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RESUMO

FLORESTA, Flavia Arruda M. S. Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2006.
Condicdes para inducdo do estado viavel ndo cultivavel (VNC) em Salmonella e
Escherichia coli. Orientadora: Miriam Teresinha dos Santos. Conselheiros. Célia
Alencar de Moraes e Hilério Cuquetto Mantovani.

O efeito do cloreto de sodio sobre o crescimento e a sobrevivéncia de Salmonella e
Escherichia coli, e também sua capacidade de induzir o estado fisioldgico vidvel mas néo
cultivavel foram investigados. Estirpes de Salmonella e E. coli isoladas de carcagas suinas
e linhagens de referéncia foram utilizadas neste estudo. As velocidades maximas de
crescimento, em meio Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI), foram menores em todas as
concentragdes de NaCl para as quatro estirpes estudadas. O comportamento das estirpes de
Salmonella e E. coli foi afetado de forma diferente pelo NaCl em células provenientes de
fase log e estacionaria de crescimento. Tanto para Salmonella como para E. coli, as células
provenientes de fase log de crescimento apresentaram reducdo do ndmero de unidades
formadoras de colonia por mL (UFC/mL) ao longo de dez dias de estocagem a 4 °C, em
meio BHI. Para células provenientes de fase estacionaria de crescimento, 0 nimero de
UFC/mL permaneceu quase inalterado no mesmo periodo de estocagem nas concentragdes
superiores a 0,68 M e 1,02 M de NaCl para Salmonella e E. coli, respectivamente. Nas
concentragcoes de 0 e 0,17 M de NaCl os microrganismos apresentaram crescimento nas
duas fases estudadas. Quando avaliou-se 0 comportamento das estirpes em solucéo fosfato
de Butterfield (BPS) nas mesmas concentragbes de NaCl, observou-se que, nas
concentragcoes 0 e 0,17 M de NaCl, as estirpes de Salmonella e E. coli ndo apresentaram

crescimento e, nas concentraces de 0,68 M e 1,02 M para as estirpes de Salmonella e 1,02
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M e 1,28 M de NaCl paraas de E. coli, observou-se queda na culturabilidade no periodo de
dez dias de estocagem quando células da fase log foram avaliadas, no entanto quando
células da fase estacionaria foram testadas o nimero de UFC/mL foi praticamente o
mesmo para todas as concentracdes de NaCl utilizadas. Na deteccdo de células no estado
vidvel ndo cultivavel, constatou-se que parte das células das quatro estirpes provenientes
da fase log de crescimento nas maiores concentracoes de NaCl testadas para cada uma
delas, provavelmente, estavam no estado VNC. Sob condicdes de estresse osmético devido
a0 NaCl, as células do isolado E. coli CCS4 apresentaram mudancas morfolégicas por
microscopia el etronica de varredura. Em meio BHI e BHI adicionado de 0,17 M, 1,02 M as
células mostraram-se na forma filamentosa, em BHI com 1,28 M de NaCl algumas células
diminuiram de tamanho e outras se desintegraram. Em BPS, todas as condi¢des testadas
induziram a diminuicdo do tamanho das células e na concentracdo de 1,28 M de NaCl
transicdo para a forma coclide foi observada. Esses resultados sugerem que estresse
osmético e temperatura de refrigeracéo induzem o estado VNC nos isolados de Salmonella

e E. coli obtidos a partir de carcagas suinas.
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ABSTRACT

FLORESTA, Fléavia Arruda M. S. Universidade Federal de Vigosa, February 2006.
Conditions for induction of viable but non culturable (VNC) state in Salmonella
and Escherichia coli. Adviser: Miriam Teresinha dos Santos. Committee Members:
CéliaAlencar de Moraes and Hilario Cuquetto Mantovani.

The effect of sodium chorine on the growth and survival of Salmonella and
Escherichia coli and the role of salt concentration in the induction of the viable but non
culturable (VNC) state was evaluated. Salmonella CCS3 and E. coli CCS4, isolated from
swine carcasses, and a reference strain of Salmonella and E. coli were used in this study.
All strains showed smaller maximum growth rates when cultured in Brain Heart Infusion
(BHI) with different NaCl concentrations than in control treatments (BHI without NaCl).
Sodium chloride affected log and stationary phase cultures of Salmonella and E. coli
differently. Salmonella and E. coli from exponentially growing cultures showed reduction
in the number of colony forming units (CFU/mL) after ten days of storage at 4 °C in BHI
medium. Stationary phase cells of Salmonella and E. coli were not affected by NaCl
concentrations up to 0,68 M and 1.02 M, respectively. In BHI without salt and BHI with
0,17 M of NaCl, growth was observed for both log and stationary phase cells of the four
strains tested. In phosphate Butterfield solution (PBS) without salt or with 0,17 M of NaCl,
log phase cells of Salmonella and E. coli did not grow, while concentrations of 0,68 M and
1,02 M NaCl for Salmonella and 1,02 M and 1,28 M NaCl for E. coli induced a significant
loss of culturability at the same time and temperature of incubation. When stationary phase
cells of the four strains were incubated in PBS, the number of CFU/mL was similar

regardless of the NaCl concentration used. Some log phase cells of the four strains lost
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culturability but maintained viability at higher NaCl concentrations in BHI and PBS,
suggesting that Salmonella and E. coli entered the VNC state. Scanning electron
microscopy indicated morphological changesin E. coli CCH cells under osmotic stress. In
BHI medium without salt or with 0,17 M and 1,02 M of NaCl, filamentous growth was
observed, while in BHI with 1,28 M NaCl, the cells became smaller or lysed. In PBS, al
conditions tested resulted in cell size reduction and at 1,28 M NaCl was observed the
transition of the cells to the coccoid form. These results suggest that osmotic stress and

refrigeration temperature induce the VNC state in isolates of Salmonella and E. coli
obtained from swine carcasses.
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1- INTRODUCAO

Bactérias patogénicas e ndo patogénicas estdo freqlientemente expostas a estresses
provocados por mudancgas na disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH, salinidade e
iluminagdo solar, dentre outras, quando crescem no ambiente, nos alimentos ou invadem
um hospedeiro. Portanto, a persisténcia das bactérias no ambiente em que vivem €, na
maioria das vezes, determinada por sua capacidade de suportar e mesmo se adaptar a esses
estresses.

Dependendo da intensidade e do tipo de estresse sofrido, 0s microrganismos podem
apresentar diferentes respostas adaptativas como a formacéo de esporos e podem entrar em
um estado fisiol6gico denominado viavel ndo cultivavel (VNC) no qual as células mantém
atividade metabdlica, mas ndo sdo cultivaveis pelos métodos tradicionais disponiveis. O
estado VNC é uma estratégia de sobrevivéncia no ciclo de vida de algumas bactérias que
ocorre, principalmente, apos a fase estaciondaria do crescimento.

Aproximadamente sessenta espécies bacterianas tiveram sua capacidade de entrar
no estado VNC comprovada. Entre estas espécies, podemos destacar alguns patégenos
aimentares como, Campylobacter spp., Escherichia coli (incluindo E. coli
enterohemorragica, EHEC), Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Salmonella sp,
entre outras.

O estado VNC se torna importante para os microbiologistas uma vez que as células
que estdo dormentes podem retomar seu metabolismo vegetativo normal, por um processo
denominado ressuscitagéo e ainda manter sua capacidade de causar doencgas no hospedeiro.



A principa estratégia utilizada para determinar se as células ndo cultivavels estdo
mortas ou no estado VNC é a contagem de células viaveis por meio de aguma
metodol ogia que avalie a atividade metabdlica ou a integridade de membrana.

A inducdo do estado VNC em patdgenos como Salmonella, estirpes patogénicas de
E. coli, Yersinia enterocolitica e Campylobacter jejuni expostas a condicdes de estresse,
incluindo o processamento e os Varios tipos de embalagens dos alimentos modernos, tem
causado grande preocupacao aos 0rgdos de salde publica.

Uma vez que adicdo de sal e refrigeracdo sdo muito utilizadas como barreiras para
impedir o crescimento de microrganismos nos alimentos e ja foi relatado que esses
tratamentos sd0 capazes de induzir o estado VNC em bactérias, este trabalho teve como
objetivo verificar se essas condigdes sdo capazes de induzir esse estado fisiolégico em

estirpes de Salmonella e E. coli.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Respostas adaptativas

As bactérias Gram-negativas Salmonella enterica e Escherichia coli sGo membros
da familia das enterobacteridceas que residem grande parte de seu ciclo de vida em
animais. S. enterica € o agente etiologico de gastroenterites e febre tiféide em humanos e
outros animais, enquanto E. coli, namaior parte das vezes, é encontrada como comensal do
intestino de mamiferos, podendo, entretanto, existir variantes patogénicas, como E. coli
0157:H7 (PUENTE e FINLAY, 2001; SCHERER e MILLER, 2001).

O habitat natural de S enterica e E. coli possui temperatura amena e constante,
aproximadamente 37 °C, e também altas concentracBes de aminoécidos livres e aglcares,
que propiciam condi¢des Gtimas para 0 crescimento (SAVAGEAU, 1983). Uma vez
excretadas do hospedeiro, Salmonella e E. coli encontram ambientes desfavoraveis como
disponibilidade de nutrientes limitada, estresse osmatico, ampla variagdo na temperatura e
no pH, entre outros.

Na natureza, geralmente, 0s microrganismos encontram-se em condi¢oes adversas
e tem-se observado que varias respostas adaptativas estdo envolvidas na sobrevivéncia dos
microrganismos, quando submetidos a condic¢des de estresse (ABEE e WOUTERS, 1999).
Essas respostas incluem alteragdes tanto na fisiologia quanto na morfologia celular, como
por exemplo, a esporulacdo, aquisicdo de competéncia, producéo de antibidticos dentre
outras (DUBNAU e TURGAY, 2000).



Um dos mais conhecidos reguladores de resposta a0 estresse é o fator sigma (s°)
ou RpoS, que é uma subunidade da RNA polimerase. Mais de cinqlienta genes controlados
pelo s° conferem tolerdncia a0 estresse, bem como mediam rearranjos estruturais e
morfoldgicos e ainda redirecionam o metabolismo celular (LANGE e HEGGE-
ARONIS,1991). Recentemente, um grande nimero de genes que conferem viruléncia aos
patdgenos, tem sido encontrado como parte do regulon s° (BEARSON et al., 1996;
COYNAUT et a. 1996). Desta maneira, oS microrganismos podem garantir sua
sobrevivéncia por meio da sintese de proteinas como catalase (IVANOVA et al., 1994),
exonucleases (EISENSTARK et al., 1999), dentre outras estratégias.

Outra resposta a estresse bastante comum em microrganismos € a sintese de
solutos compativeis como glicina e betaina, quando estes estdo submetidos a estresse
osmotico, com isso eles se tornam mais aptos a sobreviverem em ambientes com altas
concentragoes de solutos (BREMER e KRAMER, 2000).

Respostas adaptativas oriundas de estresse nutricional tém sido muito estudadas
por alguns autores (ZAMBRANO, 1993; ZINSER e KOLTER, 1999). Uma das mais
estudadas € o fenétipo de vantagem de crescimento em fase estacionaria (GASP) que se
caracteriza por mutacdo, geralmente simples, que seleciona microrganismos capazes de
crescer ou sobreviverem nestas condicOes adversas. Esta resposta esta ligada ao regulador
de resposta RpoS, pois a mutagdo de apenas um alelo deste gene pode resultar em um
mutante GASP.

Os microrganismos sdo submetidos a diferentes intensidades de estresse, desde um
estresse leve, onde a velocidade de crescimento € reduzida, mas as células se adaptam
completamente a nova condicdo, até o estresse letal em que as respostas podem levar a
morte da célula, passando pelo estresse extremo, onde o crescimento para e as células
sacrificam suas fontes de reservas para sobreviver (YOUSEF e JUNEJA, 2003). Um
estresse mais intenso pode levar ainjUria que se caracteriza pelo decréscimo na resisténcia
a agentes seletivos e pelo aumento no requerimento nutricional. Células injuriadas podem
ser recuperadas facilmente utilizando-se meios de enriquecimento ndo seletivos como os
empregados em andlises microbioldgicas para deteccdo de Salmonella sp e Listeria
monocytogenes (MONTVILLE, 1997). As células submetidas a um estresse nutricional
passam ao estado de inanicdo, o qual pode ser definido como o estado de resposta
fisiologica diante da fata de nutriente. Nesse estado, as células também sofrem um

decréscimo drastico no seu metabolismo, mas conseguem ser cultivadas em meio de



cultura com suprimentos nutricionais adequados, mesmo que em um periodo maior de
tempo, isto é, apresentam aumento significativo dafaselag (OLIVER et al., 1991).

Diante de condigbes de estresse, 0os microrganismos apresentam diferentes
estratégias de sobrevivéncia. Dependendo da intensidade e do tipo de estresse sofrido, as
bactérias podem entrar no estado viével ndo cultivavel (VNC). ROSZAK e COLWELL
(1987) definiram estado vidvel ndo cultivavel como o estado fisiolégico em que os
microrganismos ndo sao capazes de crescer em meios utilizados pel os métodos tradicionais
disponiveis, mas que apresentam caracteristicas de células vivas, como atividade

respiratéria, manutencdo de potencial de membrana, atividade enzimatica, entre outras.

2.2. Fatoresqueinduzem o estado VNC

Ha pouco mais que 20 anos, XU et al. (1982), estudando a sobrevivéncia de
bactérias entéricas, em ambientes aquéticos, foram pioneiros na constatacéo da persisténcia
de Vibrio cholerae e E. coli ainda metabolicamente ativos sob condicdes de salinidade e
temperatura variadas, entretanto, esses mesmos microrganismos ndo apresentavam grande
recuperacdo do crescimento quando cultivados pelos métodos tradicionais. Concluiu-se
que sob certas condicBes ambientais, o fato de encontrar um baixo nimero ou mesmo nao
detectar a presenca de microrganismos, Ndo garante que esses estgjam presentes em
nUmero pegueno ou estejam ausentes neste meio. Isto é de grande importancia para a salide
publica, umavez que o monitoramento da qualidade de agua pode estar comprometido.

Inicialmente, acreditava-se que o estado fisioloégico VNC era uma estratégia de
sobrevivéncia utilizada apenas por bactérias Gram negativas como Vibrio cholerae
(COLWELL et al., 1985) Vibrio wulnificus (OLIVER et al., 1991), Campylobacter
(ROLLINS e COLWELL, 1986), Escherichia coli O157:H7 (MAKINO et al., 2000) e
Salmonella (ROSZAK et al., 1983), dentre outras, mas atuamente bactérias Gram
positivas entre elas Enterococcus faecalis (LLEO et al., 1998) e Listeria monocytogenes
(BESNARD et al., 2000) ja foram comprovadamente descritas como capazes de entrar no
estado VNC em resposta a diferentes condic¢des adversas.

Condi¢des que induzem & perda da culturabilidade diferem de acordo com o
microrganismo e incluem fatores diversos como inani¢ao, temperaturas baixas e elevadas,
salinidade, dentre outros (McDOUGALD et al., 1998).



O estado VNC pode ocorrer em varias bactérias expostas a condicéo de falta de
nutrientes, como Vibrio cholerae (KONDO et al., 1994), C. jguni (THOLOZAN et al.,
1999), L. monocytogenes (BESNARD et al., 2000) e V. parahaemolyticus (WONG et al.,
2004). Enterococcus faecalis, apresentou perfil de proteinas de células no estado VNC
diferente do perfil de células na fase log ou no estado de inanicdo, confirmando que sdo
dois estados fisiol dgicos distintos (HEIM et al., 2002).

A reducdo de temperatura induz o estado VNC em Vibrio vulnificus (WOLF e
OLIVER, 1992; OLIVER, 1995), enquanto temperatura de 37 °C causou efeito semelhante
em Pseudomonas fluorescens, um microrganismo psicrotréfico (OLIVER, 2000).

Outros fatores induzem o estado VNC, como exposicdo a diferentes concentragoes
de cobre no solo em E. coli (GREY e STECK, 2001), Agrobacterium tumefaciens e
Rhizobium leguminosarum (ALEXANDER et al., 1999), R. melioti (MANAHAN et al.,
1997) e Xanthomonas campestris (GHEZZI e STECK, 1999) e também a exposicdo a
condicdes acidas em espécies de Campylobacter (CHAVEERACH et al., 2003).

A exposicdo a estresse osmotico é capaz de induzir o estado VNC em vaérias
bactérias e possibilidade é muito preocupante na industria de alimentos, uma vez que
a preservacao dos alimentos por adicdo de cloreto de sodio e desidratacéo é amplamente
utilizada pela sua eficiéncia na prevencéo de crescimento bacteriano (GURAYA et al.,
1998; SAITO et al., 2000).

A inducdo do estado VNC em Salmonella Typhimurium pode ser obtida em
condicOes de desidratacéo e exposicao a radiacOes ultravioleta (BALEUX et al., 1998;
LESNE et al., 2000). O decréscimo da atividade de agua (a,) possibilita a entrada no
estado VNC da estirpe multirresistente Salmonella Typhimurium DT 104 (GUPTE et al.,
2003). Em E. coli, a exposicao a estresse osmotico e oxidativo é capaz de induzir a entrada
no estado VNC (BRAUX et al., 1997). Segundo ROTH et al. (1988), 90% da populacéo de
E. coli entraram no estado VNC quando exposta a concentracéo de 0,8 M de NaCl.

Estirpes de Vibrio spledidus apresentaram-se na forma VNC quando cultivadas em
microcosmos acrescidos das seguintes concentragdes de nutrientes, peptona - 0,8%, extrato
de levedura — 0,4% e glicose — 0,4% e 3,3% de salinidade (ARMANDA et al., 2003) e
ainda, a estirpe de Listeria monocytogenes CNL 895807 encontrava-se no estado VNC
apos seis semanas de incubacdo a 20 °C na presenca de 7% de NaCl (BESNARD et al.,
2000).

A taxa de entrada no estado VNC varia de acordo com a espécie, com as condicdes

de estresse e também depende do estado fisiolégico da populacdo. Em agumas
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circunstancias, o microrganismo pode levar dias ou até anos para perder sua
culturabilidade, embora sua viabilidade sgja mantida (THOLOZAN et al., 1999; OLIVER,
2000).

2.3. Alter acOes Fenotipicas

Cédlulas que entram no estado VNC apresentam inimeras mudancas no seu
metabolismo, incluindo reducdo no transporte de nutrientes, na taxa de respiracdo e na
sintese de macromoléculas (OLIVER, 2000a; OLIVER, 2000b). Entretanto, durante esse
estado fisiolégico, novas proteinas sdo sintetizadas (HEIM et al., 2002) entre elas as
proteinas do choque frio e as do estado de inanicdo (MORTON e OLIVER, 1994). O nivel
de ATP intracelular permanece alto nesse estado, 0 que ndo ocorre em células mortas ou
“moribundas’ (FEDERIGHI et al., 1998). Constatou-se que a expressao génica nas células
no estado VNC néo cessa (LLEO, 2000) podendo expressar, muitas vezes, um fendtipo
diferente em células na fase log e ou estacionaria de crescimento e por isso, acredita-se que
mudangcas fenotipicas podem ocorrer (WARNER e OLIVER, 1998).

AlteracGes morfologicas também ocorrem nas células no estado VNC sendo as
mais frequentes a reducéo do tamanho (OLIVER, 2000b), a transi¢do para a forma cocéide
(GUPTE et a., 2003) e a filamentagcdo (MATTICK et al., 2000). Modificacdes na
composicdo dos acidos graxos da membrana citoplasmatica tém sido constatadas o que
resulta na alteracdo da estrutura (OLIVER, 2000b; DAY e OLIVER, 2004). Mudancgas
bioquimicas da parede celular, como alteracbes no peptideoglicano também tém sido
demonstradas (SIGNORETTO et al., 2000; SIGNORETTO et al., 2002). As mudancas
morfol égicas ocorridas no estado VNC foram constatadas por microscopia eletrénica para
Vibrio cholerae (KONDO et al., 1994), Campylobacter jejuni (FEDERIGHI et al. 1998) e
Salmonella Typhimurium (GUPTE et al., 2003).

2.4. Ressuscitacao

Microrganismos no estado VNC podem retomar a culturabilidade sem que sga
verificado aumento do numero total de células. A este fendmeno dase o nome de

ressuscitacdo. A recuperacao integral da capacidade de ser cultivado pode levar varios dias.
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Em alguns casos, a simples retirada do agente de estresse € capaz de tornar as células
novamente cultivavels, como em V. wulnificus (OLIVER, 1995), V. parahaemolyticus
(WONG et al., 2004), E. coli (OHTOMO e SAITO, 2001) e E. coli O157:H7
(NAKAGAWA et al., 2000). Em outros casos, este evento parece ser extremamente
complexo, por exemplo, Legionella pneumophila entra no estado VNC induzido pela
deficiéncia de nutrientes, mas a adicdo de nutrientes ndo reverte o estado de dorméncia
(KELL et al., 1998). Algumas bactérias recuperam culturabilidade apds passagem in vivo
como no caso de Vibrio vulnificus em ratos (OLIVER e BOCHIAN, 1995), V. cholerae em
intestino humano (COLWELL et al., 1996), C. jguni e C. coli em ovos embrionarios
(CAPPELIER et al., 1999; CHAVEERACH et al., 2003), S. enterica Oranienburg em ratos
(ASAKURA et al., 2002) e Vibrio spp em camundongos (BAFFONE et al., 2003). Tem se
atribuido a expressdo do gene rpf, que codifica um fator de promoc¢do da ressuscitacdo, a
retomada do crescimento por Micrococcus luteus (KAPRELYANTS et al., 1996;
MUKAMOLOVA et al., 1998), assim como, mais recentemente, para Salmonella enterica
Oranienburg (PANUTDAPORN et al.,, 2006). A ressuscitacdo estd freqientemente
associada a manutencdo da viruléncia por varios patdgenos, constituindo-se um risco
potencial a ingestdo de alimentos aparentemente seguros, mas que apresentam estes
patégenos no estado vidvel ndo cultivavel (BAFFONE et al., 2003).

2.5. Técnicas de deteccdo do estado VNC

A determinacdo das células no estado VNC é feita pela diferenca entre as células
vidveis totais e as células cultivaveis (ROSZAK e COLWELL, 1987b). A deteccdo das
células viaveis totais pode ser realizada por diferentes metodologias.

A contagem direta de vidveis (DVC) descrita por KOGURE et al. (1979), se
fundamenta na contagem microscépica de células aongadas. O aongamento ocorre
somente nas células que mantém alguma atividade metabdlica (células vidveis) apos
incubagdo por poucas horas utilizando uma quantidade determinada de uma fonte de
nutriente, geralmente extrato de levedura, na presenca de acido nalidixico, um inibidor de
divisdo celular. Alguns autores relatam que esta metodologia pode ser utilizada com
pequenas modificacdes, como por exemplo, a mudanca do antibidtico, para bactérias que
s80 resistentes ap acido nalidixico ou mesmo do nutriente ou concentracdo do nutriente

utilizado. Para auxiliar a visualizagéo das células utiliza-se o corante fluorescente laranja
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de acridina, que se liga aos acidos nucléicos (McDOUGALD et al., 1998). Ao se ligar,
como dimero a dupla fita de DNA, o fluorocromo fluoresce na cor verde, quando se liga a
fita Unica de RNA, este fluorocromo fluoresce na cor laranja (COLWELL, 2000). Desta
maneira, as células viaveis fluorescem laranja por possuirem um conteido maior de RNA
do que de DNA, enquanto que as células ndo viaveis, por possuirem menor quantidade de
RNA, fluorescem verde (SANTIWATANAKUL, 2005). Esta metodologia foi utilizada
com sucesso por varios autores (OLIVER et al., 1995; FEDERIGHI et al., 1998; HOLLER
e MARTIN, 1998; BESNARD et al., 2000b).

A viabilidade pode ser determinada também pela deteccdo da atividade respiratoria.
A metodologia utilizada € a dupla coloracdo CTC-DAPI descrita por RODRIGUEZ et al.
(1992), que discrimina simultaneamente células totais e células vidveis. Todas as células
sd0 coradas em azul pelo DAPI (4’ ,6-diamidino-2-fenilindol) e somente as células com a
cadeia de transporte de elétrons ativa sdo capazes de reduzir o corante fluorescente CTC
(cloreto de 5-ciano-2,3 ditolil tetrazolio) apresentando um precipitado intracelular
fluorescente vermelho. Esta técnica tem sido utilizada em varios trabalhos (FEDERIGHI et
al., 1998, BESNARD et al., 2000b, LESNE et al., 2000, GUPTE et al., 2003).

Outra maneira de se verificar a viabilidade das células é por meio da avaliacdo da
integridade da membrana celular. Na maioria das vezes é utilizado o Kit LIVE/DEAD
BacLighté . A técnica se baseia no uso combinado de dois corantes fluorescentes de acidos
nucléicos, SYTO 9 e iodeto de propidio, que tém diferente capacidade de penetrar na
membrana celular. O corante SYTO 9 cora todas as células de verde, entretanto, aquelas
gue apresentam danos na membrana celular permitem a entrada do iodeto de propidio e
entdo se coram de vermelho, podendo assim diferenciar células viaveis de células mortas
(VILLARINO, et al., 2000). Esta técnica tem sido utilizada em trabalhos mais recentes
(ASAKURA et al., 2002; GUPTE et al., 2003; ASAKURA et al., 2005).

Outros métodos tém sido também descritos para verificar a viabilidade das células,
como por exemplo, a deteccdo da atividade de esterase pelo uso de substrato fluorogénico
(LUNDGREN, 1981; REYNOLDS e FRICKER, 1999), da capacidade de transporte de
substratos marcados (SHAHAMAT et al., 1993; RAHMAN, et al., 1994 e YOSHIOKA et
al., 1996), da presenca de &cidos nucléicos (RNA ou DNA) por técnicas moleculares de
PCR e RT-PCR (ISLAM et al., 1993; SHERIDAN, et al., 1998; YARON e MATTHEWS,
2002; RIJPENS et al., 2002; COUTARD et al., 2005) e também por meio de hibridizacdo
fluorescente in situ com sondas de oligonucleotideos (método de FISH) (BAUDART et al.,
2002).



As técnicas moleculares para células viaveis, especiadmente RT-PCR tém sido
desenvolvidas mais recentemente e ainda ndo estédo consolidadas, mesmo porgue tem sido
dificil a escolha de genes candidatos especificos para os patdégenos e do tipo
“housekeeping gene”, cuja expressdo € independente do estado fisioldgico e condigdes de

crescimento que possam ser utilizados em diferentes matrizes.

2.6. Importancia do estado VNC em alimentos

Pat6genos no estado viavel ndo cultivavel podem ser responsaveis por surtos de
toxinfeccOes alimentares. No Japdo, um alimento tradicional a base de salm&o preparado
em uma mistura que contem 79% de molho de soja, 14% de agua, 6,5% de tempero
quimico e 0,3% de sake sintético, cujo contetido de sal corresponde a 13% de NaCl, foi
implicado como possivel responsavel por mais de sessenta casos de infeccdo alimentar
causada por E. coli enterohemorrégica (EHEC) O157 s6 no ano de 1998, envolvendo
salméo processado por uma mesma empresa. Os niveis de contaminacéo do alimento com
EHEC 0157 apresentavam-se menores que a dose infecciosa, mas a infeccdo se
estabelecia. Por meio de seus estudos, MAKINO et al. (2000) comprovaram que EHEC
0157 exposta a atos niveis de NaCl entravam no estado VNC. A capacidade de
Salmonella Oranienburg sobreviver a condicdes de estresse osmaotico por NaCl também foi
demonstrada por esses autores, mesmo ndo sendo cultivavel em meios tradicionais
(ASAKURA et al., 2002).

A inducdo do estado VNC em patdgenos como Salmonella, estirpes patogénicas de
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jeguni expostos a condicdes de
estresse, incluindo o processamento e os varios tipos de embalagens dos alimentos
modernos, tem causado grande preocupacao aos 6rgaos de salde publica (ROWAN, 2004).
Esses patdgenos no estado VNC por serem capazes de se manter viavels, mas nao
cultivaveis por um longo periodo de tempo, ndo serem detectados pelos métodos
tradicionais de andlises de aimentos, apresentarem o fendmeno de ressuscitacdo e
manterem a viruléncia, aumentam o risco potencial de toxinfecgdes causadas por alimentos
tidos como adequados para o consumo (OLIVER e BOCKIAN, 1995; HUQ e COLWELL,
1995; MURPHY et al., 2003; BAFFONE et al., 2003).
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Neste trabalho foram estudadas condicdes de estresse que podem induzir o estado
VNC em Salmonella e E. coli e as mudancas morfol dgicas causadas por essas condicoes.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Patdgenos Alimentares e de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal

deVigosa, Vicosa, Minas Gerais.

3.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram as culturas de referéncia Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 1175 e os isolados de Salmonella
CCS3 e E. coli CCHA obtidos de carcacas suinas. As estirpes de referéncia foram
gentilmente cedidas pela Colegdo de Culturas Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello,
enquanto as estirpes de carcagas suinas foram isoladas por Lima (2002). As bactérias
foram cultivadas em cado Infusdo de Cérebro e Coragdo — BHI (Merck) por 18 horas e

conservadas em caldo BHI com 20% de glicerol a—18 °C.

3.2. Efeito do cloreto de sodio sobre o crescimento de Salmonella e E. coli

O crescimento na presenca de diferentes concentracbes de cloreto de sodio
(Merck) das estirpes de E. coli e Salmonella foi avaliado em caldo BHI. As culturas foram

cultivadas neste caldo por 16 horas e transferidas para tubos contendo meio BHI com as
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diferentes concentraces de sal até atingir uma densidade Optica (D.O.) a 630 nm, de
aproximadamente 0,07. Como controle foram utilizados meio BHI sem adi¢cdo de NaCl
com ou sem indculo. As concentracdes de NaCl testadas foram 0,17; 0,34; 0,50; 0,68; 0,85;
0,94; 1,02; 1,11; 1,19; 1,28; 1,36; 1,45;, 1,54; 1,62; 1,71 e 1,79 M.

Em seguida, um volume de 180 uL desta suspensdo foi transferido, em triplicata,
para microplacas (Nunc-Immuno™ plates), previamente esterilizadas por exposicdo a
radiacéo ultravioleta (1 = 270 nm) por 30 minutos e incubadas a 35 °C = 1 em estufa
(B.O.D.Nova Etica411D).

O crescimento foi monitorado pela leitura da D.O., em comprimento de onda, [,
de 630 nm, em aparelho leitor de placas de ELISA (Versa Max® Molecular Devices). As
leituras foram feitas em intervalos de 30 minutos até completar 24 horas e apds 48 horas
foi feita uma leitura para se confirmar afase estacionaria.

A partir das curvas de crescimento construidas, a velocidade especifica maxima
de crescimento (Mhax) das estirpes em cada condicéo testada foi determinada pelo calculo
de regressdo linear dos valores obtidos pelo In da D.O.g30nm Na fase exponencia de
crescimento em funcdo do tempo. Utilizando esse parametro cinético (Umax) VErsus o tempo
em horas, a curva do efeito da concentracdo de NaCl sobre a velocidade méaxima de
crescimento foi construida para verificar a faixa de concentragéo correspondente a estresse

osmoatico, para cada estirpe.

3.3. Efeito do cloreto de sddio sobre células de Salmonella e E. coli em diferentes fases

de crescimento, em temper atura derefriger acéo.

Foi avaliada a sobrevivéncia de Salmonella e E. coli em meio BHI e solucéo fosfato
de Butterfield (BPS) - Solucéo de KH,PO, (Vetec) 7,35 mM - preparada de acordo com
GUPTE et al. (2003) acrescidos de NaCl nas concentragoes 0; 0,17; 0,68 e 1,02 M para
Salmonella e 0; 0,17; 1,02 e 1,28 M para E. coli sob temperatura de refrigeracéo (5 °C *
1). As duas maiores concentracfes foram consideradas condicdes de estresse osmético para
as bactérias de acordo com a curva do efeito da concentracdo de NaCl sobre a velocidade
especifica maxima de crescimento. Para este estudo foi definido como estresse a
diminuicdo de pelo menos 33% da velocidade especifica de crescimento quando

comparada com o controle (BHI sem adicdo de sal).
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Para avdiar o efeito da fase de crescimento na sobrevivéncia das células a
condi¢Bes de estresse, células das bactérias em fase logaritmica de crescimento foram
obtidas apds a seguinte sequéncia de eventos. 1) ativacdo por 18 horas em meio BHI; 2)
centrifugacdo a 1955 g por 10 minutos em centrifuga Sorvall RT 6000D (Du Pont
Company, USA) e lavagem do sedimento de células por duas vezes com 5 mL de solugdo
salina 0,85%; 3) transferéncia de 300 ni para meio BHI e incubacdo em estufaa 35 °C; e
4) determinacdo da D.O. (630 nm) em intervalos de 30 minutos até que seu valor
duplicasse duas vezes consecutivas, garantindo que a cultura estivesse em fase log de
crescimento. Para obtencdo de células na fase estacionéria de crescimento, a cultura foi
ativada por 12 horas, centrifugadas a 1955 g por dez minutos e lavadas duas vezes com
cinco mililitros de solugdo salina 0,85%. Este procedimento foi adotado uma vez que
experimentos prévios foram realizados e constatou-se que nestas condi¢cdes as células
estariam nas fases de crescimento desejadas.

A densidade populacional das suspensdes de células em fase logaritmica e em fase
estacionéria foi padronizada em, aproximadamente, 10° UFC/mL e inoculadas nos frascos
contendo 100 mL de meio BHI ou BPS sem ou com NaCl nas diferentes concentragdes. Os
frascos foram agitados vigorosamente e estocados em geladeira a temperatura de
aproximadamente 5 °C + 1, por dez dias.

Periodicamente, aliquotas de cada cultura e condicdo testada foram retiradas dos
frascos e analisadas quanto a sobrevivéncia das estirpes por plaqueamento em TSA — Agar
Tripticaseina e Soja - (Merck), em triplicata, pela técnica de microgotas (MORTON,
2001). Esse experimento foi realizado em duas repeticoes.

3.4. Deteccao de células no estado VNC

Apés dez dias de incubacdo sob refrigeracdo, aliquotas de cada cultura e condicdo
testada foram retiradas dos frascos e analisadas quanto a culturabilidade, conforme ja
descrito no item 3.3. e quanto a viabilidade conforme metodol ogia de Kogure et al. (1979).
Para andlise da viabilidade, aliquotas de 0,25; 0,50 e 1,00 mL foram retiradas dos frascos
cujas condicdes resultaram na perda da culturabilidade e incubadas na presenca de extrato
de levedura (Merck) a 0,025% (p/v) e de acido nalidixico (Merck) a 0,002% (p/v) por sete
horas, a 35 °C + 1. Ap0Gs esse periodo de incubacdo, as amostras foram filtradas em
membranas de policarbonato pretas com poro de 0,22 nm de didmetro (Osmonicsinc.). As
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membranas foram fixadas com solucéo de formalina 2% (Sigma) durante trés minutos e
em seguida coradas com uma solu¢éo do corante laranja de acridina 0,01% (Merck) por
cinco minutos no escuro. O excesso do corante foi lavado com agua destilada estéril e as
l&minas foram montadas e observadas em microscépio de epifluorescéncia (Nikon E600
com acessorios para epifluorescéncia Y-FL). Para cada amostra, 15 campos de duas
membranas foram contados.

Diante dos resultados obtidos nos experimentos de sobrevivéncia e viabilidade, foi
conduzido um ensaio experimental para confirmar a possivel entrada no estado viavel ndo
cultivavel das quatro estirpes utilizadas neste trabal ho.

Para esta andlise foram utilizadas as condicbes de estresse para cada
microrganismo: 0,68 e 1,02 M para Salmonella e 1,02 e 1,28 M para E. coli ambos sob
temperatura de refrigeracdo. A culturabilidade foi determinada no tempo zero, que
corresponde a0 momento de inoculacdo e no tempo dez dias de incubagdo conforme
procedimento descrito no item 3.3. Juntamente com a avaliagdo da cuturabilidade, foi
conduzida a andlise da viabilidade por duas metodologias, DV C-Kogure (KOGURE et al.,
1979) e utilizando o Kit LIVE/DEAD? conforme instrucdes fornecidas pelo fabricante,
300 nL da amostra lavada, centrifugada e ressuspendida em solucéo salina 0,85% foram
corados utilizando-se 1 nL. da mistura de igual volume dos corantes SYTO 9 e iodeto de
propidio. As amostras foram incubadas, no escuro, em temperatura ambiente durante 15
minutos. Ap6s o periodo de incubacdo, uma aliquota de 10 ni. da amostra ja corada foi
transferida para uma lamina e coberta com laminula de espessura de 0,17 mm e observada
em microscopio de epifluorescéncia. Para cada amostra, 15 campos de duas [aminas foram

contados.

3.5. Avaliacéo da morfologia celular

A morfologia celular da cultura de E. coli CC$4 isolada de carcagas de suinos foi
analisada por microscopia eletrébnica de varredura no tempo zero e apOs dez dias de
incubacdo sob refrigeracdo (5 °C £ 1) nas oito condi¢des testadas. Uma aliquota de 5 mL
foi filtrada em membrana de policarbonato branca Millipore® 0,22 nm.

As membranas contendo os espécimes foram fixadas com solucdo de

glutaraldeido (Merck) a 3% por uma hora a temperatura ambiente e lavados seis vezes em
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tampéo fosfato 0,05 M pH 7,2, por dez minutos em cada etapa de lavagem. A seguir, 0s
espécimes sofreram desidratacdo efetuada com dlcool etilico (Merck) com as seguintes
concentragoes e tempos de exposicao: 30%/10 min; 50%/10 min; 70%/10 min; 80%/10
min; 95%/10 min; 100%/15 min, por duas vezes (TEIXEIRA, 2004). Logo apés a
desidratacdo, as membranas foram levadas ao aparelho de ponto critico (Critical Point
Dryer — CPD), onde foram mantidos em CO, liquido por um periodo de tempo pré-
determinado, para a retirada de qualquer vestigio de umidade remanescente.
Posteriormente a etapa do ponto critico, as membranas foram montadas nos suportes
apropriados e devidamente identificadas para a observacéo. Nesses suportes, 0s espécimes
foram cobertos com ouro (metalizados) e as preparagdes foram examinadas em
microscépio eletrénico de varredura (Leo 1430 VP) e fotografadas com aumentos de até
8550 vezes.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Efeito do cloreto de sddio sobre o crescimento de Salmonella e E. coli

O efeito do cloreto de sodio sobre o crescimento de Salmonella CCS3, S
Typhimurium ATCC 14028, E. coli CCH e E. coli ATCC 1175em meio BHI a35°C £ 1
esta apresentado nasfiguras 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

As estirpes de Salmonella apresentaram perfil de crescimento semelhante. O
crescimento foi evidente até a concentracdo de 1,28 M de NaCl para Salmonella CCS3
(Figura 1) e até 1,19 M para Salmonella Typhimurium ATCC 14028. A concentracéo de
1,36 M inibiu o crescimento das duas estirpes (Figuras 1 e 2).

As estirpes de E. coli apresentaram maior tolerancia a presenca de NaCl. Observou-
se o crescimento de E. coli ATCC 1175 até a concentracdo de 1,45 M (Figura 4), enquanto
E. coli CC$4 apresentou crescimento até a concentracdo de 1,36 M de NaCl (Figura 3). E.
coli ATCC 1175 mostrou-se mais resistente ao NaCl do que o isolado CCH apresentando
um crescimento discreto nas concentragdes de 1,54 e 1,63 M.
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Figura 1. Crescimento de Salmonella CCS3 em caldo Infusdo de Cérebro e Coragéo

Ln (DO)

(BHI) com diferentes concentragbes de NaCl a35°C + 1.

OM (" ); 0,17 M (¥); 0,34 M ( ); 0,51 M (x); 0,68 M (+); 0,85 M (*);

094 M (+); 1L,02M (-); 1,12 M (-); LIOM ( ); 1L28M ( ); 1,36 M ( );
1,45M (x); 1,54 M (-); 1,62M (" ); 1,71 M (+); 1,79 M (-).

Tempo (h)

Figura 2. Crescimento de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 em caldo Infusdo de

Cérebro e Coracdo (BHI) com diferentes concentracdes de NaCl a35°C + 1.
OM (" ); 0,17 M (¥); 0,34 M ( ); 0,51 M (x); 0,68 M (+); 0,85 M (*);

0,94 M (+); ,02M (-); 1,21 M (-); LLAIOSM ( ); 1,28M ( ); 1,36 M ( );
1,45M (x); 1,54 M (-); 1,62M (" ); 1,71 M (+); 1,79 M (-).
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Figura 3. Crescimento de Escherichia coli CCS4 em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracéo (BHI) com diferentes concentragbes de NaCl a35°C + 1.
OM(");0,17M (¥); 0,34 M (); 0,51 M (x); 0,68 M (+); 0,85M (*);

094 M (+); 1,02M (-); L11M (-); 1,19M ( ); L,28M ( ); 1,36 M ( );
1,45M (x); 1,54 M (-); 1,62M (" ); 1,71 M (+); 1,79 M (-).
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Figura 4. Crescimento de Escherichia coli ATCC 1175 em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracéo (BHI) com diferentes concentragoes de NaCl a35°C + 1.
OM(");017M (¥); 0,34 M (); 0,51 M (x); 0,68 M (+); 0,85M (*);
0,94M (+); 1,02M (-); LL11M (-); LIOM ( );1,28M ( );1,36 M ();
1,45M (x); 1,54 M (-); 1,62M (" ); 1,71 M (+); 1,79 M (-).
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As velocidades especificas méaximas de crescimento (Umax) foram menores nas
concentragdes de NaCl para todas as estirpes (Tabela 1). A reducdo da pmax Na
concentracéo de 0.68 M de NaCl foi de 53,7% para Salmonella ATCC 14028 e 57,1% para
Salmonella CCS3, e de 41,8% e 39,1% para E. coli ATCC 1175 e E. coli CCH4,
respectivamente, mostrando que as estirpes de E. coli apresentaram-se mais resistentes ao
efeito do NaCl que as de Salmonella.

A diferenca entre as densidades opticas final e inicial (D D.O.) foi semelhante nas
concentragdes de 0 e 0,17 M de NaCl para Salmonella ATCC 14028 e no intervalo de 0 a
0,51 M para Salmonella CCS3. Os resultados navariagéo de D.O. foram similaresentre O e
0,68 M para E. coli ATCC 1175, e entre 0,17 € 0,68 M paraE. coli CCS4. A partir dessas
concentracdes, houve um decréscimo no valor de D D.O., indicando um menor crescimento

celular nestas concentragtes de NaCl (Tabela 2)

Tabela 1 - Velocidade especifica maxima de crescimento de Salmonella e E. coli cultivadas
em caldo Infusdo de Cérebro e Coracéo (BHI) na presenca de cloreto de sddio, a

35°C+1.
Velocidade especifica méxima (pmax h™)
Concentracao de Salmonella E. coli
NaCl (Molar) ~ — ATCC14028 CCS3 ATCC 1175 CCs4

0 0,54 0,70 0,98 0,69
0,17 0,45 0,66 0,91 0,59
0,34 0,48 0,59 0,80 0,56
0,51 0,40 0,44 0,68 0,49
0,68 0,25 0,30 0,57 0,42
0,85 0,20 0,22 0,42 0,27
0,94 0,14 0,16 0,32 0,23
1,02 0,11 0,12 0,21 0,16
1,11 0,04 0,09 0,14 0,15
1,19 0,04 0,06 0,10 0,11
1,28 0,04 0,04 0,07 0,09
1,36 0,02 - 0,06 0,05
1,45 0,03 - 0,05 -
154 - - - -
1,62 - - - -
1,71 - - - -
1,79 - - - -
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Para E. coli CCH, DD.O. foi 24,6% maior na concentracdo de 0,17 M de NaCl do
gue no controle. 1sso pode ser explicado por um possivel efeito protetor do NaCl sobre as
células de E. coli. Esse efeito protetor de NaCl foi observado em E. coli O157:H7 que tem
Seu crescimento aumentado na presenca de 4% (0,68 M) desse sal, especialmente sob
condicoes de baixo pH (JORDAN e DAVIS, 2001). Resultados semel hantes foram obtidos
por KRIST et al. (1998) que observaram uma menor variacdo da densidade Optica quando
E. coli cresciaem meio com valores baixos de atividade de agua. A reducdo da D D.O pode
ser devido ao fato da resposta osmorreguladora exigir um grande gasto de energia
(CSONKA, 1989; GOULD, 1989 e KNOCHEL & GOULD, 1995). BUCHANAN &
KLAWITTER (1992) também observaram reducéo na taxa de crescimento de E. coli
0157:H7 em meio BHI adicionado de cloreto de sodio.

Tabela 2 - Variagdo da densidade dptica (DD.O.) de Salmonella e E. coli cultivadas em
caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) na presenca de cloreto de sédio, a

3B°Ct1l.
Variagdo da Densidade Optica (DD.O.)
Concentracao de Salmonella E. coli
NaCl (Molar)  — ATCC14028 CCS3 ATCC 1175 cCs4

0 144 1,29 1,34 1,01
0,17 1,48 1,17 1,41 1,34
0,34 1,19 1,14 1,39 1,35
0,51 131 1,12 1,34 1,32
0,68 1,08 0,87 1,27 1,17
0,85 0,86 0,69 1,15 1,04
0,94 0,77 0,57 0,93 0,93
1,02 0,81 0,46 0,91 0,85
1,11 0,24 0,31 0,75 0,53
1,19 0,42 0,12 0,56 0,47
1,28 0,29 0,08 0,35 0,47
1,36 0,09 0,03 0,25 0,24
1,45 0,03 0 0,21 0,05
154 0 0 0,09 0
1,62 0 0 0,09 0
1,71 0 0 0,04 0
1,79 0 0 0,02 0
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O efeito do cloreto de sodio sobre o crescimento de Salmonella, neste trabalho, é
semelhante aos resultados encontrados por MATTICK et al. (2000) que constataram 0
efeito bactericida de 8% (1,36 M) de NaCl em caldo nutriente para Salmonella enterica
Typhimurium DT104.

Entendendo que estresse € o desvio das condic¢bes 6timas de crescimento o qual
resulta na diminuicdo da taxa de crescimento e da populacdo méxima (YOUSEF e
COURTNEY, 2003) e analisando os valores de pUm« € a variagdo de D.O. das quatro
estirpes utilizadas nesse trabalho, pode-se considerar que a partir das concentracoes de 0,94
M de NaCl, as estirpes de E. coli estédo sob condic¢éo de estresse, apresentando reducdo da
HMmax €M aproximadamente 67%, enquanto Salmonella CCS3 e Salmonella ATCC 14028
estdo sob estresse a partir de 0,85 M, apresentando reducdo da pmsx €m 63e 69%,

respectivamente.

4.2. Efeito do cloreto de sddio sobre células de Salmonella e E. coli em diferentes fases

de crescimento, em temper atura derefrigeracéo

A partir do estudo do efeito do NaCl sobre o crescimento, as concentragdes de 0,68
M e 1,02 M foram selecionadas para as estirpes de Salmonella e 1,02 M e 1,28 M para as
estirpes de E. coli para avaliagdo da sobrevivéncia quando estocados a temperatura de
refrigeracdo (5 °C + 1) a partir de células em duas fases distintas de crescimento,
logaritmica e estacionaria. As concentracfes de 0 e 0,17 M foram também utilizadas. As
maiores concentragdes de NaCl selecionadas séo utilizadas em carnes salgadas, temperadas
e resfriadas.

A sobrevivéncia das estirpes submetidas a estresse osmético e de temperatura foi
avaliada em duas condicBes, meio BHI, que consiste em meio complexo que contém
nutrientes suficientes para o crescimento das estirpes utilizadas neste estudo, e em BPS,
que € uma solucgdo oligotrofica.

As figuras de 5 a 8 mostram o efeito do NaCl sobre as quatro estirpes estudadas,
utilizando células coletadas em fase log de crescimento. As Figuras 5 e 6 mostram o
comportamento de Salmonella ATCC 14028 e CCS3, respectivamente. As figuras 7 e 8
demonstram o comportamento de E. coli ATCC 1175 e CCSA.
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Figura 5. Efeito da adi¢do de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 provenientes de cultura nafase log de crescimento
incubadas a 5 °C + 1. (A) caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI); (B)
solucéo fosfato de Butterfield (BPS). © 0 M de NaCl; 0 0,17 M de NaCl; O
0,68 M de NaCl; x 1,02 M de NaCl.
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Figura 6. Efeito da adi¢éo de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de Salmonella CCS3
provenientes de cultura na fase log de crescimento incubadas a 5 °C + 1. (A)
caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI); (B) solucéo fosfato de Butterfield
(BPS).” OM deNaCl; 0 0,17 M de NaCl; 0 0,68 M de NaCl; x 1,02 M de
NaCl.
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Figura 7. Efeito da adi¢cdo de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de E. coli ATCC

1175 provenientes de cultura na fase log de crescimento incubadas a5 °C + 1.
(A) cado Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI); (B) solucdo fosfato de
Butterfield (BPS). © 0 M de NaCl; 0O 0,17 M de NaCl; 0 1,02 M de NaCl; x
1,28 M de NaCl.
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Figura 8. Efeito da adi¢do de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de E. coli CC$4
provenientes de cultura na fase log de crescimento incubadas a5 °C + 1. (A)
caldo Infusdo de Cérebro e Coracéo (BHI); (B) solugdo fosfato de Butterfield
(BPS). " OM deNaCl; 0 0,17 M deNaCl; 0 1,02 M de NaCl; x 1,28 M de
NaCl.
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Quando comparamos as duas estirpes de Salmonella, observamos que em meio
BHI, o isolado CCS3 mostra-se mais tolerante a presenca de NaCl do que a linhagem
ATCC 14028, pois na concentracaéo 0,68 M de NaCl apresentou crescimento de 1,39 ciclos
log apbs dez dias de estocagem, enquanto o isolado ATCC 14028 apresentou reducéo de
2,2 ciclos log nesse mesmo periodo de estocagem. O contrario acontece quando
observamos os resultados em BPS, o isolado CCS3 apresentou reducéo de 5,36 ciclos log
em 1,02 M de NaCl, enquanto para a linhagem ATCC 14028 foi evidenciada uma
diminuicéo de apenas 1,37 ciclos log na mesma concentracdo apos dez dias de estocagem.

O crescimento de Salmonella em alimentos refrigerados, como carnes frescas, e
também em meios complexos estocados a 4 °C, tem sido mostrado (D’ AOUST, 1991).

Reducdo do numero de unidades formadoras de colénia (UFC) de um isolado
clinico de Salmonella com o aumento da concentracdo de NaCl e a ndo formacdo de
col6nias depois de 24 horas de exposicdo a 7% (1,19 M) de NaCl foram demonstradas
(ASAKURA et al., 2002).

Para Listeria monocytogenes, temperatura e concentracdo de NaCl sdo fatores
importantes na perda da capacidade de formar colénias (BESNARD et al., 2002).
Organismos que estdo sob condicdo de hiperosmolaridade tém a a, de seu citoplasma
diminuida e, portanto ha um decréscimo de proteinas e outras macromol éculas que estao
envolvidas em fungdes essenciais da célula, como transporte de nutrientes, replicacdo de
DNA, entre outras. Interessantemente, microrganismos sob estresse osmotico apresentam
nivels de ATP elevado, isto devido a inibicdo da sintese de macromoléculas (CONSKA,
1989).

E. coli ATCC 1175 e CCHA apresentaram resultados semelhantes em meio BHI em
fase log de crescimento (figuras 7A e 8A). Nas concentragbes de 0 e 0,17 M de NaCl, essas
bactérias apresentaram um crescimento médio de 2,0 ciclos log, o que ja era esperado, uma
vez que nestas concentragbes de NaCl os microrganismos ndo estavam sob estresse
osmotico. JA em meio BHI acrescido de 1,02 M e 1,28 M de NaCl as contagens tiveram
uma reducdo média de 2,0 ciclos log para ambas as estirpes. Esse resultado esta de acordo
com o experimento anterior que mostrou o efeito inibitério do NaCl sobre o crescimento de
E. coli (Figuras 3 e 4).

Em BPS, observaram-se diferencas na sobrevivéncia entre as estirpes de E. coli. A
linhagem ATCC 1175 mostrou-se mais sensivel tanto a acdo do sal, quanto a falta de
nutriente quando comparada com E. coli CC$4 (Figuras 7B e 8B). 1sso pode ser notado

pela diferenca de 0,6 ciclo log na sobrevivéncia entre as duas estirpes em BPS sem adicéo
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desa ede 0,79, 1,95 e 2,8 ciclos log para BPS adicionado de 0,17 M, 1,02 M e 1,28 M de
NaCl, respectivamente.

Os resultados estéo de acordo com os encontrados na literatura. ASAKURA et al.
(2005) verificaram uma perda acentuada de culturabilidade de E. coli enterohemorragica
(EHEC) O157:H7 a partir de 24 horas de incubacdo a 37 °C, sob estresse osmotico
(solucdo salina contendo 13% NaCl), ocorrendo perda total apds 72 horas. A perda da
capacidade de formar colbnias de E. coli O157:H7, ndo produtora de toxina foi mostrada
em solucdo salina com teor fina de 5% de NaCl (OTHOMO e SAITO, 2001) A reducéo
do nimero de células viaveis em &gua de mar artificial (artificial sea-waters - AWS)
devido a hiperosmolaridade também foi demonstrada (BRAUX et al., 1997).

As Figuras 9A e 9B ilustram o comportamento de células de Salmonella ATCC
14028 coletadas da fase estacioné&ria de crescimento nos meio BHI e tampdo BPS,
respectivamente. Da mesma maneira, podemos observar o comportamento do isolado
CCS3 (Figuras 10A e 10B) e das estirpes de E. coli ATCC 1175 (Figuras 11A e 11B) e
CCH4 (Figuras 12A e 12B).

Para Salmonella, em tamp&o BPS 0,17 M, 0,68 M e controle, a sobrevivéncia
apresentou-se quase inaterada, entretanto, em 1,02 M de NaCl, o decréscimo da
culturabilidade foi mais evidente, cerca de 1 ciclo log para ATCC 14028 e 2,0 ciclos log
para CCS3 (Figuras 9A e 10A).

Os resultados encontrados mostram que para o isolado de Salmonella CCS3, em
meio BHI e BHI acrescido de diferentes concentracOes de sal, a fase de crescimento das
células ndo interferiu na sobrevivéncia durante dez dias de incubacdo sob refrigeragéo.
Entretanto, no tampdo BPS, as células provenientes de fase estaciondria das estirpes
estudadas apresentaram menor perda da culturabilidade do gque as células provenientes de
faselog.

A sobrevivéncia também se manteve quase inaterada no periodo de dez dias para o
isolado E. coli CC$4 nas trés concentracdes de NaCl e no controle de solugéo tampéo BPS
(Figura 12A). Ja para a linhagem E. coli ATCC 1175 isto aconteceu somente para o
controle e a concentracdo de 0,17 M de NaCl (Figura 11A). Em meio BHI, a estirpe de E.
coli ATCC 1175 apresentou crescimento nas concentragdes de 0,17 M e no controle e
decréscimo de no méximo 1,9 ciclos log nas concentragdes de 1,02 M e 1,28 M. O isolado
CCS4 mostrou pegueno decréscimo nas maiores concentraces de NaCl e expressivo

crescimento na auséncia e napresencade 0,17 M de NaCl (> 2,0 ciclos log).
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Figura 9. Efeito da adi¢do de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 provenientes de cultura na fase estacionaria de
crescimento incubadas a 5 °C + 1. (A) cado Infusdo de Cérebro e Coracdo
(BHI); (B) solugéo fosfato de Butterfield (BPS). © O M de NaCl; 0O 0,17 M de
NaCl; 0 0,68 M de NaCl; x 1,02 M de NaCl.
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Figura 10. Efeito da adicdo de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de Salmonella
CCS3 provenientes de cultura na fase estacionéria de crescimento incubadas a 5°
C £ 1. (A) caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI); (B) solucéo fosfato de
Butterfield (BPS). “ 0 M de NaCl; 0 0,17 M de NaCl; 0 0,68 M de NaCl; x
1,02 M de NaCl.
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Figura 11. Efeito da adicdo de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de E. coli ATCC
1175 provenientes de cultura na fase estacionaria de crescimento incubadas a 5
°C £+ 1. (A) caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI); (B) solucdo fosfato de
Butterfield (BPS). © 0 M de NaCl; 0 0,17 M de NaCl; 0 1,02 M de NaCl;
x 1,28 M de NaCl.
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Figura 12. Efeito da adicdo de NaCl a caldo BHI e a BPS sobre células de E. coli CCHA
provenientes de cultura na fase estacionaria de crescimento incubadas a5 °C + 1.
(A) cado Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI); (B) solucdo fosfato de
Butterfield (BPS). © 0 M de NaCl; 0 0,17 M de NaCl; 0 1,02 M de NaCl;
x 1,28 M de NaCl.
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Varios trabalhos mostram que a perda da culturabilidade de alguns microrganismos
€ dependente da concentracéo de NaCl (CHEVILLE et al., 1996; MATTICK et al., 2000;
ASAKURA et al., 2002; BESNARD et al., 2002; ARMANDA et al., 2003; WONG e
WANG, 2004; ASAKURA et al., 2005).

Alguns autores ressaltam a influéncia da fase de crescimento do microrganismo na
evolugdo da perda de capacidade de formar col6nias. Cé8ulas na fase log de crescimento
foram mais sensiveis ao efeito de NaCl que as células na fase estacionaria e ainda,
comprovou-se que as células na fase estaciondria sdo mais resistentes devido a presenca de
proteinas sintetizadas a partir do gene rpoS. Resultados experimentais indicam que células
mutadas neste gene, em fase estacionéria, apresentaram a mesma sensibilidade ao NaCl
que células nafaselog. (MATTICK et al., 2000).

A fase estacionaria e a condicdo de inanicdo induzem a sintese de proteinas que
conferem resisténcia a mudancas quimicas e fisicas que sofrem 0s microrganismos
(ARNOLD e KASPAR, 1995). Entretanto, neste mesmo trabalho observou-se que células
em meio livre de nutrientes (tampado BPS) ndo apresentaram maior resisténcia as condicdes
de estresse impostas, quando comparadas com meio BHI nas mesmas condicdes. Este
resultado é similar ao encontrado por CHEVILLE et al. (1996) que mostraram que células,
provenientes da fase log de crescimento, em inanicdo apresentavam menor tolerancia a
&cido e sal do que células na fase estacionaria. Isto indica que células em inani¢do podem
induzir proteinas protetoras lentamente ou em niveis menores que células em fase

estaciondria.

4.3. Culturabilidade einducao do estado VNC

Pel os resultados obtidos no experimento de sobrevivéncia na presenca de cloreto de
sodio sob temperatura de refrigeracdo, observou-se que Salmonella e E. coli perdem a
culturabilidade de forma mais acentuada quando células provenientes da fase logaritmica
de crescimento eram submetidas a condigdes de estresse durante dez dias de incubagéo a5
°C = 1. Portanto, foi avaliada a culturabilidade e a viabilidade nas concentractes de 0,68 M
e 1,02 M de NaCl para células em fase log de crescimento das estirpes de Salmonella e de
1,02 M e 1,28 M de NaCl para as células das estirpes de E. coli, apds dez dias de

incubagéo a5°C+ 1 (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Comparagdo entre as contagens de células de Salmonella vidveis cultivaveis (CVC)
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Figura 14. Comparacdo entre as contagens de células de E. coli viaveis cultivaveis (CVC) e

células viaveis totais (CVT) apos dez dias de estocagem a5 °C £+ 1 em BPS ou
caldo BHI, em diferentes concentragdes de NaCl. (A) E. coli ATCC 1175 e (B) E.
coli CCH4.
CVC (L) log de UFC/mL em &gar Tripticaseina e Soja (TSA); CVT (0) log de
células vidveis contadas a0 microscopio pela técnica DV C-Kogure (KOGURE et
al., 1979).
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A figura 13 mostra a comparagdo entre as contagens de células cultivaveis em
unidades formadoras de colénia por mililitro e células viaveis totais por mililitro
observadas ao microscopio, utilizando o método descrito por KOGURE et al. (1979), de
cada estirpe de Salmonella obtida apds dez dias de incubagcdo a5 °C + 1.

Salmonella ATCC 14028 apresenta uma diferenca de 31,2%, entre células viaveis
totais e células viaveis cultivaveis em BPS acrescido de 0,68 M de NaCl. Salmonella CCS3
apresenta um comportamento diferente em BPS 0,68 M de NaCl, onde verificase que 0
nimero de células vidve's totais € praticamente 0 mesmo que o de células cultivaveis.
Observa-se que a linhagem Salmonella ATCC 14028 em BPS 1,02 M de NaCl, n&o
apresenta, aparentemente, células viaveis em estado latente, diferentemente de Salmonella
CCS3 gue mostra células viaveis ndo cultivavels ou latentes (Figuras 13A e 13B). N&o foi
determinado se havia possibilidade de reativagdo em caldo. Confirmagdo do estado VNC
pode ser feita por eletroforese de proteinas em duas dimensdes (HEIM et al., 2000).
Entretanto, as metodologias DVC-Kogure e LIVE/DEAD?® tém sido usadas como
evidéncia do estado VNC (KOGURE et al., 1979; VILLARINO et al., 2000). O mesmo
ocorre em meio BHI 1,02 M NaCl, o nimero de células viaveis totais de Salmonella CCS3
foi 21,2% maior que o0 nimero de células cultivaveis.

Para as estirpes de E. coli, a condicdo de falta de nutriente parece influenciar
negativamente a culturabilidade, mas com manutencéo da viabilidade para as duas estirpes,
mesmo tendo apresentado percentuais de perda de culturabilidade diferentes. (Figura 14).
A linhagem ATCC 1175 apresentou perda de culturabilidade maior em BPS (reducéo de
aproximadamente cinco ciclos log) que o isolado CCHA.

A estirpe de E. coli ATCC 1175 apresenta diferencas de apenas 7,2% e 5,6% entre
as contagens de células viaveis cultivavels e células vidveis totais em meio BHI adicionado
de 1,02 M e 1,28 M de NaCl, respectivamente; se comparadas as diferencas de 66,6% e
79,9% observadas em BPS adicionado das mesmas concentrages de sal.

O isolado E. coli CCH4 parece ser mais resistente a condicéo de falta de nutriente e
alta concentracdo de sal, pois 0 nimero de células viaveis totais foi aparentemente o
mesmo da linhagem E. coli ATCC 1175 nas quatro condigdes testadas, enquanto que o
nimero de células cultivaveis foi maior 1,23 ciclos log em BPS 1,02 M de NaCl e 1,73
ciclos log em BPS 1,28 M NaCl do que a cultura de referéncia ATCC 1175 (Figura 14).
Em meio BHI adicionado de sal, o contrario foi observado, a linhagem ATCC 1175 foi
mais resistente que o isolado CCS$4, havendo perda de culturabilidade de apenas 7,2% na

concentracdo de 1.02 M de NaCl e de 5,6% na concentracdo de 1,28 M de NaCl, se
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comparada com 18,3% e 23,1% do isolado E. coli CCS4 nas mesmas concentragdes de sal
(Figura 14). As células originadas de BPS, ap0s dez dias de estocagem a 5 °C * 1,
mostravam-se mais lentas em sua formacao de colénias em TSA. Isso pode ser devido a
ocorréncia de injUria que era recomposta com o tempo em TSA.

Baseado nas diferencas observadas entre as contagens de viavels cultivaveis e
vidveis totais apresentadas nas figuras 13A e 13B e nas figuras 14A e 14B podemos sugerir
a entrada no estado viavel ndo cultivavel das estirpes de Salmonella e de E. coli nessas
condicoes de estresse.

Para confirmar a entrada no estado VNC foi realizado um novo experimento
guando se avaliou a culturabilidade e a viabilidade empregando-se duas metodologias
DVC — Kogure e pelo método LIVE/ DEAD?. As figuras 15 e 16 mostram os resultados
encontrados para as estirpes de Salmonella e E. coli, respectivamente.

Diante dos resultados encontrados, podemos dizer que parte da populacdo dos
microrganismos estudados encontra-se, possivelmente, no estado VNC apés dez dias de
estocagem sob refrigeracéo nas condicdes de estresse testadas, embora as metodologias
utilizadas mostrem diferentes sensibilidades.

A avdiacdo da viabilidade pelo método LIVE/DEAD? apresentou maior
sensibilidade que pelo méodo DVC — Kogure uma vez que, quase em sua totalidade,
apresentou um numero maior de células vivas quando amostras do mesmo tratamento
foram analisadas.

Em trabalho realizado por VILLARINO et al. (2000) foi constatado que os
marcadores fluorescentes ndo foram capazes de distinguir células vivas de células mortas
tratadas com luz UV, uma vez que as células mortas apresentaram capacidade residua de
transporte e permeabilidade na membrana. Essa pode ser a explicagdo da diferenca

encontrada entre as duas metodol ogias.
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Figura 16. Comparacdo entre as contagens de células de E. coli viaves totais (CVT), pelos

métodos DV C-K ogure e pelo método LIVE/DEAD?, apés dez dias de estocagem a
5°C £ 1 em BPS ou caldo BHI, em diferentes concentracoes de NaCl. (A) E. coli
ATCC 1175 e (B) E. coli CCH4.

CVC (1) log de UFC/mL em &gar Tripticaseina e Soja (TSA); CVT (L) log de
células vidveis contadas ao microscopio pela técnica DV C-Kogure (KOGURE et
al., 1979); CVT () log de céulas viaveis contadas a0 microscopio pelo método
LIVE/DEAD?.
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Nas figuras 17 e 18 estdo mostradas 1&minas observadas em microscopio de
epifluorescéncia de células coradas pelo método LIVE/DEAD? e células tratadas com
acido nalidixico e extrato de levedura e coradas com laranja de acridina, respectivamente.

Muitos microrganismos ja foram descritos como capazes de entrar no estado viavel
ndo cultivavel. Diversos sdo os fatores que induzem este estado fisiolégico em bactérias.
Os estresses osmético e de temperatura sdo amplamente estudados como fatores de
inducdo ao estado VNC. Vibrio splendidus tem sua capacidade de persistir no estado
cultivavel influenciado pela disponibilidade de nutrientes e salinidade. ARMANDA et al.
(2003) mostraram que em meio gquimicamente definido com 3,3% de salinidade e contendo
17 g/L de nutrientes disponiveis, V. splendidus entram no estado VNC em 61 dias de
cultivo.

O tempo requerido para a transicéo para o estado VNC varia com as condicdes
empregadas e também com a espécie e estirpe bacteriana utilizada (BESNARD et al.,
2000), o quejustifica a variagao encontrada neste trabal ho.

A influéncia de NaCl na resposta fisiolégica de Listeria monocytogenes foi
estudada (BESNARD et al., 2002). Foi constatado que NaCl e temperatura apresentam
efeitos diferentes em isolados distintos de L. monocytogenes. Altas temperaturas e baixas
concentracdes de sal foram necessérias para diminuir o tempo de entrada no estado VNC
da linhagem ATCC 19115, enquanto a estirpe Scott A necessitou de temperatura de 4 °C
para que o tempo de entrada no estado VNC fosse diminuido. Estudando o efeito da luz
natural na entrada do estado viavel ndo cultivavel, verificou-se que NaCl foi essencia para
perda da culturabilidade em todas as estirpes testadas, exceto para a linhagem ATCC
19115.

A preservacdo de alimentos pela diminuicéo da atividade de agua e por baixas
temperaturas € amplamente utilizada como ferramenta efetiva na prevencdo de doencas
causadas por microrganismos, como por exemplo, salmonelose. Desta maneira existe uma
grande preocupacdo de como os microrganismos respondem a determinadas condicdes de
estresse sub-letal. O estado VNC tem sido bastante estudado, uma vez que o nimero de
microrganismos potencial mente patogénicos pode estar subestimado, pois, ndo conseguem
crescer em meios de cultura utilizados em laboratérios, mas podem estar viaveis e com

capacidade de causar doenca nos hospedeiros.
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Figura 17. Células de E. coli CC4, em tampdo BPS 1,02 M NaCl, apds dez dias de
incubacdo sob refrigeracdo (5 °C = 1), coradas pelo método Kit
LIVE/DEAD?.

Ve /
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Figura 18. Células de E. coli CC$4, em caldo BHI 1,02 M NaCl, apds dez dias de
incubagao sob refrigeracéo (5 °C + 1), coradas com laranja de acridina.,
As células foram tratadas com 0,002% de &cido nalidixico, 0,025% de

extrato de levedura e incubadas a35°C + 1 por 7 horas antes da col oracéo.
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Salmonella enterica Oranienburg no estado VNC em alimento salgado foi capaz de
causar infeccdo sistémica em camundongos imunodeprimidos (ASAKURA, et al., 2002).

E. coli O157:H7, possivelmente no estado VNC provocado por altas concentracoes
de sal, causou surto ocorrido no Japdo em 1998. Acredita-se que a conversdo ao estado
VNC desse microrganismo ocorreu no aimento e ndo foi detectado em meio de cultura
rotineiramente utilizado em laboratério, este manteve sua patogenicidade e ressuscitou
apos passagem in vivo (MAKINO et al., 2000).

A falta de nutrientes € um dos principais fatores que induzem o estado VNC e,
portanto, 0 mais utilizado como ferramenta de estudo. Neste trabalho, verificou-se que
tampdo BPS foi mais efetivo na inducéo do estado VNC em isolados de E. coli, do que
meio BHI. Isso pode ser explicado pelo fato das bactérias entrarem neste estado fisiol 6gico
em ambientes extremamente hostis, pois se ndo entrarem nesse estado de dorméncia, a
condicdo sera letal a célula. Muitos estudos tém mostrado que processos que normalmente
eram considerados bactericidas podem levar ainducéo do estado VNC (GUSASEKERA et
al., 2002; OLIVER et al., 2005). Entretanto, para cada microrganismo, as condi¢oes de
estresse podem ser diferentes. Isto € observado para as estirpes de Salmonella. Para a
linhagem ATCC 14028 em meio BHI adicionado de 0,68 M e 1,02 M de NaCl existe a
possibilidade das células ndo entrarem no estado VNC, no tempo avaliado, bem como em
BPS 1,02 M, mas em BPS 0,68 M de NaCl ha 30,4% mais células viaveis totais do que
células viave's cultivavels, evidenciando que o sal ndo € um fator determinante para a
entrada neste estado de dorméncia. O contrario acontece para o isolado CCS3 que parece
ser dependente de NaCl para entrada em VNC, pois somente nos meios com altos teores de
NaCl, verifica-se diferenca entre células viaveis totais e células viave's cultivaveis (Figura
13).

4.4 Efeito de NaCl namorfologia de E. coli
As figuras 19 e 20 destacam as mudancas morfoldgicas do isolado E. coli CC$4

ocorridas durante dez dias de incubacdo a5 °C + 1 em meio BHI e em tamp&o BPS nas

diferentes concentractes de NaCl estudadas, respectivamente.
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Figura 19. Micrografias de Escherichia coli CCS4 em meio BHI adicionado de
diferentes concentracdes de NaCl, em microscépio eletrénico de varredura
Leo 1430 VP. A; B; C e D — Céulas coletadas, na fase log de crescimento;
E; F;, G e H — Células coletadas, na fase log de crescimento, apds
estocagem por dez dias sob refrigeragdo (5°C + 1).
37



. aMig = L
EHT = TAL KV W= Wmm EHT = 20T k¥ WD = AT mm

0 M NaCl
B

Ioneblag= HEEH X
EHT= 1004 kY WO= 17 mm

e BES KN

|_| EHT = 10.04 kW WD = T mm
0,17 M NaCl
C

2ume Foneblag = B85 X

|_| EHT= 1004 kY Wo= §Tmm
1,02 M NaCl
D

CLUTEREE
EHT = 87 WhO= 18mm

aum* Zomw Mag = HES X

res Misg =
EHT=1004 k%  WO= 17 mm EHT= GUF K¢ WDs 1Smm

1,28 M NaCl

Figura 20. Micrografias de E. coli CCH4 em tampdo BPS adicionado de diferentes
concentracbes de NaCl, em microscopio eletrénico de varredura
Leo 1430 VP. A; B; C e D — Células coletadas, na fase log de crescimento;
E; F; G e H — Céulas coletadas, nafase log de crescimento, apos estocagem
por dez dias sob refrigeracéo (5°C + 1).

38



Em meo BHI, na presenca ou auséncia de NaCl, observou-se que nas
concentragdes de 0 M, 0,17 M, 1,02 M de NaCl ocorreu o fendmeno de filamentagdo
(Figura 19E, 19F e 19G). Resultado semelhante foi encontrado para células de Salmonella
sp. em TSB adicionado de NaCl, que se apresentaram na forma filamentosa apos 24 horas
de incubacdo a 21 ou 37 °C (MATTICK et al., 2000).

A filamentacdo ndo ocorre somente devido a adicdo de sal, mas também,
possivelmente, devido a temperatura, pois como observado na figura 19E, em meio BHI 0O
M de NaCl ocorreu a filamentacéo.

Em BHI adicionado de 1,28 M de NaCl observa-se que algumas células de E. coli
CCS4 diminuem de tamanho, outras se desintegram ou perdem a capacidade de aderir na
membrana de policarbonato (Figura 19H).

As mudancas morfoldgicas podem ocorrer devido a condicdes adversas em que 0s
microrganismos se encontram. As células que entram no estado fisiolégico viavel ndo
cultivavel também podem apresentar mudancas na sua morfologia (KONDO et al., 1994;
GUPTE et al., 2003), isto foi observado aqui para E. coli CCS4 em BHI adicionado de
1,02 M e 1,28 M de NaCl incubado sob temperatura de refrigeracéo.

Em solucdo tampéo BPS, as células ndo apresentam este fenémeno de filamentacéo
e sim de diminuicdo de tamanho e transicdo para a forma cocdide (Figuras 20D e 20H).
Esta mudanca para a forma cocdide ja foi descrita para Salmonella enterica Typhimurium
DT104 (GUPTE et al. 2003), para Campylobacter sp. (REEZAL et al., 1998;
SANTIWATANAKUL e KRIEG, 2005) que estavam no estado VNC. Céulas que estdo
no estado de inanicdo também apresentam diminuicdo no seu tamanho (Figura 20D). Este
fendmeno ja foi descrito para células de Listeria monocytogenes em deficiéncia de glicose
e aminoécidos apds sete dias de incubacdo (HERBERT e FOSTER, 2001).
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5- CONCLUSOES

A adicdo de cloreto de sodio reduziu a velocidade de crescimento das estirpes de
Salmonella e E. coli estudadas em meio BHI a 35 °C = 1. Nas concentragbes de NaCl
testadas, a pmax foi menor que no controle (meio BHI). Para as estirpes de Salmonella, as
concentragdes superiores a 0,85 M de NaCl foram consideradas condicdo de estresse,
enquanto para as de E. coli, o estresse osmaotico ocorreu a partir de 0,94 M, indicando que,
entre as estirpes testadas, as de Salmonella foram mais sensiveis ao efeito do NaCl do que
asdeE. coli.

O NaCl influenciou de forma diferente o0 comportamento das estirpes de Salmonella
e E. coli em diferentes fases de crescimento (fase log e estacionaria) sob temperatura de
refrigeracéo.

As estirpes de Salmonella em meio BHI sem acréscimo de NaCl ou com 0,17 M
cresceram tanto a partir de células na fase log como a partir de células na fase estacionéria
de crescimento. Ja nas concentracfes 0,68 M e 1,02 M o comportamento foi distinto para
as duas fases de crescimento. A partir de células na fase log houve reducéo do namero de
UFC/mL a0 longo de dez dias de estocagem sob refrigeracéo (5 °C + 1) enquanto que
para células provenientes da fase estacionaria, 0 nimero de UFC/mL permaneceu
praticamente constante durante 0 mesmo periodo.

O mesmo foi observado para E. coli ATCC 1175 e E. coli CCH4. As estipes
cresceram em meio BHI na auséncia de NaCl ou 0,17 M independente da fase de

crescimento, enquanto que para as concentracfes de 1,02 M e 1,28 M de NaCl, células
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provenientes da fase estacionéria aumentaram em nlimero apés dez dias de estocagem a 5
°C + 1 quando comparadas com células a partir dafase log.

Em BPS sem acréscimo de NaCl ou com 0,17 M, tanto para as células a partir da
fase log como para as céulas a partir da fase estacionaria de crescimento, 0 nimero de
UFC/mL manteve-se 0 mesmo para Salmonella ATCC 14028, Salmonella CCS3, E. coli
ATCC 1175 e E. coli CCHA durante os dez dias de estocagem a5 °C + 1.

Para as estirpes de Salmonella nas concentractes de 0,68 M e 1,02 M de NaCl
houve reducéo no nimero de UFC/mL durante esse periodo, sendo o isolado Salmonella
CCS3 aparentemente mais sensivel que Salmonella ATCC 14028.

Nas concentracdes de 1,02 M e 1,28 M de NaCl, os isolados de E. coli também
apresentaram reducdo no numero de UFC/mL. A linhagem E. coli ATCC 1175 mostrou-se
mais sensivel que o isolado E. coli CCSA.

Parte das células de Salmonella CCS3, Salmonella ATCC 14028, E. coli CC4 e E.
coli ATCC 1175 entraram, possivelmente, no estado fisiologico VNC em BHI e BPS
acrescido de 0,68 M e 1,02 M e 1,02 M e 1,28 M, respectivamente, evidenciada pela perda
de culturabilidade acompanhada da manutencdo da viabilidade, conforme métodos
estabelecidos.

Dependendo da concentracdo de NaCl e da composi¢cdo do meio E. coli CCH4
muda sua morfologia. Em meio BHI sem ou com adicdo de NaCl nas concentracdes de
0,17M, 1,02M a5 °C * 1, observa-se o fendmeno de filamentacdo; em BHI 1,28 M eem
BPS sem ou com adicdo de sal nas concentracfes de 0,17 M, 1,02 M e 1,28 M as células
diminuem o tamanho ou apresentam transi¢céo para a forma cocoide.

E necessario o estudo mais aprofundado do estado VNC destes microrganismos nas
condicOes de estresse testadas neste trabalho. Possibilidades como estudo do perfil de
proteinas e o fendbmeno de ressuscitacdo sdo bastante relevantes para comprovar a
existéncia do estado VNC nestas bactérias.
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