da colbnia de bactérias, em meio adequado de cultura. Concluiu-se que a Neutrongrafia
apresenta aplicabilidade limitada na determinacdo de contaminacdo alimentar em

vegetais, em funcdo da impossibilidade de diferenciar os tipos de bactérias bacilares.
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Escherichia coli is a common bacteria that lives in mutualistic relationship in the
intestine of human beings and other mammals. However, some strains such as E.coli
0157:H7, can cause the death through food contamination. This study aims at
determining the possibility of detecting the presence of these bacteria in vegetables by
Neutron Radiography. The vegetables chosen were: potato, cucumber and lettuce
submitted to different levels of contamination, in a controlled way, besides in natura
lettuce and cucumber. Neutron Radiography proved to have advantages in relation to
analysis time, taking around 3 hours when compared to 24 hours minimum of
traditional techniques, because it does not demand culture in adequate media. It was
concluded that the Neutron Radiography has limited applicability in the determination
of food contamination in plants, due to the impossibility to differentiate of types of

bacteria bacilli.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

1.1 — Generalidades

As bactérias estdo muito presentes em nosso cotidiano — sao responsaveis pela
fermentacdo do iogurte, pdo e cerveja, compdem nossa microbiota intestinal, ajudam a
digerir alimentos e produzem vitaminas. Contudo, as vezes elas também nos trazem
maleficios — os mais evidentes séo as infec¢des e doencas.

Em 1885, o médico alemdo Theodor Escherich descobriu um novo tipo de
bactéria nas fezes de individuos saudaveis. Inicialmente, a bactéria foi nomeada como
Bacterium coli commune, pelo fato de ser encontrada comumente no coélon; em 1895,
ela foi reclassificada como Bacillus coli — por ter a forma de bacilo; posteriormente, foi
renomeada como Escherichia coli, em homenagem ao seu descobridor.

Embora a E. coli viva em mutualismo nos intestinos de seres humanos e outros
mamiferos, algumas cepas sdo responsaveis pela contaminacdo alimentar em humanos.
Mais especificamente, a E. coli 0157:H7 foi identificada como agente patdgeno de um
surto de contaminagé@o gastrointestinal pela primeira vez, em 1982, nos EUA e Japao.
Desde entdo, ela tem sido relacionada a diversos casos isolados e surtos de
contaminacdo alimentar pelo mundo.

Nas Ultimas décadas, a alimentacdo tem sido motivo de preocupacdo em todos 0s
paises. Um grande desafio é adequar a producdo de alimentos a demanda crescente da
populacdo mundial, j& que existem milhdes de individuos famintos nos paises
subdesenvolvidos. Com a globalizac&o, ficaram mais evidentes os problemas relativos a
qualidade dos alimentos para consumo humano. A Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, sigla em inglés de World Health Organization) tem alertado para a necessidade
de se coibir a contaminacdo de alimentos por agentes biolégicos com potencial de
causar danos a saude. Ha varios motivos que explicam a persisténcia ou até o aumento
da contaminacdo dos alimentos. Os criadores usam antimicrobianos para auxiliar na
engorda de aves e suinos, para consumo humano. Essa conduta, embora vantajosa do

ponto de vista econémico, tem sido responsavel pela emergéncia de cepas resistentes de



bactérias patogénicas, como € o caso de Campylobacter jejuni e Salmonella
typhimurium, resistentes a quinolonas.

Recentemente, no ano de 2011, ocorreu um grande surto de contaminagédo
alimentar por E. coli na Europa. Segundo a WHO, nesse surto, ocorreram mais de 30
mortes, além de um grande impacto econémico, pois colheitas inteiras foram destruidas,
para se evitar o consumo, e importacdes de determinados alimentos foram suspensas. O
caso mais marcante foi o embargo pela Alemanha aos vegetais vindos da Espanha, em
especial o pepino. Posteriormente provou-se gque 0s vegetais espanhois ndo eram o0s
causadores do surto, o que gerou tensdo politica entre os dois paises. Inicialmente,
acreditou-se que esse surto tivesse sido causado pela E. coli O157:H7, uma cepa
enterohemorragica da bactéria, mas ha indicios de que esse surto tenha sido causado por
uma nova cepa da E. coli, uma mutacdo mais resistente da bactéria comum. Essa nova
cepa foi nomeada de E coli 0104:H4.

Em maior visibilidade nos ultimos anos, a E. coli O157:H7 é um importante
patdgeno causador de doencas de transmissdo alimentar. Mesmo com incidéncia
consideravelmente menor que as demais cepas de E. coli, ela apresenta sério risco a
salde, sendo fatal em alguns casos, em especial, em idosos e criancas, por terem 0
sistema imunold6gico mais fragil.

Desde sua identificagdo em 1982, a E. coli O157:H7 tem sido apontada como
agente patoldgico de diversos surtos envolvendo colite hemorragica e sindrome
hemolitica urémica (KUNTZ et al, 1999). Nos EUA, de acordo com o CDC, os
alimentos que, com maior frequéncia, estdo relacionados a surtos de E. coli
enteropatogénica (EPEC), no periodo de 1993 a 1997, foram, em primeiro lugar, a carne
bovina e, em segundo, as frutas, saladas e vegetais crus.

Os Ensaios N&o-Destrutivos (END) sdo técnicas de inspecdo de materiais que
ndo danificam ou alteram as caracteristicas fisicas dos mesmos. Existem diversas
técnicas de END, tais como: as radiograficas (radiografia com raios-X, Neutrongrafia e
Gamagrafia), Ultrassonografia e a que emprega liquidos penetrantes. Os END sdo
amplamente utilizados, tanto na area industrial, quanto na area de pesquisa. Atualmente,
¢ comum a utilizacdo dos END na industria petroquimica, na construcdo civil, na
aeronautica e na medicina, dentre outros (CARTZ, 1995).

A Radiografia-X é uma técnica de inspecdo ndo destrutiva que se baseia na
absorcdo diferenciada da radiacdo penetrante pelas diferentes partes do objeto
inspecionado. Devido a variagdo de densidade e espessura do material, ou mesmo de
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diferentes probabilidades de absorcdo, em fungdo da composicdo do material, cada
regido do objeto inspecionado poderd absorver quantidades diversas de radiagdo-X.
Essa absorcdo diferenciada da radiacdo podera ser registrada num filme radiogréfico,
num tubo de imagem ou, até mesmo, por sistemas eletronicos de imagem. Essa variacao
na quantidade de radiacdo absorvida pelo meio poderad indicar, por exemplo, a
existéncia de uma falha interna ou defeito no objeto inspecionado.

Especificamente, os néutrons, por ndo apresentarem cargas elétricas e néo
sofrerem acdo das forcas coulombianas, interagem diretamente com os nucleos dos
atomos. A atenuacdo dos néutrons depende de sua energia e das caracteristicas dos
nacleos que constituem o material do objeto inspecionado. Uma das vantagens da
utilizacdo da radiografia com néutrons (Neutrongrafia) reside no fato de se poder
inspecionar materiais leves ocultos por outro pesado, principalmente, no caso da forte

atenuacdo dos néutrons por nucleos de hidrogénio.

1.2 — Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo testar a viabilidade de se empregar a
Neutrongrafia como mecanismo de verificagdo da ocorréncia de bactérias bacilares em
vegetais consumidos crus ou semi-cozidos. O estudo teve como motivacdo o surto de
contaminacges alimentares por Escherichia coli na Europa, que ocorreu em meados de
2011.

Objetiva-se verificar a presenca de bactérias em alimentos, por Neutrongrafia,
complementarmente as técnicas existentes, de forma a agilizar o processo de combate a

contaminagéo alimentar.

1.3 — Revisdo bibliografica

Em 1932, o fisico inglés James Chadwick descobriu o néutron livre, uma
particula sem carga elétrica, inicialmente definido como um nucleon do ndcleo atdmico.
Essa descoberta rendeu a ele o Prémio Nobel de Fisica, em 1935.

Em 1935, os alemdes H. Kallman e E. Kuhn obtiveram as primeiras imagens por
radiografia com néutrons. Para isso, utilizaram uma fonte de radio-berilio (Ra-Be) e um
pequeno acelerador. As imagens obtidas eram de ma qualidade, em virtude da baixa
intensidade e dispersdo do feixe neutrdnico. O grande tempo de exposi¢do necessario,
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associado a baixa qualidade das imagens, fez com que a técnica despertasse pouco
interesse na comunidade cientifica.

Em 1956, na Inglaterra, Thewlis e Derbyshire utilizaram, pela primeira vez, um
reator nuclear como fonte de néutrons para obterem imagens neutrongraficas de
qualidade superior as anteriores, com base numa maior intensidade e melhor colimacéo
do feixe neutronico. Essa melhora significativa apresentou ao mundo a viabilidade de
emprego da técnica neutrongrafica.

Em 1958, David Young observou pequenas marcas superficiais num cristal de
fluoreto de litio (LiF), com um microscopio éptico. O cristal havia sido posto em
contato com uma folha de uranio, irradiado com néutrons térmicos e submetidos a um
atague quimico. Essas marcas, chamadas de tragos nucleares, foram deixadas pelos
fragmentos da fissdo do uranio, induzida por néutrons térmicos. Dessa forma, Young
descobriu os chamados Detectores de Tracos Nucleares em Estado Solido (SSNTD,
sigla em inglés de Solid-State Nuclear Track Detector).

Em 1970, nos EUA e em paises da Europa, grande parte dos institutos de
pesquisa que dispunham de reatores nucleares possuia projetos que empregavam a
técnica neutrongréfica.

Em 1973, na Inglaterra, e em 1975, nos Estados Unidos, foram realizadas as
primeiras padronizagdes relativas a neutrongrafia.

Em 1975, Tyufyakov e Shtan publicaram o livro Principles of Neutron
Radiography.

Em 1978, identificou-se a aplicabilidade do CR-39 como SSNTD (Detector de
tracos nucleares em estado solido), sendo o mais utilizado atualmente. O CR-39 é um
polimero e foi descoberto na década de 1930, mas, até entdo, era utilizado somente na
fabricacéo de lentes. Em 1978, Cartwright, Shirk e Price descobriram sua capacidade de
detectar particulas ionizadas através tracos nucleares deixados no plastico.

Em 1979, ocorreu a criacdo do Neutron Radiography Working Group, apoiado
pela Commission of the European Communities. A criacdo desse grupo possibilitou
grande avango nas inspecdes de objetos através da Neutrongrafia. Em 1981, o grupo
publicou 0 manual Neutron Radiography Handbook. Em 1984, publicou um atlas sobre
a deteccédo dos defeitos dos elementos combustiveis de usinas nucleares.

Ainda em 1981, ocorreu a Primeira Conferéncia Mundial sobre Radiografia com
Néutrons, nos Estados Unidos, onde foram apresentados 124 trabalhos sobre o tema.
Essa conferéncia contou com pesquisadores dos Estados Unidos, Canada e Europa. As
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edicdes seguintes aconteceram em: 1986, na Franca; 1989, no Japdo; 1992, nos EUA;
1996, na Alemanha; 2001, no Jap&o; 2002, na Italia; 2006, nos EUA; 2010, na Africa do
Sul.

Em 1987, J. C. Domanus publicou o livro Collimators for Thermal Neutron
Radiography. Em 1992, o mesmo autor publicou o livro Practical Neutron
Radiography, uma compilagdo de trabalhos publicados por diversos autores nas
Conferéncias Mundiais sobre Radiografia com Néutrons.

No que diz respeito aos estudos na area realizados no Brasil, em 1993, V. R.
Crispim defendeu sua tese de doutorado, no PEN/COPPE/UFRJ, sobre o titulo
“Desenvolvimento de Ensaios Nao-Destrutivos com Neutrongrafias”, onde se
concentrou na instalacdo de um sistema tomogréfico, no canal J-9 do reator Argonauta,
localizado no IEN/CNEN, com o objetivo de detectar e localizar corrosGes ocultas em
ligas de aluminio AA7075.

Em 1999, R. Wacha defendeu sua dissertagdo de mestrado, no
PEN/COPPE/UFRJ, sobre o titulo “Detec¢ao de micro-organismos em meio de cultura
pela técnica neutrongrafica”, onde verificou a eficiéncia da técnica neutrongréfica,
utilizando o CR-39, para caracterizar morfologicamente micro-organismos.

Em 2001, J. D. R. Lopes defendeu sua tese de doutorado, no
PEN/COPPE/UFRJ, sobre o titulo “Caracterizagao morfologica e analise quantitativa de
bactérias in vitro por técnicas nucleares de medidas”, onde utilizou a Neutrongrafia para
obter imagens de bactérias e caracterizar suas estruturas.

Em 2004, R. Wacha defendeu sua tese de doutorado, no PEN/COPPE/UFRJ,
sobre o titulo “Detecgdo de Particulas Virais Através da Técnica Neutrongrafica”, onde
aprofundou a técnica por ele utilizada em sua pesquisa de mestrado.

Em 2008, A. G. Paula defendeu sua dissertacdo de mestrado, no
PEN/COPPE/UFRJ, sobre o titulo “Levantamento de protocolos para a investigacédo de
contaminacdo da &gua, utilizando a caracterizacdo morfolégica de bactérias por
Neutrongrafia”, onde buscou desenvolver um protocolo, fazendo uso da técnica
neutrongréfica, para verificar a presenca de bactérias em ambientes aquaticos em menor
tempo, comparativamente as técnicas tradicionais.

Em 2009, C. T. S. Lima defendeu sua tese de doutorado, no PEN/COPPE/UFRJ,
sobre o titulo “Ensaios Neutrongraficos para Estudo Morfolégico de Micobactérias”,

onde buscou obter imagens neutrongraficas de micobactérias, em particular, a



Mycobacterium tuberculosis, agente causadora da tuberculose, e caracteriza-la
morfologicamente.

Em 2013, J. M. I. Silva defendeu sua tese de doutorado, no PEN/COPPE/UFRJ,
sobre o titulo “Caracterizagdo Morfologica de Micobactérias N&o Tuberculosas
Ambientais por Ensaios Neutrongraficos”, onde buscou agilizar o diagnostico de

doencas causas por micobactérias, através da técnica neutrongrafica.



CAPITULO 2

FUNDAMENTACAO TEORICA

I1.1 — Caracterizacdo morfologica das bactérias

Bactérias sdo organismos unicelulares que podem ser encontrados nos mais
variados ambientes. As bactérias sdo células procariotas, ou seja, apresentam material
celular sem membrana nuclear, apresentam diversas formas e, embora sejam
unicelulares, muitas vezes aparecem agrupadas. Apresentam grande importancia em
aplicacdes na industria e na producdo de antibioticos, e também podem ser responsaveis
por uma série de infeccbes (MADIGAN et al, 2011, BROOKS et al, 1998).

A morfologia caracteristica de cada bactéria € mantida pela estrutura rigida da
parede celular, e seu tamanho é da ordem de micrometros. A figura a seguir ilustra

alguns dos principais tipos de estrutura e formas de agrupamento das bactérias.

o o0 4 o PREPSSENTEN
COCos DIPLOCOCOS TETRADES BACILOS STREPTOBACILOS
N
RO D a @
STREPTOCOCOS SARCINA STAPHYLOCOCOS COCOBACILOS VIBRIO
N L, N
ESPIRILOS ESPIROQUETAS

Figura I1.1: Morfologia das bactérias (BROOKS et al, 1998).

Os cocos apresentam forma esférica ou subesférica, com didmetro entre 0,5um e
1,0um, mas por vezes também apresentam formas elipticas e de “chama de vela”,
recebendo um nome de acordo com seu grupamento: quando dois cocos se agrupam
formam diplococos; se formarem cadeias num plano, com 4 a 20 células, sdo chamados

streptococos. Se as células se dividirem em mais de um plano ou dimensdo, a



disposicao é mais complexa: quando os cocos se dividem em um angulo reto, formam a
tétrades ou tetracocus; se a divisdo € realizada regularmente ao longo das trés
dimensdes, sdo chamadas de sarcina; quando a divisdo ao longo das trés dimensdes é
realizada de forma irregular, formando “cachos de uva”, sdo denominados
staphylococos.

Os bacilos possuem forma de bastonete, com dimensdes que variam de 0,5um a
1,0um de diametro, ¢ 1,0um a 4,0um de comprimento. Normalmente os bacilos ndo se
agrupam em disposicdes caracteristicas, mas ha excecbes; quando em pares, Sdo
denominados diplobacilos; quando em cadeias, sdo denominados streptobacilos. Um
exemplo é o bacilo da difteria, que tende a produzir grupos de células alinhadas lado a
lado em um arranjo de palicada (BROOKS et al, 1998).

Os espirilos sdo encontrados em dois formatos: as espiroquetas, que possuem
forma de saca-rolha; e os vibrides, que possuem forma de “virgula”. Os espirilos
apresentam dimensdes que variam de 0,25um a 0,5um de diadmetro, ¢ 1,0pm até 100um
de comprimento. Um exemplo de espirilo muito conhecido é o vibrido colérico,
responsavel pela colera, doenca muito comum em locais onde ndo ha tratamento
adequado da agua consumida pelos humanos (BROOKS et al, 1998).

As células bacterianas ndo possuem membrana nuclear nem nucléolo. A
estrutura geral de uma bactéria é, essencialmente, composta por flagelos, glicocélice,
parede celular e membrana plasmatica. Os flagelos sdo filamentos finos e ocos usados
para locomoc¢do ou para adesdo em superficies, e ndo estdo presentes em todas as
bactérias. O glicocalice € um material viscoso que circunda algumas células bacterianas,
tendo diversas fungdes, como aderéncia, protecdo contra dessecamento, anti-adsorcéo e
anti-lise das células por bacteri6fagos. A parede celular é constituida, principalmente,
por camadas de diferentes substancias que variam de acordo com o tipo de bactéria
envolvida, variando de espessura e composicdo. A membrana citoplasmatica se localiza
logo abaixo da parede celular e € o local de atividade de enzimas especificas e de
transporte de moléculas para dentro e fora da célula (MADIGAN et al, 2011).

O material delimitado pela membrana citoplasmatica pode ser divido na regido
citoplasmatica e na regido nuclear. A regido citoplasmética consiste na por¢éo fluida da
célula, sendo formada por cerca de 80% de agua, e nela estdo dissolvidas diversas
substancias e particulas. A regido nuclear, que ndo possui uma membrana limitando
suas dimensdes, esta localizada nas proximidades do centro da célula e é formada por

todo material nuclear da célula (que é chamado de nucledide). Esse material nuclear
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consiste de cromossomos, que sdo 0s responsaveis pela transmissdo da informacéo
hereditéria das células. As bactérias podem possuir um ou dois cromossomos circulares,
ou cromossomo linear (MADIGAN et al, 2011).

A parede celular é responsavel por um grande percentual do peso seco da célula.
Dependendo da espécie e das condi¢Bes de crescimento, esse percentual pode chegar a
40% do peso seco total. Com relagcdo a composi¢do quimica, as paredes celulares néo
possuem estruturas homogéneas, contendo diversas substancias que variam de acordo
com o tipo de bactéria. Essa diversidade ajuda a explicar as diferentes reacdes das
bactérias a técnica de coloracdo de Gram, que as classifica segundo a relativa resisténcia
ao descoramento pelo alcool (MADIGAN et al, 2011; BROOKS et al, 1998).

A técnica de coloragdo de Gram separa as bactérias em dois grandes grupos, as
Gram-positivas e a Gram-negativas. As bactérias Gram-positivas possuem parede
celular com espessura entre 20nm e 25nm, com uma camada peptideoglicana que pode
representar metade do peso seco da parede celular, além de &cidos teicdicos — que sdo
polimeros de glicerol e ribitol fosfato, que, carregados negativamente, podem ajudar no
transporte de ions positivos. As bactérias Gram-negativas possuem parede celular
menos espessa, porém mais complexa. Elas possuem uma camada externa bem fina,
chamada de lipopolissacaridica, que cobre a camada peptideoglicana (que pode
representar entre 5% e 10% do peso seco da parede celular). Por ser pouco espessa, a
membrana celular funciona como um tipo de “peneira molecular”, pois na camada
externa existem canais de difusdo formados por proteinas especiais, chamadas porinas,

que permitem a passagem das moléculas (MADIGAN et al, 2011).

11.1.1 — Escherichia coli O157:H7

A Escherichia coli € uma bactéria em forma de bastonete, com cerca de 0,5 pm
de didmetro de base por 2,0 um de comprimento. E uma bactéria Gram-negativa
comumente presente no intestino dos animais, inclusive do homem, e exerce um efeito
benéfico sobre o organismo, suprimindo a multiplicacdo de bactérias prejudiciais e
sintetizando uma considerdvel quantidade de vitaminas. Contudo, dentre as diversas
cepas de E. coli, existe um grupo capaz de provocar doencas em seres humanos, que séo
coletivamente chamadas de E. coli patogénicas. Existem 6 grupos conhecidos de E. coli

capazes de gerar gastrenterites em humanos: as enteropatogénicas, as enterotoxigénicas,



as enteroinvasivas, as enterohemorragicas, as enteroagregativas e as difuso-aderentes.
(MADIGAN et al, 2011).

Figura 11.2: Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura da E. coli.*

No ano de 2000, as cepas enterohemorragicas de E. coli (EHEC) ocupavam o
segundo lugar entre os principais agentes de doencas de origem alimentar nos Estados
Unidos, onde responderam por 7,4% dos surtos e 28,6% das mortes provocadas por
bactérias no periodo entre 1993 e 1997 (OLSEN et al, 2000).

Dentre as diversas classes de E. coli reconhecidas, estd a cepa de E. coli
0O157:H7, que pertence ao grupo de EHEC ou produtora de verotoxina. A combinagéo
de letras e nimeros utilizada na classificagdo da bactéria se refere aos marcadores
especificos encontrados em sua superficie: 0157 é referente ao antigeno somatico e H7
é referente ao antigeno flagelar. Acredita-se que a patogenicidade das cepas
enterohemorragicas de E.coli esteja ligada a producdo de diversas citotoxinas,
coletivamente chamadas de verotoxinas ou “shiga-like” toxinas, similares a toxina
produzida pela bactéria Shigella dysenteriae tipo I. As verotoxinas provocam uma
doenca chamada de “colite hemorragica” que, em casos mais extremos, resulta em um
quadro conhecido como “sindrome urémica hemolitica” (HUS, do inglés Hemolytic-
Uremic Syndrome). A HUS tem um periodo de incubacéo de 3 a 10 dias e duracdo de 2

a 9 dias. Os sintomas séo diarreia sanguinolenta e dores abdominais intensas. Cerca de

* Crédito da imagem: Rocky Mountain Laboratories, NIAID, NIH. Disponivel em

http://www.niaid.nih.gov/SiteCollectionlmages/topics/biodefenserelated/e_coli.jpg
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10 a 15% dos casos de colite hemorragica se agravam até o quadro de HUS, situacdo em
que ocorre destruicdo de eritrocitos e falha aguda dos rins, levando a necessidade de
diélise, transplante dos rins ou até morte. (WEAGANT et al, 1995).

O grupo das EHEC tem mais de 60 sorotipos que produzem shiga-like toxinas,
mas o sorotipo O157:H7 predomina, sendo o mais frequentemente associado a surtos de
colite hemorragica e HUS (KARMALI, 1989). As principais caracteristicas que
distinguem a E. coli O157:H7 das demais cepas de E. coli s&o o crescimento pobre ou
nulo a 44°C e a incapacidade de utilizar o sorbitol e produzir a enzima B-glucoronidase.
Em funcdo dessas caracteristicas, a cepa de E. coli O157:H7 ndo é detectavel na anélise
de coliformes fecais pelo método do nimero mais provavel, pois 0 mesmo utiliza a
fermentacdo da lactose a 44,5°C como caracteristicas confirmativa, nem atraveés das
analises diretas de E. coli utilizando substratos para a enzima B-glucoronidase (MENG
et al, 1994).

11.2 — Contaminacao alimentar

A contaminacdo de seres humanos, através do consumo de agua e alimentos
contaminados, € uma preocupacdo constante em todo o mundo. Muitos micro-
organismos presentes em alguns alimentos acarretam intoxicagdes alimentares, mesmo
que esses alimentos ndo apresentem alteracdes de cheiro, aspecto ou sabor. Os
principais agentes bioldgicos responsaveis pela contaminacdo da dgua e alimentos e na
causa de doencas ao homem sdo virus, protozodrios, vermes, fungos, bactérias e toxinas
microbianas (FRANCO, 2003).

As bactérias sdo 0s micro-organismos com maior ocorréncia em contaminagdes
alimentares. Entre elas, algumas muito comuns sdo a Salmonella sp, Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Campylobacter sp e Escherichia coli, sendo as
duas dltimas as principais causadoras de diarreia em seres humanos. O botulismo, por
exemplo, é causado pela toxina produzida por uma bactéria do género Clostridium, que
afeta o sistema nervoso e pode levar a morte (ACHESON, 1999). A tabela a seguir

ilustra os principais agentes bioldgicos responsaveis pela contaminagdo de alimentos.
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Tabela I1.1: Principais agentes biolégicos em contaminacdo alimentar (ACHESON,
1999).

Agentes biologicos

Bactérias

Produtoras de toxinas pré-formadas
Clostridium botulinum

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Produtoras de toxinas na luz intestinal
Vibrio spp

Escherichia coli produtora de toxina Shiga
E. coli enterotoxigénica

Invasoras do epitélio intestinal
Salmonella spp

Campylobacter spp

Yersinia spp

Shigella spp

E. coli enteroinvasiva

Listeria monocytogenes

Outras

Aeromonas spp
Plesiomonas shigelloides
E. coli enteropatogénica

Fungos
Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus

Virus

Virus da hepatite A
Virus da hepatite B
Rotavirus
Adenovirus (entérico)
Parvovirus

Protozoarios
Cryptosparidium parvum
Giardia lamblia
Entamoeba histolytica
Isospora belli
Dientamoeba fragilis
Blastocystis hominis

Parasitas

Taenia solium
Taenia saginata
Hymenolepis nana
Ascaris

Trichuris
Trichinella spiralis

Toxinas
Tetrodotoxina
Micotoxinas
Aflatoxinas

Nas infec¢bes em seres humanos causadas por E. coli O157:H7, ap6s a ingestdo
da &gua ou alimento contaminado, a bactéria se aloja no intestino delgado, se multiplica
e produz a verotoxina, que é responsavel pela diarreia hemorragica e falha do
funcionamento dos rins (MADIGAN et al, 2011).

O transporte, processamento e distribuicdo dos alimentos s&o fundamentais para
indUstria de alimentos, mas também séo as principais fontes de contaminacao alimentar,
quando n&o sdo executados adequadamente e seguindo as normas de seguranga. Em
escala domiciliar, a contaminacdo dos alimentos ocorre principalmente no preparo,

armazenamento e manipulagéo dos alimentos (MADIGAN et al, 2011).
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11.2.1 — Breve histérico de surtos de contaminacdo alimentar por E. coli
O157:H7

A estimativa anual de infeccdo por E. coli O157:H7, nos EUA, é de 63.000
casos, com cerca de 50 casos levando a ébito. A infeccdo alimentar por E. coli O157:H7
é a principal causa da HUS e falha nos rins, com 292 casos reportados em 2007, nos
EUA, sendo aproximadamente a metade em criangas abaixo dos 5 anos (MADIGAN et
al, 2011).

A E. coli O157:H7 foi reconhecida como agente causador de doenca pela
primeira vez, em 1982, nos Estados Unidos e Japdo, em um surto de diarreia
sanguinolenta severa, tendo sido isolada em hamburgueres contaminados (KUNTZ e
KUNTZ, 1999).

Em 1991, ocorreu um surto em que 23 pessoas foram contaminadas ao consumir
cidra de maca sem pasteurizacdo. Acredita-se que a cidra tenha sido feita a partir de
magcés colhidas do chdo contaminadas com esterco bovino (FENG,1995).

Em 1993, houve um surto no Oregon, EUA, provocado pelo consumo de meldo
e salada em um restaurante. Acredita-se que tenha havido contaminacdo cruzada na
manipulagéo dos alimentos na cozinha do restaurante (FENG, 1995).

Em 1995, em Montana, EUA, 92 pessoas foram contaminadas num surto
provocado pelo consumo de alface irrigada com agua contaminada.

Em 1996, héa registro de dois casos similares de contaminagdo por consumo de
suco de maca ndo pasteurizado nos EUA e Canada. O primeiro atingiu, no minimo, 70
pessoas em diversos estados no lado oeste dos Estados Unidos, com 3 casos de HUS e 1
morte; o segundo atingiu cerca de 45 pessoas na California, Colorado e Washignton
(EUA) e Columbia Britanica (Canada), com 12 casos de HUS e sem registros de morte
(CDC, 1996; CDC,1997).

Em 1996, também foram registrados 4 surtos de contaminacdo alimentar em
escolas priméarias no Japdao, envolvendo o consumo de saladas cruas. O maior desses
surtos ocorreu na cidade de Sakai, com mais de 5.500 pessoas sendo atingidas apds
consumirem broto de rabanete, e com 3 casos de morte registrados. Os outros trés surtos
aconteceram em Gifu (379 pessoas atingidas), Obihiro (157 pessoas atingidas) e

Morioka (47 pessoas atingidas).
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Em 1997, ocorreram dois surtos provocados pelo consumo de broto de alfafa nos
EUA, sem vitimas fatais: um em Michigan, com 60 pessoas atingidas e 2 casos de HUS;
outro em Virginia, com 48 pessoas atingidas e nenhum caso de HUS (CDC, 1997).

Em 2006, houve um surto nos EUA causado por espinafre pronto para o
consumo contaminado. O espinafre contaminado foi distribuido por uma Unica fabrica
para grande parte do pais, causando pelo menos 199 casos de infeccdo (dos quais 102
foram hospitalizados e 31 desenvolveram HUS) e 3 mortes. Em fungé&o do ocorrido, as
autoridades americanas recomendaram que a populacdo ndo consumisse espinafre por
um determinado periodo de tempo (MADIGAN et al, 2011).

Em 2009, uma fabrica de processamento de carne nos EUA enviou carne moida
contaminada com E. coli O157:H7 para oito estados americanos, causando um grave
surto de contaminacdo com a ocorréncia de varias mortes (MADIGAN et al, 2011).

Em 2011, houve um surto em 9 estados dos EUA por consumo de alface
contaminada. Até mar¢o de 2012, 58 pessoas haviam sido atingidas (38 sé no estado do
Missouri), 33 foram hospitalizadas e 3 desenvolveram HUS. N&o houve registro de
mortes (CDC, 2012).

Em 2011, a Agéncia de Protecdo a Saude britanica divulgou a investigacdo de
um surto envolvendo 9 casos. Acredita-se que 0 surto esteja associado ao consumo de
carne de caranguejo fornecida por uma das mais importantes empresas alimenticias do

pais.

11.2.2 — Protocolos utilizados na verificagdo de contaminacao alimentar por
E. coli O157:H7

Atualmente, para se detectar E. coli O157:H7 em amostras, sdo utilizados,
principalmente, dois tipos de testes: métodos fenotipicos de deteccdo e a reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (real-time PCR).

Para a deteccdo fenotipica da E. coli O157:H7, é utilizada a metodologia
tradicional e padronizada de alimentos para pesquisar a presenca de bactérias. Essa
metodologia depende do enriquecimento e identificagdo presuntiva de col6nias em
meios soOlidos, seguida por testes bioquimicos e/ou sorolégicos para realizar a
identificacdo do microrganismo (MALORNY et al., 2003). Este método de deteccdo,
embora seja eficiente, requer varios dias ou semanas para disponibilizar os resultados

definitivos. Além disso, as propriedades fenotipicas pela qual as bactérias sdo
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identificadas nem sempre podem ser expressas, € quando expressas podem ser de dificil
interpretacgdo e classificagdo (THOLOZAN et al., 1999).

A detecgdo de E. coli O157:H7 é baseada nas diferencas fenotipicas existentes
entre 0s outros sorotipos, como a sua incapacidade de fermentar o sorbitol em Agar
McConkey e a auséncia da atividade das B-glucoronidases (ADAMS e MOSS, 2008).
Quando o Agar McConkey é utilizado para a pesquisa de E.coli O157:H7 e a bactéria
estd presente, colbnias incolores sdo observadas. Outras bactérias da familia
Enterobacteriacea formam coldnias roseas (MARCH e RATMAN, 1986).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica bioquimica utilizada
para amplificar uma ou algumas copias de um pedaco de DNA, copiando milhdes de
vezes uma sequéncia especifica de DNA (MULLIS, 1990). A PCR foi desenvolvida, em
1983, por Kary Mullis e lhe rendeu o Prémio Nobel de Quimica, em 1993,
conjuntamente com Michael Smith. Atualmente, é uma técnica muito utilizada em
laboratérios de pesquisas médicas e bioldgicas, possuindo diversas variagdes da técnica
basica. A monitoracdo em tempo real da PCR é muito utilizada na identificacdo de
agentes causadores de contaminacdo alimentar, pois possui alto grau de precisdo e
possibilita medir a quantidade de uma sequéncia especifica de DNA ou RNA presente
em uma amostra, embora demande alto custo e elevada exigéncia técnica para sua
execucdo (FILION, 2012).

11.3 — A técnica neutrongréfica

Para se realizar uma Neutrongrafia, trés dispositivos sdo essenciais: um feixe
colimado de néutrons; a amostra (objeto) a ser inspecionada; e um dispositivo para
registrar a informacgdo resultante da interacdo dos néutrons como o material constituinte
da amostra (DOMANUS, 1992). A figura 11.3 ilustra a configuracdo de um sistema

neutrongrafico.
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Figura 11.3: Configuracdo do sistema montado para a realizacdo de uma Neutrongrafia.

A interagdo dos néutrons com a amostra ocorre diretamente com os nucleos dos
atomos que a constituem, visto que os néutrons ndo possuem carga elétrica. Assim,
tanto os detectores de néutrons quanto os sistemas de radiografia com néutrons, usam a
radiacdo secundaria gerada da interacdo dos néutrons com determinados materiais,
conhecidos como conversores de néutrons.

Existem alguns dispositivos para se registrar imagens neutrongraficas quando
acoplados a um conversor: filme radiografico industrial; detector sélido de tracos
nucleares (SSNTD); e uma cdmera CCD (charge-coupled device).

A técnica da Neutrongrafia com filme radiografico é similar a de radiografia
com raios X ou raios y. Um feixe colimado de néutrons incide sobre o objeto de estudo
que, dependendo de sua constituicdo, ird modelar o feixe, ja que os néutrons podem ser
capturados, espalhados ou nem sofrer interacdo. Os néutrons transmitidos seguem em
direcdo ao filme registrador, composto do acoplamento intimo entre uma chapa
radiografica e a folha conversora de néutrons. Os néutrons, ao interagirem com 0S
nacleos do conversor, sdo convertidos em radiacdo secundaria (elétrons de conversdo
interna e radiagdo eletromagnética), capaz de sensibilizar o filme radiografico,
registrando a imagem do objeto.

Na Neutrongrafia com SSNTD, a amostra estudada é colocada junto a um
material que seja sensivel a particulas ionizantes e o conjunto € irradiado com um feixe
colimado de néutrons. A interagdo dos néutrons com os 4tomos da amostra gera essas
particulas ionizantes, que sensibilizam o detector e imprimem uma imagem sobre ele.

Para se obter uma imagem neutrongrafica em tempo real, utiliza-se um

conversor cintilador, que converte os néutrons em fotons de luz. Os fétons séo
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capturados pela camera CCD acoplada a um dispositivo eletrénico, formado por um
circuito integrado, ligado a um computador, em cuja tela a imagem € visualizada. Esse

sistema permite inspecionar eventos dinamicos.

11.3.1 — Interacdo dos néutrons com a matéria

Os néutrons, por ndao possuirem carga elétrica, ndo sofrem interacGes
envolvendo forcas coulombianas. Interagem diretamente com os ndcleos dos atomos
com probabilidade de ocorrem efeitos de espalhamento elastico e de absor¢do. Num
espalhamento elastico, a estrutura nuclear ndo sofre alteracfes e a interacdo € uma
simples transferéncia de energia cinética e de quantidade de movimento, semelhante ao
que ocorre num choque elastico entre duas esferas rigidas. No processo de absorcéo, o
néutron é capturado pelo nicleo, e o estado energético do ndcleons é alterado. Nesse
processo, a energia ndo é conservada e uma fracdo dela excita o nlcleo atingido, que
tende a retornar ao seu estado fundamental, emitindo radiagdo eletromagnética. A partir
desse estado excitado, ha probabilidades (secdo de choque) diferentes de ocorrer
eventos dos tipos: espalhamento inelastico, captura radioativa e fissdo nuclear
(CRISPIM, 1993; ANDRADE, 2002).

A interacdo dos néutrons com a matéria € um processo estatistico que depende
da energia dos néutrons incidentes para um evento ser o mais provavel (KNOLL, 1999).

Na tabela 11.2 dispde-se a classificacdo dos néutrons pela energia.

Tabela 11.2: Classificagdo dos néutrons pela energia (LAMARSH, 1978).

Classe Energia do néutron Subclasse Energia do néutron
Néutrons frios E<0,0leV
Néutrons
0,01eV<E<0,3eV
Néutrons lentos E <10 keV térmicos
Néutrons
o 0,3eV <E <10 keV
epitérmicos
Néutrons
. 10 keV < E <20 MeV
rapidos
Néutrons

o E > 20 MeV
relativisticos
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Alguns elementos possuem secdo de choque inelastica maior para néutrons
térmicos. Dessa forma, o aumento da probabilidade de interacdo do tipo inelastica dos
néutrons com a matéria conduz a moderacdo dos néutrons.

A moderacdo dos néutrons consiste na reducdo da sua energia, podendo
transforma-los de rapidos a térmicos. Para tal, se usa um material, geralmente leve e
com grande secédo de choque de espalhamento, conhecido como moderador de néutrons,
que através de choques sucessivos, diminui a velocidade dos néutrons e os leva até a
faixa de energia desejada (KAPLAN, 1978).

Os materiais mais comuns utilizados como moderadores sdo 0s materiais
hidrogenados, tais como a agua e a parafina, ja que o hidrogénio possui grande se¢do de
choque de espalhamento para néutrons, além dos materiais compostos com grafite.

11.3.2 — As fontes de néutrons

As principais fontes de néutrons empregadas em Neutrongrafias sdo: os reatores
nucleares, os aceleradores de particulas e as fontes radioisotopicas. As principais
caracteristicas requeridas das fontes de néutrons, para realizacdo de uma Neutrongrafia,
sdo a intensidade do fluxo neutrénico e o espectro de energia dos néutrons. Essas
caracteristicas influem diretamente sobre o tempo de exposicdo e sobre a eficiéncia na
formacdo da imagem, que dependem da colimacdo do feixe, que afeta a definicdo da
imagem. Além desses fatores, também devem ser considerados o custo, a complexidade
(de construcdo e operagdo) da fonte, a portabilidade e a atencdo com a protecdo
radiologica. Os néutrons emitidos pelas fontes sdo rapidos e devem ser moderados, para
a realizacdo de uma Neutrongrafia térmica. (CRISPIM, 1993). A tabela 11.3 mostra as

principais caracteristicas das fontes de néutrons.
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Tabela 11.3: Fontes emissoras de néutrons (DOMANUS, 1992).

) Fluxo tipico Resolucéo Tempo de .
Tipo da fonte 4 o o Caracteristicas
(n.cm™.s™) radiografica exposigao
Operagédo complexa;
s o estavel; custo de
Reator nuclear 10°a 10 Excelente Curto ) ) o
investimento entre médio
e alto; ndo portatil.
Operacao “liga e desliga”;
Acelerador de s s o o custo de investimento
) 10°a 10 Média Médio o o
particulas médio; portabilidade
possivel.
Operacdo facil; estavel;
Radioisotopo 10" a 10* Baixa a média Longo custo de investimento
médio; portatil.

Mesmo com os reatores nucleares apresentando alto custo e complexidade de
construcdo e operacdo, a maior parte das pesquisas envolvendo Neutrongrafias tem
utilizado feixes de néutrons provenientes deles. A principal vantagem esta no fato de
fornecerem altos fluxos neutrénicos, o que resulta em exposicdes neutrongraficas mais
curtas. A alta intensidade de néutrons na entrada do colimador (10*° a 10* n.cm?.s™)
viabiliza a obtencdo de um feixe bem colimado (10* a 10° n.cm?.s™ no plano da
amostra), decorrendo, entdo, na producdo de Neutrongrafias de alta resolucéo
(CRISPIM, 1993).

As fontes isotdpicas sdo uma alternativa ao reator nuclear, quando a
portabilidade é necesséria ou ndo existe um reator a disposicdo. As principais fontes
isotépicas emissoras de néutrons utilizadas sédo *2*Sh-°Be, **Am-°Be, **Cm-°Be e **Cf
(CRISPIM, 1993). A tabela I1.4 apresenta as caracteristicas das fontes isotopicas

emissoras de néutrons.
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Tabela 11.4: Caracteristicas das fontes isotropicas (DOMANUS, 1992).

o ) ) Producdo de Energia média
Fonte Meia-vida Tipo de reagdo . A
néutrons (n/g.s) dos néutrons
%sh-"Be 60 dias (v,n) 2,7 x 10° 0,024MeV
I%Po-"Be 138 dias (0,n) 1,28 x 10™ 4,3 MeV
**Ra-’Be 1620 anos (0,n) 1,3x 10’ 436 MeV
“TAc-"Be 21,8 anos (0,n) 1,1x 10° 436 MeV
“*Th-"Be 1,91 anos (o,,1) 1,7 x 10" 4a6 MeV
#*Pu-"Be 86,4 anos (0,n) 4,1x 10’ 4a6 MeV
m-"Be ias o,n ,0 X a e

“IAm-B 458 di (0,,1) 1,0 x 10’ 4a6 MeV
“2Cm-"Be 136 dias (0,n) 8,5 x 10° 4a6 MeV
“Cm-"Be 18,1 anos (0,n) 2,1x10° 436 MeV

B2t 2,65 anos Fissdo nuclear 2,34 x 10% 2.3 MeV

11.3.3 — A colimacéo do feixe neutronico

A colimacdo representa um dos itens mais importantes para um sistema
neutrongrafico. O colimador é o dispositivo responsavel pelo alinhamento do feixe
neutrénico, pela sua intensidade, no plano da imagem, e pela resolucdo geométrica da
imagem neutrongréfica resultante. Ele tem a finalidade de extrair o feixe de néutrons
térmicos provindos do moderador e de direciona-lo ao objeto a ser radiografado. Um
esquema simplificado de um colimador divergente € mostrado na Figura 1.4, onde L é 0
comprimento do colimador, D é o didmetro da abertura do colimador junto a fonte e 6 a

divergéncia angular do feixe, dada por:

0 = arctan(D,/2L) (11.2)

onde D, é o didametro na abertura do colimador junto ao plano de imagem.
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Figura I1.4: Colimador divergente.

A razdo de colimacdo, L/D, é o parametro que melhor descreve as caracteristicas
do colimador. O fluxo de néutrons emergente, ou seja, no plano da imagem, pode ser

estimado pela equacéo 11.2.

® = O, A/d1]12 (11.2)

onde:
®, ¢ o fluxo neutrdnico na base de entrada do colimador (isotropico);
A é a area de base ou de abertura do colimador junto a fonte;

L é a distancia entre a base de entrada do colimador e o plano de imagem.

Se um colimador de abertura circular for considerado, a area sera expressa por

A =7D?/4 e a equacéo 11.2 torna-se:
® = ®,.(1.D*4)/4.n. 12 > O = (D/16).(D/L)?2 (1.3)
A razdo entre os fluxos de néutrons na entrada e saida do colimador é dada pela

equacéo 11.4.
®/D, = 16.(L/D)? (1.4)
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Essa relacdo demonstra a perda significativa de néutrons decorrente da
colimacdo, ja que a intensidade do feixe no plano de imagem decresce & medida que L
cresce. Portanto, minimizar a razdo L/D significa também minimizar o tempo de
exposicdo. Por outro lado, o efeito de penumbra sobre a resolucao espacial da imagem,
usualmente conhecido como indefinicdo geométrica, também depende da razdo de
colimacdo L/D, como pode ser visto na Figura 1.5, e demonstra a necessidade de se
maximizar a razdo L/D. O tamanho da regido de penumbra geométrica, Ug, € dado

pela seguinte relacao:

U, = (D/Ly) Ly (11.5)

Figura 11.5: Efeito de penumbra devido a divergéncia do feixe.

Quando a amostra é posicionada bem proxima ao sistema detector, ou seja,

Lf << Lse Ls~=L,aequagdo Il.5 torna-se

Uy = (D/L).Ly (11.6)

A equacdo I1.6 mostra que a indefinicdo geométrica cresce linearmente com o
decréscimo da razdo L/D, ou seja, é inversamente proporcional a L/D. Assim, para se
obter radiografias de boa qualidade é essencial otimizar-se a razdo de colimacdo L/D e
posicionar 0 objeto o mais proximo possivel do detector. Como a distancia objeto-
detector pode ser pré-fixada, aumentar a razdo L/D significa obter radiografias de boa
qualidade. Isto pode ser feito aumentando-se o comprimento do colimador (L) ou

diminuindo a abertura de entrada (D). Em ambos 0s casos, isso implicara numa reducéo
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da intensidade do fluxo de néutrons na saida do colimador e no consequente aumento do
tempo de exposicdo (DOMANUS, 1992).

11.3.4 — A Neutrongrafia com CR-39

Devido a escassez de matéria prima no inicio da Segunda Guerra Mundial, a
indUstria de plastico se tornou uma excelente fonte de materiais substitutos. Naquela
época, uma subsidiaria da PPG Industries, a Columbia Southern Chemical Company,
iniciou pesquisa inédita de obtencdo de materiais ndo-termoplasticos, aqueles cujas
propriedades fisicas ndo se alteram em altas temperaturas. O projeto foi denominado
pelos cientistas envolvidos como “Columbia Resins”. Em maio de 1940, a pesquisa
resultou no mondmero carbonato de alil-diglicol (ADC) e, nos anos seguintes, mais de
180 compostos diferentes deste monémero foram investigados e examinados. O 39°
composto testado se destacou devido as suas propriedades peculiares e, mais tarde, ele
foi usado para a producdo de lentes orgéanicas. A unido do nome do projeto Columbia
Resins com o fato do composto ter sido o 39° deu origem ao termo “Columbia Resin
39”, ou CR-39, que a PPG Industries anunciou como uma marca registrada. O CR-39 ¢é
um detector sélido de tracos nucleares (SSNTD, sigla em inglés de Solid State Nuclear
Tracks Detector) e sua composicdo quimica € C1oH1507 (KALSI, 2008). A figura 11.6

mostra uma placa de CR-39 nao irradiada.

Figura 11.6: Placa de CR-39 néo irradiada (virgem).

O CR-39 é inerte aos néutrons térmicos, mas é sensivel as particulas alfa, sendo
0 detector plastico com maior eficiéncia. Para se realizar a conversdo dos néutrons
térmicos em particulas alfa, que registram tragos nucleares no polimero, torna-se
necessaria a juncdo dele a um conversor de néutrons (CARTWRIGHT et al, 1978).

Esses conversores devem ser produzidos com materiais de alta secdo de choque de
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absorcédo de néutrons, de forma que um dos produtos da reacao nuclear entre o néutron e
0 material conversor seja uma radiacdo ionizante secundéria. Existem dois tipos de
materiais conversores: 0s de pronta emissdo e os potencialmente radioativos. Nos de
pronta emissdo, a radiacdo secundaria é emitida imediatamente apds a absorcdo dos
néutrons; os potencialmente radioativos tornam-se instaveis e, depois, emite uma
radiacdo secundaria (MARASHI, 2000).

O boro-10 (*°B) é um dos elementos mais utilizados como conversor de néutrons
de pronta emissdo, em funcgdo de sua elevada secdo de chogue de absor¢édo, 3837 barns,
para néutrons térmicos incidentes (MARASHI, 2000). As reacfes nucleares provaveis
de ocorrer entre um néutron térmico e um ndcleo de boro encontram-se representadas na
equacdo I1.7, onde o percentual entre paréntesis representa a probabilidade de

ocorréncia.

J';{f g +279MeV  (6%)

on+'SB — LB

L;{ﬁ;a +231MeV  (94%) > E, =1.4TMeV (I1.7)
\)
JLi+y+0.48MeV

Em razdo das caracteristicas da reagdo '°B(n,o)’Li apresentadas, para se obter as
imagens da estrutura das bactérias, suas paredes foram dopadas com o boro-10. A
dopagem das bactérias ocorre no momento de sua incubacdo, para garantir a interacao
entre 0 microrganismo e 0 agente conversor. Submetendo-se a amostra de bactérias
dopadas com boro ao feixe de néutrons térmicos, verifica-se que os tragos de particulas
alfa mapeiam as estruturas dos microrganismos ali presentes. Os tragcos formados em
por¢des ndo aglutinadas ndo séo relevantes em comparacdo a imagem global obtida. As
imagens formadas por essas particulas espurias sao chamadas de “ruido de fundo”. A
imagem mostrada na figura 1.7 esquematiza a formacdo da imagem das bactérias no
CR-39.
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Figura I1.7: Esquema da formacdo das imagens num SSNTD.

Quando a particula alfa penetra num SSNTD, no caminho onde ocorre esta
interagdo, surgem radicais livres e ions provenientes das interagcdes coulombianas com
os atomos do material. E possivel analisar a regido de interacdo com o auxilio de um
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), ja que essa regido se torna muita reativa
ao ataque quimico, o que evidencia os locais de interagdo, conhecidos como “tracos
latentes”, que sdo da ordem de 3 a 10 nm. Na figura 11.8 observam-se ilustragdes laterais

da regido de um SSNTD, onde ocorre a penetracao de uma particula alfa.

(d)

Figura 11.8: Representacdo de um traco nuclear registrado pela penetracdo de uma
particula alfa em SSNTD (FLEISCHER, 1975). (a) Vista lateral da estrutura de um
SSNTD, antes da interagdo com a particula alfa; (b) Trajetoria da particula alfa; (c)
Deformacdo do SSNTD, proveniente da ionizacdo do material e ejecdo de elétrons; (d)

Traco latente deixado no SSNTD pela passagem da particula alfa.

Os diametros dos tracos latentes sdo da ordem de nanOmetro, e, portanto,
invisiveis a olho nu. Para torna-los visiveis, em nivel de microscopia 6ética, realiza-se a

revelacdo desses tracos por processo de ataque quimico. Seguindo os protocolos
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adotados por SILVA (2013), LIMA (2009), PAULA (2008), LOPES (2001) e WACHA
(1998), banham-se as placas de CR-39 em solugdo de hidréxido de sédio (NaOH), para
que a solugdo remova os ions formados ao redor do tragos latentes e interaja mais nas
regides danificadas, tornando os tracos mais homogéneos. Se a velocidade de desbaste
da superficie externa do detector for isotropica, ao final do processo de ataque ocorrera
a formacao do trago revelado, com a aparéncia de um cone (DUPIN et al, 2005).

Ap0s o processo de revelacdo, os tracos atingem didmetros da ordem de 1 a 10
um, o que permite serem observados com auxilio de um microscépio oOptico. A figura
11.9 mostra o desenho esquematico de como ocorre o desgaste do CR-39, ap6s o ataque

quimico.

DIREGAO D,QJDN INCIDENTE

TRAGO REVELADO

| ESPESSURA INICIAL

ESPESSURA APOS
0
| ATAQUE Quimico |

Figura 11.9: Representacdo esquematica, segundo uma visao lateral, da formagdo de um
traco revelado de uma particula alfa num SSNTD (FLESICHER, 1975).

Nem todos os tragos latentes no detector séo revelaveis, j& que uma fracdo das
particulas alfa incide com é&ngulo inferior ou igual a um determinado angulo
caracteristico do detector. Se o angulo de incidéncia da particula, 0, em relacdo a
superficie do detector, for menor que um determinado angulo, B, a velocidade de
dissolugdo da superficie, Vg, excede a componente normal a superficie, Vgsen6, e 0
traco ndo sera visto ao final da revelagdo, ou seja, o material serd removido tdo
rapidamente, que o ataque preferencial, ao longo da trajetéria da particula, sera
sobrepujado, fazendo com que ele ndo apareca apos a revelacdo. Esse efeito ocorre para
todos os tragos inclinados em relagdo a superficie com um éangulo inferior a B,
denominado “4ngulo critico” (FLEISCHER, 1975; NIKEZIC, 2004). A figura 11.10
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representa a geometria dos tracos formados por particulas carregadas que incidem na

superficie do detector em diversos angulos, demonstrando que os tragcos com incidéncia

inferior ao angulo critico B ndo sdo revelados.
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Figura 11.10: Representacdo esquematica de alguns angulos de incidéncia de uma

particula alfa num SSNTD. (a) Vista lateral da espessura do detector de traco, antes do

ataque quimico, com angulo de incidéncia menor que o angulo critico; (b) Espessura

atacada e angulo critico de revelacdo; (c) Espessura atacada e trajetdria de particula

carregada (FLEISCHER, 1975).
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CAPITULO III

MATERIAIS E METODOS

Para que a andlise das amostras siga um padréo e seja reproduzivel, é necessaria
a definicdo de procedimento padrdo, ou protocolo, que viabiliza a rapida e eficiente
analise dos vegetais.

Trabalhos anteriores ja comprovaram a eficiéncia da técnica neutrongréfica para
captura de imagens de micro-organismos, como mostraram SILVA (2013), LIMA
(2009), PAULA (2008), LOPES (2001) e WACHA (1999). Dessa forma, acreditou-se
gue a mesma técnica poderia ser utilizada para indicar, de forma complementar, o nivel
de contaminacéo alimentar em vegetais crus ou semi-cozidos.

Em todos os ensaios realizados nesse trabalho foi utilizada a bactéria
Escherichia coli O157:H7, previamente adquirida pelo Laboratério de Micobactérias,
no Instituto de Microbiologia da UFRJ. Com ensaios em diferentes legumes e verduras,
com diferentes niveis de contaminacdo, desejava-se criar um parametro visual de
contaminacdo, a partir da caracterizacdo morfolégica dos micro-organismos.

Todos o0s procedimentos realizados na parte experimental deste trabalho
aconteceram em trés locais: o preparo das amostras bioldgicas foi realizado no
Laboratorio de Micobactérias, no Instituto de Microbiologia da UFRJ; a irradiacdo das
amostras foi realizada no reator Argonauta, localizado no Instituto de Engenharia
Nuclear (IEN), ligado a Comisséo Nacional de Energia Nuclear (CNEN); e a preparagdo
do CR-39, a revelacdo dos tragos nucleares e a captura das imagens foram realizadas no
Laboratorio de Neutrongrafia em Tempo Real (LNRTR) do Programa de Engenharia
Nuclear (PEN), ligado a COPPE/UFRJ.

I11.1 — Preparo do material e das amostras biologicas

Utilizando um estilete comum, sdo cortadas placas de aproximadamente 1 cm de
lado de CR-39, de uma folha do detector. O CR-39 possui superficie muito lisa e, por
isso, existe a necessidade de realizar um pré-ataque quimico, visando aumentar a sua
superficie de contato e a probabilidade das amostras se fixarem ao plastico. O pré-

ataque quimico é realizado colocando as placas de CR-39, ja cortadas, imersas em
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solucdo de hidroxido de sodio (NaOH), de normalidade 6,25N, a uma temperatura de
90°C, durante 15 minutos em uma unidade de banho termostatizado. Ao final desse
periodo, as placas sdo retiradas da solugdo e lavadas com &gua destilada. Depois de
lavadas, as placas devem ser colocadas sobre papel toalha comum e deixadas para secar
ao ar livre por cerca de 15 minutos.

Ap0s o pré-ataque, as placas de CR-39 devem ser coladas em uma superficie
rigida, para facilitar a sustentacdo durante a irradiacdo. Nos ensaios realizados, as placas
de CR-39 foram coladas com fita adesiva comum em uma placa quadrada, com cerca de
10 cm de lado, de aluminio (que é transparente aos néutrons), e numeradas para
posterior identificacéo.

As amostras dos vegetais sdo preparadas retirando-se uma pequena amostra do
mesmo, preferencialmente da regido mais externa do vegetal, adicionando-se 5uL de
solucdo de borato de sodio na concentracdo de 5mg/mL a amostra e deixando-a
descansar por 30 minutos, a temperatura de 37°C, para dopagem das bactérias com o
boro. Apds a dopagem, a amostra é macerada em um recipiente estéril (tubo de ensaio
ou béquer). Em seguida, sdo retirados 5uL das do liquido proveniente dos vegetais (caso
ndo seja formado liquido suficiente, deve-se adicionar 5uL de agua destilada ao macerar
0 vegetal) que sdo colocados sobre as placas de CR-39, com o auxilio de uma
micropipeta. Depois, as placas sdo postas sobre uma superficie aquecida a 60°C, por

cerca de 3 minutos, para secagem e fixacdo da amostra no CR-39.
111.2 — Ensaios neutrongraficos com vegetais

Visando a aplicacdo pratica, foram escolhidos para investigacdo de
contaminacgéo a batata e a alface, consumidas em larga escala no Brasil, além do pepino,
que recentemente foi um dos principais causadores de contaminacdo alimentar por E.
coli no mundo.

111.2.1 — Ensaio com crescimento de E. coli O157:H7 em batata

No primeiro ensaio realizado, foi escolhida a batata, em funcdo do seu alto

consumo e do seu alto teor de amido, que serve de substrato para o crescimento

bacteriano.
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Inicialmente, a batata foi esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos, para
matar os demais micro-organismos, ndo permitindo a sua proliferacdo na etapa de
crescimento. Em seguida, foi cortada uma fatia de aproximadamente 1 cm de espessura
da batata e a mesma foi colocada no centro de uma placa de petri. A amostra de E. coli
0157:H7 foi inoculada no centro da fatia, com um pequeno raspado da amostra original
de bactéria, cultivada em caldo BHI, durante 24 horas, a 37°C, e a batata foi colocada
em uma estufa com temperatura controlada, de aproximadamente 37°C, por 24 horas,
para o crescimento bacteriano.

Apds as 24 horas, o crescimento da coldnia de bactérias na batata foi constatado
visualmente. Por uma questdo de seguranca, a fatia de batata foi esterilizada, ja que a
visualizacdo das bactérias pela técnica neutrongréafica ndo depende da sua atividade,
somente de sua estrutura morfoldgica. Para esterilizacdo ap0os o crescimento, foi raspada
uma pequena amostra do centro da batata, e a esse raspado foram adicionados 10 pL de
uma solucéao de formaldeido a 2,5% de concentracdo, e a mistura ficou em descanso por
10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida a solucdo contendo as bactérias foi
dopada com boro, adicionando-se 5 L de solucdo de borato de sddio, na concentracédo
de 5mg/mL, a solucdo, e incubando a mistura por 30 minutos a 37°C. Posteriormente 5
ML da amostra resultante foram colocados sobre duas placas de CR-39, para se obter
uma amostra duplicada, por seguranca.

Paralelamente foi realizado um ensaio com parametros idénticos, exceto a
inoculacdo da bactéria. Esse ensaio sem bactérias serviu como grupo controle, para

comparagao dos resultados.

111.2.2 — Ensaio com inoculagéo controlada de E. coli O157:H7 em batata

Um novo ensaio foi realizado utilizando novamente a batata, contudo, nesse
experimento nédo foi utilizado o crescimento da E. coli O157:h7 diretamente sobre a
batata, visto que essa técnica ndo permite uma estimativa da quantidade de bactérias
existente no vegetal e o consequente nivel de contaminagé&o.

Apds o crescimento da E. coli O157:H7 por 24 horas, a 37°C, em caldo BHlI, foi
preparada uma solucdo contendo uma amostra das col6nias de bactéria e agua destilada.
Essa solucdo foi diluida com agua destilada até ser equivalente ao tubo 0,5 da escala de

McFarland, o que nos da um valor estimado de 10° bactérias por mL de solucdo.
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Através de diluicGes decimais sucessivas com agua destilada, representadas na figura

111.1, foram utilizadas as concentracdes de 10° e 10° bactérias por mL.

1 ml
1 ml Iml Iml 1ml 1ml 1ml

NN NN NN

(D (D () ) (D ()
-1 -3 -4 -5 -6
/’ 10 10 10 10 10

Bactérias em suspensfocom 9] 9ml  9ml 9ml 9ml  9ml  9ml
turvacio equivalente ao tubo

0.5 da escala de McFarland.

Figura 111.1: Diagrama representativo do método das diluicdes decimais.

Para preparacdo das amostras, foram retirados pequenos pedacos de batata,
previamente esterilizada, e aos mesmos foram adicionados 5uL das solucdes de bactéria
com concentracdo de 10° e 10° bactérias por mL. Para neutralizar as bactérias,
novamente foram utilizados 5uL de formaldeido a 2,5% de concentracdo por 10
minutos. Em seguida, a mistura foi macerada e foi feita a dopagem com boro, idéntica a
do ensaio anterior. Do produto obtido, foram retiradas aliquotas de 5uL e colocadas
sobre as placas de CR-39, sempre em duplicata.

Novamente foi realizado, em paralelo, o ensaio com pardmetros idénticos,
exceto pela inoculacdo da bactéria. Esse ensaio sem bactérias serviu como grupo

controle, para comparacao dos resultados.

111.2.3 — Ensaio com crescimento de E. coli O157:H7 em pepino e alface

Em seguida, foi realizado um novo ensaio com o crescimento de E. coli
0157:H7 diretamente em pepino e alface. Esses vegetais foram escolhidos pelo fato de
serem consumidos crus e possuirem historico de casos de contaminacdo alimentar
bacteriana.

As condicdes desse ensaio foram idénticas as do primeiro ensaio. Inicialmente o
pepino e alface foram esterilizados em autoclave, em seguida foram cortados pedagos

dos mesmos e colocados em uma placa de petri. Um pequeno raspado da amostra de E.
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coli O157:H7 cultivada em meio de cultura foi inoculado sobre os vegetais e eles foram
colocados em uma estufa com temperatura controlada, de aproximadamente 37°C, por
24 horas, para o0 crescimento bacteriano.

Ap0s o crescimento, os vegetais foram novamente esterilizados, por seguranca.
Para esterilizar os vegetais ap0s o crescimento, foram coletados pedacos dos mesmos,
na regido de inoculacdo, e a eles foram adicionados 10 pL de uma solugdo de
formaldeido a 2,5% de concentracdo, e a mistura ficou em descanso por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, a bactéria foi dopada com boro e 5 pL da amostra
resultante foram colocados sobre duas placas de CR-39.

Paralelamente foi realizado um ensaio com parametros idénticos, exceto a
inoculagdo da bactéria. Esse ensaio sem bactérias serviu como grupo controle, para

comparacéo dos resultados.

111.2.4 — Ensaio com inoculagdo controlada de E. coli O157:H7 em pepino e
alface

Novamente foi realizado um ensaio com inoculacdo controlada de E. coli
0157:H7, agora sobre pepino e alface, sem o crescimento diretamente sobre os vegetais.

As condicbes desse ensaio foram idénticas as do segundo ensaio. Novamente foi
utilizada a escala de McFarland e as dilui¢des decimais para estimar a concentracdo de
bactérias na solucdo inoculada sobre os vegetais. Nesse experimento foram utilizados
0,5mL da solucdo de bactérias, somente na concentracdo de 10° bactérias por mL, para
facilitar a visualizacéo das bactérias isoladamente.

Para preparagdo das amostras, foram retirados pequenos pedacos de pepino e
alface, previamente esterilizados, e aos mesmos foram adicionados 5uL das solugdes de
bactéria na concentracdo de 10° bactérias por mL. Para neutralizar as bactérias,
novamente foram utilizados 5 pL de formaldeido, a 2,5% de concentracdo, por 10
minutos. Em seguida a mistura foi macerada e foi feita a dopagem com boro. Do
produto obtido, foram retiradas aliquotas de 5 pL e colocadas sobre as placas de CR-39,
sempre em duplicata.

Novamente foi realizado paralelamente um ensaio com parametros idénticos,
exceto pela inoculacdo da bactéria. Esse ensaio sem bactérias serviu como grupo

controle, para comparacdo dos resultados.
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111.2.5 — Ensaio com pepino e alface in natura

Visando testar a técnica para situagdes reais, 0 ensaio anterior foi repetido sem a
inoculacdo de bactérias. Dessa vez foram utilizadas somente a alface e o pepino. Vale
observar que foram utilizadas somente as folhas mais externas da alface, que foi colhida
direto de uma horta caseira, e 0 pepino comum comprado em mercado. Nenhum dos

vegetais foi higienizado antes dos experimentos.

I11.3 — Preparo das amostras para analise neutrongréafica

Depois da preparagdo das amostras bioldgicas sobre o CR-39, ainda € necessaria

a execucao de trés etapas para observacao das imagens neutrongraficas das bactérias.
111.3.1 — Irradiacéo das Amostras
Para gerar a impressao das imagens das bactérias no CR-39, € necessario que as

amostras sejam irradiadas numa fonte de néutrons. A figura I11.2 a seguir ilustra a

irradiagdo das amostras.

— > Particulas o geradas pela
- #—— reacio nuclear IDB(n.u)Lf
Feixede ——»
néutrons i
térmicos —  * e
> p | |4¢—— Suporte de aluminio
EE—— L

amostra CR-E 9

Figura I11.2: Esquema de montagem experimental do conjunto amostra-detector junto ao

feixe de néutrons.

Em todos os ensaios realizados, as amostras foram irradiadas no canal J-9 do

reator Argonauta, localizado no IEN/CNEN, mantido no estado de criticalidade e
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operado a poténcia nominal de 340W. O canal de irradiacdo J-9 foi utilizado, porque
nele esta instalado um colimador divergente de grafita, de onde se extrai o feixe de
néutrons térmicos com as seguintes caracteristicas, no plano da imagem: fluxo de
néutrons térmicos de 4,4 x 10° n.cm™.s™}; razdo de colimagéo, L/D, igual a 70; razdo n/y
de 3 x 10° n.cm™®.mrem™; e energia média dos néutrons térmicos de 0,030 eV. Nessas
condigdes, as amostras foram irradiadas por 30 minutos. A figura I11.3 ilustra o desenho
esquematico do canal de irradiacdo J-9 do reator Argonauta.

medidas em cm Cunkias de grafite
A
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?. .
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10 40 13
L 4 ¢ v
T
-0
<4 N
NUCLEO 282 ]
< =253 ]

Figura I11.3: Esquema da coluna térmica externa situada na parte frontal do reator
Argonauta, com as medidas em centimetros (FERREIRA, 2003).

111.3.2 — Revelagéo de Tragos Nucleares

Apos a irradiacdo, existe a necessidade de se realizar o ataque quimico as placas
de CR-39, para ampliacdo dos tracos nucleares, j& que a imagem latente formada no
CR-39 é composta por tragos nucleares com didmetro da ordem de alguns nanémetros,
sendo assim invisiveis em um microscépio ético. O ataque quimico acontece de maneira
similar ao pré-ataque quimico: as placas de CR-39 s&o imersas em solucdo de NaOH a
6,25N, e mantidas a a 90°C, em banho termostatizado, durante 60 minutos. Apds o
processo de revelagdo quimica, as placas sdo lavadas com agua destilada e, entéo, postas

para secar sobre papel toalha, por cerca de 15 minutos.

34



111.3.3 — Captura de Imagens

Apos a revelagdo dos tracos nucleares, os tracos registrados no CR-39 pelas
particulas alfa, provenientes da interacdo dos néutrons com o boro fixado nas bactérias,
ja foram ampliados de 1000x, e podem ser observadas num microscopio Otico
convencional de transmissao.

Cada placa de CR-39 foi examinada num microscopio 6tico de transmisséo,
modelo ECLIPSE E-400 da Nikon, dispondo de um conjunto de lentes ocular e objetiva
que possibilitam ampliacbes diversas. As imagens foram capturadas por uma camera
fotogréfica digital da marca Nikon, modelo Coolpix 995, que se encontra acoplada ao

microscopio, cujo zoom Gtico de 4x.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para fins de comparacdo entre as imagens, utilizou-se o mesmo nivel de
ampliacdo na obtencdo de todas elas. A lente ocular utilizada no microscépio dptico
fornecia uma ampliacdo de 10x, enquanto a lente objetiva escolhida, uma ampliacédo de
10x, além do zoom da camera fotografica, fixado em 4x. Dessa forma, a ampliacao
resultante sobre cada imagem foi de 400x.

Utilizou-se uma régua microscopica de forma a se dimensionar as bactérias, com

precisao de 1 um, como mostra a figura IV.1.

B .

Figura IV.1: Imagem da régua microscopica com precisdo de 1 um, ampliada 400x.

A partir dessa imagem, obtida com a mesma ampliagdo utilizada para
observagdo dos micro-organismos, foi criada uma escala padréo, que foi sobreposta
digitalmente sobre as imagens de interesse com 0 uso do programa de tratamento de

imagens Adobe Photoshop.
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1V.1 — Ensaios com crescimento de E. coli O157:H7 em batata

O primeiro ensaio realizado teve como objetivo testar a técnica neutrongréfica
para visualizacdo da E. coli O157:H7, simulando uma contaminagdo alimentar real.
Dessa forma, optou-se por realizar o crescimento das bactérias diretamente num vegetal
e, ndo, em meio de cultura. As bactérias foram inoculadas numa fatia de batata
esterilizada — que apresenta 6timo substrato para o crescimento bacteriano — e a mesma

permaneceu, durante cerca de 24 horas, numa estufa com temperatura de 37°C,

favoravel ao crescimento das bactérias.

: e e
Figura IV.2: (1) defeitos do CR-39. (2) tracos de particulas alfa. (3) aglomerado de E.
coli O157:H7.

Na figura 1V.2, diferenciam-se trés elementos importantes, a saber: (1), defeitos
decorrentes da fabricagcdo ou de manuseio do CR-39; (2) tracos isolados de particulas
alfa resultantes da reacdo nuclear °B(n,a)’Li; (3) aglomerado de bactérias E. coli
O157:H7. Na figura IV.3 observa-se um zoom da regido (3), onde se encontram as

bactérias.
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Figura 1V.3: Ampliacdo da regido onde se observou o aglomerado de bactérias, na
figura IV.2.

Na figura IV.3, é possivel se caracterizar diversas bactérias pelo formato de
bacilo, com alguns micrometros de comprimento. Como a batata foi esterilizada antes
da inoculagdo com E. coli O157:H7, sabe-se de antemdo que se trata de uma bactéria
especifica. A morfologia dos micro-organismos observados nas imagens confere com a
esperada.

Em fungdo da grande aglomeragdo de bactérias, torna-se dificil a realizacéo de
uma andlise quantitativa, dada pela contagem de micro-organismos presentes na
imagem. Como a Neutrongrafia produz uma imagem bidimensional, também é possivel
haver bactérias sobrepostas em diferentes planos da imagem, o que dificulta a

focalizacdo correta e, consequentemente, a contagem de micro-organismos.
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Figura IV.4: Imagem com bactérias isoladas.

Na figura IV.4, pode-se observar: (1) bactérias com morfologia caracteristicas de
um bacilo, com 2 um a 3 um de comprimento; (2) tragos espurios de particulas alfa; (3)
defeito de fabricacdo ou manuseio do CR-39. A morfologia dos bacilos encontrados nas
imagens confere com a citada na literatura, que atesta a eficiéncia da técnica
neutrongréfica para diferenciar morfologicamente os micro-organismos em formato de

bacilo.
IV.2 — Ensaios com inoculagéo controlada de E. coli O157:H7 em batata

Na sequéncia da pesquisa, foram realizados ensaios com quantidades
controladas de E. coli O157:H7. A batata, apés a esterilizacdo, foi inoculada com

concentrages de 10° e 10° bactérias por mL. Nas figuras IV.5 (a) e V.5 (b), observam-

se algumas imagens neutrongréficas obtidas dessas bactérias.
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Figura IV.5: Imagens obtidas com a inoculagdo de E. coli O157:H7 em batata
esterilizada: (a) Inoculacdo com concentracdo de 10° bactérias/mL. (b) Inoculagdo com

concentracéo de 10° bactérias/mL.

Na figura 1V.5, é possivel se distinguir grupos de bacilos com caracteristicas
morfoldgicas da E. coli. Na imagem vista na figura IV.5 (a), obtida a partir da
inoculacdo em maior concentracdo, € possivel verificar uma maior aglomeracdo dos
micro-organismos, dificultando a visualizacdo do limite de sua estrutura morfoldgica, o
gue aumenta a imprecisdo sobre a contagem de micro-organismos. Na figura IV.5 (b), a
imagem obtida, a partir da inoculacdo com menor concentracdo, as bactérias sdo mais
distintas, facilitando a realizacdo de uma analise quantitativa. Em ambas as imagens ha
diversos tracos espurios de particulas alfa, facilmente diferenciados das bactérias.
Comparativamente ao ensaio anterior, a caracterizacdo morfoldgica e a contagem das
bactérias sdo mais facilitadas, tendo em vista a menor aglomeracdo dos micro-
organismos.

As imagens neutrongraficas obtidas de amostras de batata esterilizada, sem a
inoculagdo por bactérias, ou seja, do grupo controle, serviram de comparagdo com 0s
resultados apresentados anteriormente. Nenhuma imagem semelhante a de bacilos foi

registrada, como se observa na figura IV.6.
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Figura IV.6: Imagem do grupo controle, sem a presenca de bacilos.
IVV.3 — Ensaios com crescimento de E. coli O157:H7 em alface e pepino

Considerando-se o breve histdrico de surtos de contaminacdo alimentar por E.
coli O157:H7, descrito no item 11.2.1, verificou-se o crescimento bacteriano, por meio
de testes com crescimento de E. coli O157:H7 em pepino e alface. As figuras I1V.7 e
IV.8 apresentam algumas imagens neutrongréficas relacionadas aos ensaios de

crescimento de E. coli O157:H7, em alface e pepino, respectivamente.
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(@) ()

Figura IV.8: Bactérias, apds crescimento por 24 horas, em pepino. (a) Aglomerado de

bactérias e bactérias isoladas. (b) Aglomerado de bacteérias.

As figuras IV.7 e 1V.8 mostram imagens das E. coli O157:H7 isoladas ou em
pequenos aglomerados. E dificil fazer alguma afirmagdo sobre a quantidade de
bactérias, ja que os limites das bactérias ndo estdo bem definidos. Aparentemente, ha
bactérias ligadas, formando uma pequena cadeia, como se pode ver na figura IV.7.

Nas imagens relacionadas aos ensaios com crescimento de E. coli O157:H7
diretamente sobre alface e pepino, poucas bactérias ou aglomerados de bactérias foram
notados, diferentemente do que aconteceu com 0s ensaios realizados com a batata. Esse
fato possivelmente ocorreu, em funcdo do substrato pouco favoravel que a alface e o
pepino oferecem para o crescimento da E. coli.
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V.4 — Ensaios com inoculacéo controlada de E. coli O157:H7 em alface e pepino

Nesses ensaios, foram novamente utilizados alface e pepino, previamente
esterilizados, mas, agora inoculados com solucéo de E. coli O157:H7 contendo cerca de
10° bactérias/mL, sem crescimento bacteriano nos vegetais. As figuras V.9 e IV.10

mostram as imagens neutrongraficas correspondentes a esses ensaios.

(@) (b)
Figura 1V.9: Bactérias isoladas em alface inoculado. (a) Dois bacilos de tamanhos
diferentes e tragos espurios de particulas alfa; (b) Bacilo isolado e tragos espurios de

particulas alfa; (c) Aglomerados de bactérias.

Figura 1V.10: Bactérias isoladas em pepino inoculado. (a) Aglomerado de bactérias e
tracos espurios de particulas alfa; (b) Dois bacilos enfileirados e tragos espurios de

particulas alfa.
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Nessas imagens neutrongréaficas, nota-se que ha regides com aglomeracdo de
bactérias, como nas figuras IV.9 (c) e 1V.10 (a), e regides onde elas se encontram
isoladas, como nas figuras IV.9 (a), IV.9 (b) e IV.10 (b). Mesmo aglomeradas, é
possivel se caracterizar morfologicamente essas bactérias, o que ndo se verifica em
relacdo as imagens dos danos no plastico e tracos espurios de particulas alfa.

As imagens neutrongréficas relativas aos ensaios com a alface e o pepino
esterilizados e sem inoculagdo de E. coli O157:H7, ou seja, o grupo controle, foram
utilizadas para comparacdo com os resultados obtidos, ndo apresentando nenhuma

morfologia semelhante a de bacilos, como nas imagens onde ocorreu a inoculacao.

IV.5 — Ensaios com alface e pepino in natura

Na etapa final do trabalho, os mesmos protocolos foram adotados, para se
verificar a presenca de bactérias em vegetais in natura. Alface e pepino, ndo inoculados
e ndo esterilizados, foram utilizados para esta finalidade.

Nas imagens neutrongraficas resultantes dos ensaios realizados com a alface in
natura, visualiza-se diversos bacilos com as mesmas caracteristicas morfoldgicas da E.
coli, como mostra a figura IV.11, identificada pelas marcag6es (1). Em nenhuma dessas
imagens foram encontrados aglomerados de bactérias, o que torna possivel a realizacdo

de uma analise guantitativa.

Figura IV.11: Imagens neutrongraficas de bacilos, caracterizados morfologicamente,

presentes em amostra de alface in natura.
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Nas imagens neutrongraficas decorrentes dos ensaios realizados com o pepino in
natura também foram encontrados bacilos com as mesmas caracteristicas morfoldgicas
da E. coli, mas isoladamente, e em quantidade menor do que a encontrada no pepino
inoculado. Na figura 1V.12, observam-se as estruturas em forma de bastonete com
alguns micrometros de comprimento, assinaladas por (1), dano de fabricacdo ou
manuseio do no CR-39, assinalado por (2), e uma estrutura em forma de bastonete com
cerca de 13um de comprimento, assinalada por (3). Essa estrutura em (3) pode se tratar
de um micro-organismo diferente de uma E. coli, ou de uma cadeia contendo varios
bacilos enfileirados, com os limites imprecisos. Esse mesmo tipo de imagem foi
encontrado nos ensaios com inoculacdo de E. coli O157:H7, onde se observou a

inviabilidade de se fazer uma analise quantitativa.

(b)

Figura 1V.12: Imagens neutrongraficas das amostras de pepino in natura: (a) bacilos

(1), caracterizados morfologicamente, tracos espurios de particulas alfa e de danos no
CR-39; (b) correspondentes a dois bacilos (1) enfileirados; (c) correspondentes a de

bacilos (1) ou cadeias de bacilos (3).

As caracteristicas morfoldgicas das estruturas encontradas nas imagens sdo
compativeis com a citada na literatura e com aquelas obtidas com a inoculacédo de E.
coli O157:H7. Contudo, ndo é possivel afirmar que os bacilos das imagens sdo de E.
coli, ja que existem diversas bactérias com caracteristicas morfologicas semelhantes as
da E. coli. Para fazer essa diferenciacdo, € necessario a realizacdo de testes bioquimicos
ou de DNA.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E SUGESTOES

Como se mencionou, pretendia-se caracterizar um protocolo, utilizando a técnica
neutrongréfica, que possibilitasse indicar a contaminacdo de vegetais pela visualizagdo
da presenca das bactérias, paralelamente as técnicas convencionais. Desta forma, foram
tomados como referéncia os protocolos utilizados por SILVA (2013), LIMA (2009),
PAULA (2008), LOPES (2001) e WACHA (1998) em seus trabalhos, aplicando-os aos

vegetais crus.

No primeiro ensaio realizado, como o crescimento bacteriano se deu diretamente
na batata, ndo foi possivel se estimar uma ordem de grandeza da quantidade de bactérias
presentes nas amostras. Também se verificou uma forte tendéncia a aglomeracdo das
bactérias, inviabilizando uma contagem acurada dos micro-organismos. Mesmo assim,
0 ensaio cumpriu seu objetivo de testar a técnica para visualizacdo dos micro-
organismos.

No segundo ensaio, empregando-se concentragdes menores de bactérias nas
amostras, notou-se uma maior separacdo delas, mas, por vezes, a visualizacdo dos
limites das bactérias ainda se resultou dubia.

No terceiro ensaio, realizado com vegetais in natura, foi possivel caracterizar,
mesmo que em pequena quantidade, micro-organismos com formas de bacilo, de
mesma morfologia da E. coli. Somente essas caracteristicas ndo sdo suficientes para
afirmar a contaminacdo dos vegetais, mas a presenga de bactérias, possivelmente E.
coli, pode ser um fator indicativo da contaminagao deles.

A partir do protocolo neutrongrafico estabelecido, foi possivel se verificar que
esta técnica forneceu resultados satisfatorios, apresentando boa qualidade de imagem
para visualizacdo dos micro-organismos. Verificou-se também que a estrutura dos
vegetais ndo impossibilitou a deteccdo das bactérias, capacitando a técnica para os fins
propostos.

Por dispensar a realizacdo de uma série de etapas necessarias as outras técnicas,

a Neutrongrafia se mostrou uma ferramenta poderosa na répida deteccao da presenca de
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micro-organismos nos vegetais, podendo alertar para uma possivel contaminacao
alimentar.

Levando-se em consideracdo a duracdo do ensaio, a utilizagdo da Neutrongrafia
se apresentou vantajosa, em relacdo as demais técnicas, pois possibilitou a verificacdo

da contaminacéo dos vegetais em cerca de trés horas.

Neste estudo, a Neutrongrafia se apresentou como uma técnica complementar as
tradicionais, utilizando as imagens das bactérias como fator indicativo de uma
contaminacdo. Contudo, somente a detec¢do visual das bactérias ndo é uma ferramenta
conclusiva para determinacdo da contaminacdo por bactérias dos vegetais, visto que 0s
vegetais naturalmente apresentam uma pequena quantidade de micro-organismos,

normalmente inofensivos a satde humana.

A técnica neutrongréfica também ndo possibilita realizar a identificacdo dos
micro-organismos, Visto que as imagens obtidas nos permitem somente caracterizar a
morfologia das bactérias. Existem diversas bactérias, nocivas ou ndo ao homem, com as
mesmas caracteristicas morfologicas, e a sua diferenciacdo s6 pode ser feita através de

ensaios bioquimicos ou de DNA.

Uma sugestdo a ser explorada em trabalhos futuros se refere ao desenvolvimento
de um protocolo quantitativo para identificacdo de contaminacdo alimentar em vegetais
ou carnes, utilizando a técnica neutrongréfica, tendo como base a contagem das
bactérias nas imagens neutrongraficas. Para isso, torna-se necessario se basear nas

técnicas tradicionais de contagem de bactérias e na legislacéo vigente.
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