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A Deus e a “mainha”.

DEDICO.



“De fato, nao fracassei ao tentar, cerca de 10.000 vezes, encontrar um método de

recuperacao de VNC. Simplesmente encontrei 10.000 maneiras que nao funcionam.”

Adaptado de Thomas Edison.
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RESUMO

OLIVEIRA, Mayara Messias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2017. Inducao e recuperacao do estado viavel nao cultivavel de Salmonella
enterica e Shigella flexneri. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti.
Coorientadores: Miriam Teresinha dos Santos, Leandro Licursi de Oliveira e Frangois
Bagliniere.

O estado viavel nao cultivavel (VNC) foi verificado em diversas espécies de micro-
organismos, muitas das quais sdo patégenos de importancia alimentar, tais como
Salmonella e Shigella. Nesta condicao, os micro-organismos perdem a capacidade de
crescer nos meios de cultura convencionais, mas mantém viabilidade quando
analisados por técnicas de contagem direta, como microscopia. Salmonella e Shigella
podem entrar nesta condicao fisiolégica como mecanismo de resposta as variagdes
ambientais e recuperar culturabilidade quando as condi¢des de sobrevivéncia forem
novamente favoraveis. Neste trabalho, foi acompanhado o comportamento de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 578 e Shigella flexneri durante a inducao
ao estado VNC, além de avaliar estratégias de reativacao celular. Apos a entrada no
estado VNC por estresse nutricional, associado ao osmotico e baixa temperatura ou
ao estresse oxidativo, as células foram submetidas a diversos tratamentos de
recuperacéo, utilizando a combinacao de alguns fatores, tais como meios de cultura,
temperatura de incubacgao, agentes antioxidantes, condicdo atmosférica e métodos de
esterilizacdo dos meios. S. flexneri mostrou-se mais resistente as condi¢cées de
estresses as quais foram expostas para inducdo ao estado VNC, pois células
cultivaveis foram detectadas em meio de cultura apds 277 dias sob os estresses
nutricional, osmético e frio, ao passo que Salmonella Enteritidis perdeu a
culturabilidade em caldo BHI, apés 133 dias de inducao por estes mesmos agentes
estressantes. Sob condigcdes de estresse oxidativo, este sorovar nao apresentou
crescimento em TSA apds 3 horas de inducao, enquanto S. flexneri foi capaz de
crescer apos este mesmo periodo de tratamento. Andlises por citometria de fluxo
revelaram a presencga de células vidveis de ambas espécies sob as condigdes de
estresses utilizadas para inducdo ao estado VNC, entretanto, ndo foi possivel
recuperar a culturabilidade destas células utilizando as condi¢cdes propostas, nas
quais diversos fatores foram combinados totalizando assim 69 tratamentos de
recuperacdo. Além disso, nao foi observada diferenca da presenca de espécies



reativas de oxigénio (ROS) intracelular entre células em estado VNC e células viaveis

em fase estacionaria de crescimento em ambas espécies estudadas.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Mayara Messias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Induction and recovery of the viable non-cultivable state of Salmonella enterica
and Shigella flexneri. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-Advisers: Miriam
Teresinha dos Santos, Leandro Licursi de Oliveira and Francois Bagliniere.

The viable but nonculturable state (VBNC) has been established in several species of
microorganisms, many of which are foodborne pathogens, such as Salmonella and
Shigella. In this condition, microorganisms lose the ability to grow in conventional
culture media but maintain viability when analyzed by direct counting techniques, such
as microscopy. Salmonella and Shigella may enter into this physiological condition as
a mechanism of response to environmental variations and recovery culturability when
survival conditions are again favorable. This work verified the behavior of Salmonella
enterica serovar Enteritidis PT4 578 and S. flexneri during induction to VBNC state and
the use of resuscitations techniques. After entry into the VNC state by cold induction,
osmotic and nutritional stresses or oxidative stress, cells were submitted to various
recovery treatments using a combination of some factors such as culture media,
incubation temperature, antioxidant agents, atmospheric condition and media
sterilization methods. S. flexneriwas more resistant to stress conditions once cultivable
cells were detected in culture medium after 277 days under cold, osmotic and
nutritional stresses, whereas Salmonella Enteritidis lost culturability in BHI broth, after
133 days of induction by these same stressful conditions. Under oxidative stress, this
serovar did not growth in TSA after 3 hours of induction, while S. flexneri was able to
grow after this same treatment period. Flow cytometric analysis revealed the presence
of viable cells from both species under conditions of induction stresses to the VNC
state, however, it was not possible to recover the culturability of these cells using the
proposed conditions, in which the various factors were combined, thus totaling 69
recovery treatments. In addition, no difference was observed in the presence of
intracellular reactive oxygen species (ROS) between VNC cells and viable cells in the
stationary phase of growth in both species studied.
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1. INTRODUCAO

Salmonella e Shigella constituem um problema de saude publica mundial sendo
responsaveis por muitos casos de doencas de origem alimentar. Bactérias destes
géneros sao expostas a diversas condicoes ambientais que podem levar a formacéao
de células estressadas, injuriadas e a morte celular. Além disso, Salmonella e Shigella
possuem mecanismos de resisténcia a condigoes estressantes que permitem estes
patdgenos entrarem em condicao fisioldgica conhecida como estado viavel, mas né&o
cultivavel (VNC). Nesta condigdo, o micro-organismo mantém atividade metabdlica
em niveis baixos, mas detectaveis, diferente de estruturas diferenciadas que se
encontram em dorméncia, CoOmo 0S esporos.

Células no estado VNC perdem a capacidade de se multiplicarem nos meios de
cultura padrao utilizados pela maioria dos laboratérios para deteccdo e enumeracao
de células vidveis. E possivel que esta incapacidade de divisdo celular esteja
relacionada, em parte, a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos meios
de cultivo em razado dos processos de autoclavagem ou por auto oxidacdo dos
ingredientes.

Contudo, patégenos no estado VNC constituem verdadeira ameaca a saude do
consumidor, pois, apesar de ndo serem detectaveis pelos métodos de analises
convencionais, ainda estdo presentes viaveis nos alimentos, podendo ao longo da
cadeia produtiva e ap6s consumo, recuperar a culturabilidade, ou seja, reverterem-se
do estado metabdlico VNC para o estado metabdlico normal, podendo se dividir e
expressar normalmente os mecanismos de viruléncia.

Sao varios os esforgcos para esclarecer os mecanismos e agentes indutores que
levam um micro-organismo em estado VNC a recuperar a culturabilidade. A busca
deste conhecimento se deve, em primeiro lugar, a necessidade de se provar a
existéncia do estado VNC e, em segundo lugar, a necessidade de revisao das técnicas
de detecc¢éo a fim de garantir inocuidade dos alimentos ao consumidor.

Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivo principal obter células de
Salmonella Enteritidis e de Shigella flexneri no estado VNC por diferentes condi¢oes
de inducédo, seguido da utilizacdo de diferentes condicbes para recuperacdo da
culturabilidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Salmonella spp. e Shigella spp.

Os géneros Salmonella e Shigella pertencem a familia Enterobacteriaceae,
morfologicamente s&o bacilos, gram-negativos, anaerdbios facultativos e nao
esporulantes. Entretanto, quanto a motilidade, estes dois géneros diferem, pois
Salmonella pode locomover-se por flagelos peritriquios ao contrario de Shigella (HALE
e KEUSCH, 1996; JAY, LOESSNER e GOLDEN, 2005).

Salmonella forma um complexo grupo de bactérias constituido por duas
espécies Salmonella entericae Salmonella bongori, sendo que a primeira esta dividida
em seis subespécies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica
(TINDALL et al., 2005). O género inclui mais de 2.500 sorovares (GRIMONT e WEILL,
2008; ANDINO et al., 2015) sendo que mais de 1.500, sao pertencentes a S. enterica
subsp. enterica (JACOBSEN et al., 2011).

Além dissso, este género possui um complexo sistema de classificacdo. A
classificacdo de Salmonella em sorogrupos é realizada com base no antigeno
oligossacarideo O, enquanto a classificagdo em sorovares € baseada nos antigenos
proteina flagelar H e polissacarideo capsular de viruléncia Vi (BRONZE e
GREENFIELD, 2005). A classificacdo em fagotipos € baseada na suscetibilidade
deste género a diferentes bacteriéfagos (DOYLE, 1990).

Salmonella é considerado um dos patdgenos alimentares mais frequentemente
isolados de alimentos. Este género é problema de saude publica mundial, sendo
responsavel por 93,8 milhdes casos de doengas de origem alimentar e 155 mil mortes
por ano (ENG et al, 2015). Os sorovares mais comuns associados as doencas
humanas nos Estados Unidos e paises europeus sao S. enterica sorovar Typhimurium
e S. enterica sorovar Enteritidis (LEE et al., 2015). No Brasil, Salmonella spp. destaca-
se como o principal micro-organismo causador de surtos totalizando 1.564 (38,2 %)
casos de doenca no periodo de 2000 a 2014 (BRASIL, 2014, 2016).

O género Shigella possui quatro especies ou sorogrupos (A, B, C, e D) dentro
do qual ha mais de 40 serotipos descritos (CDC, 2011). A espécie Shigella dysenteriae
pertence ao sorogrupo A, Shigella flexneri pertence ao sorogrupo B, Shigella boydii
pertence ao sorogrupo C e Shigella sonnei pertence ao sorogrupo D, sendo as trés
ultimas espécies citadas, os principais agentes etiolégicos de gastrenterites de origem

alimentar (JAY, LOESSNER e GOLDEN, 2005; CDC, 2011).
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A incidéncia de infecgcao por Shigella € impulsionada por surtos. Nos EUA, em
2015, foram relatados 4,3 casos por 100.000 habitantes e 52 laboratérios estatais e
regionais de saude publica relataram 13.784 casos confirmados pelo isolamento do
patégeno (CDC, 2017). Tanto nos EUA quanto nos demais paises desenvolvidos, S.
sonnei tem sido responsavel pelo maior percentual de infec¢des alimentares, seguido
de S. flexneri, S. boydii e S. dysenteriae, esta ultima esta relacionada com a forma
mais grave da doenca (CDC, 2017; DA CUNHA et al., 2017). J& a espécie mais
comum em infeccbes alimentares em paises em desenvolvimento é S. flexneri. No
Brasil, estudos mostram a prevaléncia da S. flexneri sobre S. sonnei nos casos de
infeccdo alimentar. As taxas mais altas foram observadas na regido Sudeste (39%),
seguida da regidao Nordeste (34%), havendo pouca ocorréncia no Sul do pais (3%)
(DA CUNHA et al., 2017).

Salmonella e Shigella apresentam relativa resisténcia a diversos fatores
ambientais e, consequentemente, grande adaptabilidade fisiolégica, podendo crescer
em amplos valores de temperatura, pH e atividade de agua. Samonella pode crescer
em valores de temperatura de 5 °C a 45 °C, com 6tima entre 35 °C e 37 °C (D’AOUST
e MAURER, 2007), pH extremos de 3,8 a 9,5, com valores 6timos entre 7,0 € 7,5
(BELL, 2002; BRANDS et al., 2005) e em valores de atividade de dgua acima de 0,94,
com 6tima para o crescimento de 0,995 (BELL, 2002). As espécies de interesse de
Shigella, por serem tipicas bactérias entéricas, também possuem requerimentos
semelhantes para crescimento. Crescem em uma faixa de temperatura de 10 °C a 48
°C. Embora o melhor crescimento ocorra em uma faixa de pH de 6 a 8, ja foram
descritos crescimento em pH 5,0. Além disso, Shigella pode crescer em valores de
atividade de agua mais baixos que aqueles registrados para Salmonella e Escherichia
(JAY, LOESSNER e GOLDEN, 2005).

As condigdes ambientais que estes patdgenos enfrentam sao as mais diversas
possiveis. No intestino animal, as bactérias entéricas, tais como Samonella e Shigella
competem com outros micro-organismos por nutrientes e podem ter o crescimento
afetado pela atividade metabdlica da microbiota competidora. Entretanto, quando os
patdégenos sao excretados para o ambiente externo, as células bacterianas passam
por condicoes menos estaveis do que dentro do hospedeiro, pois podem ser expostas
a alteracoes de temperatura, diferentes intensidades de luz solar, variagbes na



disponibilidade de agua e de oxigénio e entrar em contato com diferentes
ecossistemas microbianos (HUMPHREY, 2004).

Bactérias, em geral, possuem um sistema regulador complexo, que medeia
sua resposta ao ambiente externo e que pode ser ativado nas condi¢des descritas
acima. Um exemplo de tais reguladores séo os fatores sigma, que séo reguladores
globais que alteram a especificidade da RNA polimerase. Alguns fatores sigma
direcionam a transcricdo para produzir proteinas de resposta aos estresses, que
aumentam as chances de sobrevivéncia as mudancas do ambiente. Em Salmonella,
o0 mais estudado destes fatores € RNA polimerase S (RpoS), que € produzido
principalmente em resposta a privagao de nutrientes, mas também esta envolvido em
respostas a alteracées de pH e temperatura (LOEWEN et al., 1998; HUMPHREY,
2004).

Por isso, os diversos mecanismos de resposta a um estresse ambiental
especifico levam esses micro-organismos a adquirirem resisténcia a outros diferentes
tipos de estresses (BURGESS et al, 2016). Ademais, estes e outros tipos de
estresses podem levar uma parte ou a totalidade da populacdo de Salmonella e
Shigella a transformarem-se em um estado fisiologicamente descrito como viavel, mas
nao cultivavel (VNC). A entrada no estado VNC € principalmente, mas nao
exclusivamente, observada em bactérias gram-negativas e serve como estratégia
para a sobrevivéncia em condi¢des adversas (ROSZAK e COLWELL, 1987).

2.2. Estado viavel nao cultivavel

A microbiologia faz uso de técnicas nas quais o cultivo € um dos principais
métodos para enumeragdo de bactérias viaveis. O isolamento tradicional de
Salmonella e Shigella utilizado pela maioria dos laboratérios de analise de alimentos
envolve pré-enriquecimento em meio ndo seletivo com peso ou volume definido da
amostra, seguido de etapa de enriquecimento seletivo, plaqueamento em meios
sélidos seletivos e confirmagdo bioquimica e soroldgica das coldnias suspeitas
(LAMPEL e ZHANG, 2013; LEE et al., 2015). Os géneros Salmonella e Shigella e
outras 68 espécies de micro-organismos sao relatados como capazes de entrar no
estado VNC e, quando se encontram nesta condicdo, sdo incapazes de serem
cultivados pelos métodos convencionais ou de crescerem em meios de cultura ricos
(OLIVER, 2010; PINTO, SANTOS e CHAMBEL, 2013).

4



Diferente de células em estado VNC, células estressadas e injuriadas podem
ser recuperadas em amostras pelo uso de meios de enriquecimento. Embora estas
células ndo sejam cultivaveis em meios seletivos ou diferenciais devido a sensibilidade
aos componentes toxicos, estas ndo podem ser consideradas VNC, pois células
estressadas ou injuriadas sdo metabolicamente ativas e sua incapacidade de crescer
€ uma consequéncia da lesdo celular e ndo da reducao da taxa metabdlica para
garantir a existéncia (PINTO et al., 2011; LI et al., 2014).

O estado VNC das bactérias foi anteriormente referido como um estado de
dorméncia (LI et al., 2014). Contudo, a diferenca entre VNC e estagios de dorméncia
estd baseada na atividade metabdlica (PINTO; SANTOS e CHAMBEL, 2013). No
estado VNC, as taxas metabdlicas sdo mensuraveis, enquanto que, no estado de
dorméncia, esta atividade permanece abaixo dos limites de deteccao. Estudos
moleculares ao longo dos anos resolveram a maioria dessas questbes e agora, o
estado VNC é reconhecido como um estado de sobrevivéncia distinto das bactérias
(OLIVER, 2005, 2010; LI et al., 2014). O estado VNC poderia ser uma resposta
adaptativa que sustenta a sobrevivéncia a longo prazo em condi¢cdes desfavoraveis
ou um estado posterior a deterioracdo celular, que conserva caracteristicas
especificas das células viaveis, mas resulta em perda da culturabilidade pelas
técnicas disponiveis (LI et al., 2014).

Ainda existem muitas lacunas que necessitam ser preenchidas sobre os
mecanismos genéticos que podem explicar a inducdo ao estado VNC. Alguns
trabalhos apontam trés proteinas que participam na inducao do estado VNC: RpoS
(BOARETTI et al., 2003; KUSUMOTO, ASAKURA e KAWAMOTO, 2012), polifosfato
quinase 1 (GANGAIAH et al., 2009) e EnvZ (DARCAN et al., 2009). Destas, apenas o
efeito do RpoS na indugéo do estado VNC j& foi estudado em S. enterica (KUSUMOTO,
ASAKURA e KAWAMOTO, 2012). Kusumoto, Asakura e Kawamoto (2012)
investigaram a fung&o do fator sigma alternativo RpoS (0°%8) na inducédo de Salmonella
Dublin, Salmonella Oranienburg e Salmonella Typhimurium LT2 ao estado VNC sob
estresse osmatico. Os resultados indicaram que RpoS atrasou a indugao ao estado
VNC e que a rdpida indugdo de Salmonella Typhimurium LT2 e Salmonella
Oranienburg pode ser atribuida a concentragées ou quantidades mais baixas de RpoS.
Além disso, foi observada concentracdo intracelular de RpoS reduzida durante a
inducao de VNC. Estes autores concluiram que durante a indugéo de Salmonella ao
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estado VNC, as concentragdes de RpoS podem ser reguladas, o que € importante
para a manutenc¢ao da culturabilidade sob estresse.

Além da perda da culturabilidade, no estado VNC ocorre alteragdo na
expressao génica e no potencial de viruléncia, além de modificagdes na morfologia
celular (MUELA et al., 2008; ALLERON et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015). Foram
observadas também nas células em VNC, diferencas na composicdo da parede e
membrana celular, com alteragdes no perfil de proteinas e acidos graxos (PINTO,
SANTOS e CHAMBEL, 2013).

Uma vez que estas células ndo podem ser cultivaveis, os métodos de contagem
direta sdo os mais comumente utilizados para verificacao da viabilidade de células no
estado VNC. Técnicas como a microscopia de fluorescéncia, combinada com o uso
de varios corantes sdo as mais adotadas. Os corantes fluorescentes mais utilizados
para determinar a viabilidade das células nao cultivaveis sédo: o cloreto de tetrazélio 5-
ciano-2,3-ditolil (CTC) e 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) e o kit LIVE/ DEAD da
BacLight, que verifica a viabilidade bacteriana usando dois corantes de acidos
nucleicos, o verde-fluorescente SYTO®9 e o iodeto de propidio (PI) vermelho-
fluorescente (RAMAMURTHY et al., 2014). O Syto® 9 permeia todas as células,
independente da presenca de danos na membrana e cora as células de verde
enquanto o PI, permeia somente as células com danos na membrana e, portanto, cora
as células mortas de vermelho (LINDBACK et al., 2010; DINU e BACH, 2011; ZHAO
et al., 2013; POSTNIKOVA et al., 2015).

Além da microscopia de fluorescéncia, outras técnicas tais como citometria de
fluxo, que detecta e quantifica com precisao, células viaveis, também estao sendo
usadas com frequéncia para avaliar a presencga de células viaveis em amostras com
células no estado VNC. Na citometria de fluxo, a distingdo entre células viaveis e
mortas também esta associada ao uso de corantes vitais (KRAMER e MURANY!I,
2013; PASQUAROLI et al., 2013; LIANG et al., 2014; TAMBURINI et al., 2014). O uso
desta técnica apresenta muitas vantagens frente a outras técnicas de andlise celular,
pois as andlises sao rapidas, permite a avaliagdo de grande numero de células por
leitura e a andlise de amostras heterogéneas, obtendo resultados independentes para
cada populacao, além de proporcionar uma visao muito mais préxima da condicao real
da populacao estudada porque as células sdo analisadas uma a uma (HEWITT e
NEBE-VON-CARON, 2001).



A entrada no estado VNC €, além de resposta a condicoes ambientais adversas
(GROISMAN e WINFIEL, 2003), também provocada pelo contato das bactérias a
alguns compostos quimicos (OLIVER, 2010). Li et al. (2014) citaram as principais
condi¢des que induzem diversas espécies de bactérias ao estado VNC: privacao de
nutrientes (COOK e BOLSTER, 2007), temperaturas extremas (BESNARD et al.,
2002), incubacéao fora do intervalo de pH ou salinidade que permite o crescimento
celular (CUNNINGHAM, OBYRNE e OLIVER, 2009), concentracbes osmoticas
elevadas ou reduzidas (ASAKURA et al., 2008; WONG e LIU, 2008), concentracdes
flutuantes de oxigénio (MASCHER et al., 2000; KANA et al., 2008), estresse oxidativo
(PINTO etal.,2011; POSTNIKOVA et al., 2015) exposi¢cao a metais pesados (GHEZZI
e STECK, 1999; DEL CAMPO et al., 2009), exposicao a conservantes de alimentos
(QUIROS et al.,, 2009), exposicdo a luz branca visivel e irradiagdo por luz UV
(GOURMELON, CILLARD e POMMEPUY, 1994). Além disso, alguns tratamentos
considerados bactericidas podem resultar na inducao de apenas parte da populagao
de células ao estado VNG, incluindo a pasteurizacao de leite (GUNASEKERA et al.,
2002) e a cloracao de aguas residuais (OLIVER, 2005).

Independente do estresse que leva a entrada ao estado VNC, bactérias,
particularmente as patogénicas, tais como Salmonella e Shigella, apresentam risco
para a saude, porque estes patdégenos podem recuperar a culturabilidade quando em
condigbes ambientais favoraveis (OLIVER, DAGHER e LINDEN, 2005;
RAMAMURTHY et al., 2014). Este risco é ainda maior pelo fato de que as células em
estado VNC podem se recuperar dentro do hospedeiro humano (OLIVER e BOCKIAN,
1995; COLWELL, 2000; RIVERS e STECK, 2001, BAFFONE et al., 2006). Além disso,
estudos mostraram que células de S. dysenteriae, Legionella pneumophila,
Escherichia colie Salmonella Typhi em VNC, bem como outros patégenos, continuam
a produzir fatores de viruléncia (RAHMAN et al., 1996; LIU et al., 2010; DINU e BACH,
2011; ALLERON et al., 2013).

2.3. Recuperacao da culturabilidade de células no estado VNC

As bactérias que entram no estado VNC podem tornar-se novamente
cultivaveis, caracterizando este estado como reversivel. Roszak, Grimes e Colwell
utilizaram pela primeira vez, em 1984, o termo ressuscitacdo para descrever a

recuperacao de células ndo cultivaveis de Salmonella Enteritidis em caldo infusao
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cérebro coracao (BHI) (LI et al., 2014). Desde entao, pesquisas vém sendo realizadas
na tentativa de reativar Salmonella e outros patégenos no estado VNC.

De acordo com Li et al. (2014), um dos primeiros impasses que 0S
pesquisadores encontraram quando realizaram estudos de ressuscitagdo em uma
amostra foi a dificuldade de diferenciar a recuperacao de células VNC, das células
cultivaveis de crescimento normal. Ainda nao existem métodos prontamente
disponiveis para distinguir células ndo cultivaveis que ressuscitaram daquelas de
crescimento normal, depois da exposicdo a um estimulo. Em estudos de
ressuscitacao, o ideal € que na amostra haja maior porcao de células no estado VNC.
Entretanto, a auséncia completa de células cultivaveis ndo pode ser garantida por
causa dos limites de detecgdo das técnicas. Geralmente, os experimentos de
ressuscitacdo sdo conduzidos quando o numero de células cultivaveis chega a nivel
indetectavel, enquanto o numero de células no estado VNC permanece alto (BIOSCA
et al., 1996; CAPPELIER et al., 1999; CHAVEERACH et al., 2003).

A recuperacédo da culturabilidade de varias espécies pode dar-se apenas com
a retirada do estresse que levou a inducéo ao estado VNC (LI et al., 2014). No entanto,
existem muitos organismos que entram no estado VNC para os quais ainda nao foi
identificada uma condi¢do de reativacdo (AYRAPETYAN e OLIVER, 2016). Varios
estudos mostraram que moléculas de sinalizacao presentes no ambiente podem
ajudar na recuperacao de células VNC (NICHOLS et al., 2008; BARI et al., 2013;
AYRAPETYAN, WILLIAMS e OLIVER, 2014). Investiga¢cdes recentes revelaram que
a sinalizagdo por auto-indutores de quorum-sensing podem reativar espécies de
vibrios em estado VNC (BARI et al., 2013; AYRAPETYAN, WILLIAMS; OLIVER,
2014).

Em Salmonella Typhimurium, a adicao de Tween 20 (3 %) ou catalase (1 %),
permitiu células no estado VNC virem a ser novamente cultivaveis dentro de 24 a 48
h (ZENG et al., 2012). Morishige, Fujimori e Amano (2013) apontaram o piruvato de
sodio como molécula-chave no processo de recuperacdo de Salmonella Enteritidis.
Asakura et al. (2002) recuperaram células de Salmonella Oranienburg, que foram
induzidas ao estado VNC em lula processada desidratada, inoculando-as em ratos
tratados com morfina. As células ressuscitadas permaneceram virulentas como
evidenciado pelos estudos com modelo animal. Jolivet-Gougeon et al. (2006), apés
tratarem células de Salmonella Typhimurium com &cido peracético, notaram que as
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células perderam a culturabilidade, mas mantiveram a viabilidade e a viruléncia, o que
foi demonstrado por ensaios de invasao de células Hela.

Nicolo et al. (2011) contaminaram intencionalmente suco de toranja para
determinar se bactérias patogénicas podiam entrar no estado de VNC. Salmonella
Typhimurium e S. flexneri perderam a culturabilidade, mas mantiveram a viabilidade e
foram capazes de reativar em agua peptonada tamponada e em caldo triptona de soja
tamponado fosfatado, apds a entrada no estado VNC. Além disso, S.flexneri ainda foi
capaz de formar colénias apds 48 h de recuperacao. Rahman et al. (1996) estudaram
o potencial de viruléncia de S. disenteriae tipo 1 em estado VNC e os resultados
mostraram que este patdgeno ndo apenas manteve o gene stx e a toxina shiga
biologicamente ativos, mas também permaneceu capaz de se aderir as células Henle
407. Estes resultados mostram que as células VNC de S. dysenteriae tipo 1 retém
varios fatores de viruléncia e permanecem potencialmente virulentas se tornando um
problema de saude publica.

Portanto, a ressuscitacdo de células em estado VNC é uma preocupacao de
seguranga alimentar porque o contaminante neste estado, ndo é detectado por
analises microbioldgicas convencionais e pode encontrar os estimulos para
recuperacao durante as etapas de producao de alimentos e apdés o consumo do
produto (PINTO et al., 2011).

O sucesso dos experimentos de recuperacéo €, também, dependente da idade
da célula em estado VNC. Existe uma hipétese nomeada de “janela de ressuscitagao”,
que é definido como o periodo de tempo em que as células VNC podem ressuscitar
em resposta ao estimulo dado para sua recuperagdo. O periodo de duragao desta
janela vai depender da espécie de micro-organismo bem como do tipo de estresse
que levou a indugcdo. Quanto maior o tempo de exposicdo do micro-organismo ao
estresse que levou a indugé@o, menores as chances de recuperagao, isto pode justificar
alguns relatos de baixa recuperacdo na literatura (PINTO, SANTOS e CHAMBEL,
2013).

Apesar de nao haver relatos de sucessos na recuperacao de células no estado
VNC em condi¢des anaeroébias, células estressadas ja foram recuperadas com o uso
desta condig&o. Xavier e Ingham (1993) conseguiram recuperar quantidade maior de
células de Salmonella Enteritidis injuriadas pelo calor quando o meio utilizado para
enumeragao foi incubado sob condigbes de anaerobiose estrita. Ugborogho e Ingham
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(1994) mostraram a mesma correlacdo em células de Staphylococcus aureus
estressadas pelo calor. Estes autores justificaram que a exposicao de certas bactérias
ao tratamento térmico subletal inativa enzimas como a catalase (Kat) e superéxido
dismutase (Sod), consequentemente estas bactérias podem nao ser capazes de
sobreviver no ambiente aerdbio, mas podem ser capazes de sobreviver em condicdes
anaerobias. Isto se deve ao fato de que a condi¢cao anaerdbia de cultivo remove todos
os tracos de oxigénio, que é o precursor de espécies reativas de oxigénio (ROS). Além
disso, 0 metabolismo das células estressadas sera mudado, o que pode levar a melhor
recuperacdao (UGBOROGHO e INGHAM, 1994; STEPHENS, DRUGGAN e NEBE-
VON CARON, 2000).

Dentre as ROS que sédo destacadas como elementos importantes na resposta
bacteriana ao estresse oxidativo, estdo o superdxido, o peroxido de hidrogénio (H202)
e o radical hidroxila. O radical hidroxila € mais nocivo as células, pois durante o
estresse oxidativo, se a acumulacgao intracelular nao for controlada, este radical pode
levar a danos em moléculas como acidos nucleicos, proteinas carboniladas e lipideos
peroxidados. Normalmente, enzimas como as superoxido dismutase (SodA, SodB,
SodC), alquil-hidroperéxido redutase (AhpCF) e catalase (KatG, KatE) sao utilizadas
pelas bactérias para desintoxicar dos ROS e todas estas classes de enzimas ja foram
descritas em Salmonella. Aléem disso, outras proteinas tais como os reguladores
SoxRS, os ativadores de transcricdo OxyRS, e regulons SOS, atuam para proteger
bactérias do estresse oxidativo. No entanto, as bactérias também podem usar ROS
para se autodestruir, a depender da gravidade do estresse oxidativo (ZHAO e
DRLICA, 2014).

Alguns trabalhos demonstraram que a esterilizagdo de meios de cultura por calor
umido pode gerar ROS, quantidades significativas de H202 e ainda, compostos a partir
dos nutrientes presentes que nao sao assimilaveis pelos micro-organismos,
principalmente quando os meios de cultura sdo compostos de acucares redutores na
presenca de fosfatos (LEWIS, 1930; BAUMGARTNER, 1938; FINKELSTEIN,
LANKFORD e HILL, 1957; CARLSSON, NYBERG e WRETHEN, 1978; NAKASHIMA
et al., 2010). Stephens, Druggan e Nebe-Von Caron (2000) relataram que varios
eventos podem levar a oxidagdo dos meios de cultura tais como a exposic¢ao a luz, ao
oxigénio e a temperaturas elevadas, o que pode gerar dificuldade de recuperacao de
células no estado VNC.
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Os impasses encontrados na literatura sobre se um meio rico ou minimo é
melhor para recuperar células podem ser explicados por diferentes fatores que
influenciam o desempenho do meio. Finkelstein, Lankford e Hill (1957), ao estudarem
o efeito da autoclavagem em um meio composto por NH4*, glutamato e sacarose em
presenca de suplementos de glicose e fosfato apresentaram que um fator (ou fatores)
toxico para bactérias é formado e que este mesmo fator esta presente durante a
esterilizagdo por calor em solugdes neutras de glicose e fosfato.

Stephens, Druggan e Nebe-Von Caron (2000) encontraram uma correlagcédo
razoavel entre o alto teor de aclcar e a ma recuperagao de células estressadas de
Salmonella Typhimurium ao testarem diferentes fontes de peptona durante a etapa de
pré-enriqguecimento do método padréo utilizado para isolamento de Salmonella. O
fraco desempenho de recuperacgao foi associado a geragdo de ROS por meio da auto
oxidacao dos acucares redutores.

Carlsson, Nyberg e Wrethen (1978) utilizaram 14 diferentes tipos de caldos
autoclavados sob condi¢des anaerdbias para estudar o efeito da formagédo de ROS
apos a exposicao dos meios de cultura ao oxigénio atmosférico. Neste estudo, apenas
0s meios que continham glicose e fosfato apresentaram uma tendéncia em acumular
H202. Além disso, uma solucdo de glicose e fosfato, com pH superior a 6,5, auto
oxidou depois de ter sido aquecida a 120 °C durante, pelo menos, 5 min. A adicao de
Sod diminuiu a taxa de auto oxidagao da maioria dos meios, o que indicou que o0s
radicais superéxido foram gerados nestes meios. Nakashima et al. (2010) também
verificaram que o anion superodxido foi gerado a partir de alguns meios de laborat6rio
convencionais, tais como, caldo nutriente, caldo de soja triptico e caldo Mueller Hinton,
bem como, em meio composto de extrato de carne, peptona e glicose, sendo este
ultimo o que apresentou a mais elevada geracao de anions superéxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxila, embora a presenca de oxigénio singlete ndo tenha sido
detectada.

Somado a isso, alguns trabalhos discutiram ainda a geracdo de ROS em meios
sélidos. Tanaka et al. (2014) obtiveram maior contagem de Gemmatimonas aurantiaca
T-27 quando esta espécie foi inoculada em um meio cuja fonte de fosfato e agar foram
autoclavados separadamente. A andlise quimica do meio com agar que tinha sido
autoclavado junto com a fonte de fosfato revelou que a presenca do H202 contribuiu
para a inibicdo do crescimento.
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Considerando esta indicacao de que a formacédo de ROS afeta a reativacéao de
células, agentes antioxidantes que possuem efeito sobre os radicais de oxigénio ou
reduzem os riscos da sua produgao vém sendo adicionados aos meios de cultura para
proteger as bactérias sensiveis e, entdo auxiliar na recuperagcdo de células
estressadas, injuriadas ou em estado VNC. Células neste estado, quando em
condicOes favoraveis de recuperagdao, como em ambiente rico em nutrientes podem
apresentar desequilibrio entre anabolismo e catabolismo, levando a produgéo
intracelular de radicais livres podendo ser recuperadas na presenga de agentes
degradadores de ROS (PINTO et al,, 2011). Entre estes agentes encontram-se a
enzima catalase (GUPTE, DE REZENDE e JOSEPH 2003; ZENG et al., 2012), enzima
oxyrase (REISSBRODT et al., 2002), piruvato de soédio (MORISHIGE, FUJIMORI e
AMANO, 2013) e ferroxamina E (REISSBRODT et al., 2000, 2002).

Resultados obtidos com Vibrio vulnificus levaram a hipétese de que a catalase
pode ser critica para a capacidade deste micro-organismo crescer em meio complexo
e que a entrada no estado VNC pode refletir na perda da atividade desta enzima nas
células submetidas a baixas temperaturas (SIDES, HITE e OLIVER, 1999;
BOGOSIAN et al, 2000). Masmoudi, Denis e Maalej (2010) compararam o
comportamento de S. aureus em microcosmos de dgua do mar a 4 °C e 22 °C
utiizando mutantes deficientes em KatA ou SodA para investigar o possivel
envolvimento do estresse oxidativo na perda da culturabilidade a baixa temperatura.
As linhagens mutantes foram hipersensiveis ao estresse da dgua do mar a 4 °C e as
células de tipo selvagem perderam a atividade da catalase, o que parece ter sido, em
parte, responsavel pela perda de culturabilidade e pela entrada no estado VNC. Em
desacordo com 0 que ocorre com as principais bactérias gram-negativas, os autores
sugerem que houve aumento de ROS enddgeno, em ambas as estirpes de S. aureus,
gerados durante o processo de sobrevivéncia no microcosmo. A falta de recuperagéao
nao estava ligada a potencial presenca de concentragdes baixas de ROS nos meios
de cultura, pois quando se adicionou katA ou SodA aos meios, nao foi detectado
qualquer aumento na contagem do numero de células viaveis.

Estudos como estes fornecem evidéncias de que tanto o envolvimento de ROS,
exdgeno ou enddgeno, quanto a diminuicao da atividade das enzimas responsaveis
por sua neutralizacdo, podem impedir a recuperacao da culturabilidade de algumas
bactérias em VNC. Além disso, o processo de recuperagao da culturabilidade envolve
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uma série de fatores tais como, a espécie do micro-organismo, o tempo de
permanéncia em estado VNC, as condi¢des de inducao, além de fatores diversos no
processo de recuperacao (PINTO et al., 2011; LI et al., 2014).

Diante da importancia de enterobactérias VNC no contexto da seguranca
alimentar, este trabalho teve como objetivos a obtencdo de células de Salmonella
Enteritidis e S. flexneri no estado VNC por estresse osmético e oxidativo como
principais condi¢cdes para indugao; a avaliacao da influéncia de ROS intracelular na
entrada das células no estado VNC; e a utilizacdo de diferentes condi¢des para
recuperagéo da culturabilidade de Salmonella e Shigella em VNC.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Estratégia experimental
A estratégia experimental empregada neste estudo para induzir células de
Salmonella e Shigella a entrarem no estado VNC e, posteriormente, realizar sua
recuperacao esta ilustrada na Figura 1 e a descricdo detalhada dos experimentos
realizados encontra-se ao longo de todo topico 3.

Ativacao dos estoques das bactérias
Densidade celular final: 8 log (UFC.mL")

|

Indugao ao estado viavel nao cultivavel
Densidade celular inicial: 6 ou 7 log (UFC.mL-")

Estresses nutricional, Estresses nutricional
osmético e frio e oxidativo

Culturabilidade Viabilidade
Meio sdlido e meio liquido Citometria de Fluxo

lQuando UFC <1

Recuperagao da culturabilidade
Diferentes condi¢des combinadas: aerobiose,
anaerobiose, 30 °C, 37 °C, MMS, BHI, soro fetal bovino,
Mn?*, catalase e piruvato; liquido peritoneal de
camundongos

Figura 1 - Estratégia experimental utilizada para indugédo e recuperacao de células
VNC de S. enterica sorovar Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a. As diferentes etapas
estao codificadas pelas cores: verde — obtencao de células VNC, cinza - avaliacado da
entrada no estado VNC, azul - avaliacdo do estresse oxidativo intracelular causado
pelo estresse de inducdo, amarelo — recuperacao da culturabilidade de células VNC.
Legenda: MMS — meio minimo de sais; BHI — caldo infusdo cérebro-coragdo, Mn?* -
ion manganés, UFC — unidade formadora de coldnia.

3.2. Micro-organismos utilizados e condicoes de cultivo

Duas espécies de enterobactérias foram utilizadas para indugéo ao estado VNC:
S. enterica sorovar Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a. As culturas pertenciam a
colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos (Universidade
Federal de Vigosa - UFV, Brasil) e foram estocadas em caldo Luria Bertani (Himedia,

india) acrescido de glicerol (20 %) e armazenadas a - 80 °C até o momento da
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realizagcao dos experimentos.

3.3. Inducao do estado viavel nao cultivavel (VNC)
3.3.1. Ativacao dos estoques

As culturas em estoque foram inicialmente inoculadas em 5 mL de caldo infusédo
cérebro-coracao (BHI, Oxoid, Inglaterra) e incubadas a 37 °C por 24 h. Apéds o
crescimento, foi realizada uma segunda reativagdo em agar padrdo para contagem
(PCA, Sigma, Espanha) e posterior incubagao a 37 °C por 24 h. ApGs esse periodo,
uma colénia de cada espécie foi transferida para 10 mL de caldo BHI, seguido de
incubacgao a 37 °C por 18 h. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 3000 g
durante 20 min a 4 °C (Centrifuga 4k 15, Sigma, Alemanha), o sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 10 mL de solugéo salina 0,85 %. Em
seguida, foram retirados 100 puL da suspensao celular e reinoculados em 10 mL de
caldo BHI. As culturas foram, entdo, incubadas a 37 °C por cerca de 3 h, o que
correspondeu a populagdo final de, aproximadamente, 8 log (UFC.mL"). Apds
atingirem a fase estacionaria de cultivo, as células foram centrifugadas a 3000 g por
20 min a 4 °C e ressuspendidas em solucao salina 0,85 %. Este procedimento foi
repetido quatro vezes, para garantir que as aliquotas de células a serem induzidas ao
estado VNC néo estivessem com residuos de nutrientes provenientes do meio de
cultivo. Por fim, as células coletadas por centrifugacdo foram ressuspendidas em
solucdo salina 0,85 %, o0 que correspondeu ao indculo inicial utilizado nos

experimentos subsequentes.

3.3.2. Condicoes de estresses

Aliquotas de 1 mL da suspensao de células de Salmonella Enteritidis PT4 578
e S. flexneri 2a em solucao salina 0,85 %, foram utilizadas para inocular 100 mL de
solugéo de tampao de Butterfield (BPS, 7,35 mM KH2POs4) acrescido de 1,2 M de NaCl,
caracterizando assim as condicées de estresses nutricional e osmético para as
células. Além disso, essas células foram submetidas ao estresse pelo frioa4 +1 °C
durante o periodo de inducao.

Outras condicdes de estresses empregadas para inducao ao estado VNC foram
o0 estresse nutricional e oxidativo. Para isso, foram adicionados 10 mL da suspensao
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bacteriana, preparada conforme descrito no item 3.3.1, em 100 mL de solucao salina
0,85 %, acrescida com 10 mM de H202 P. A. (VETEC, Brasil). Durante a indugdo com
H202, as células ficaram armazenadas a 25 °C.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado

(DIC) com trés repeticoes independentes e quatro tratamentos no total (Tabela 1).

Tabela 1 — Tratamentos de inducéo ao estado VNC em DIC

Sorovares Estresses
BPS + NaCl1,2M + 4 °C
NaCl 0,85% + H202 10 mM + 25 °C
BPS + NaCl1,2M + 4 °C

Salmonella Enteritidis PT4 578

S. flexneri 2a
NaCl 0,85% + H202 10 mM + 25 °C

3.4. Avaliacao da culturabilidade

Para a determinacao da culturabilidade em meio liquido, aliquotas de 5 mL das
suspensoes de células de enterobactérias mantidas em BPS acrescido de 1,2 M de
NaCl foram inoculadas em 5 mL de caldo BHI duas vezes concentrado. Foi avaliada
também, a perda da culturabilidade por plagueamento em profundidade em PCA. Os
tubos e placas foram incubados a 37 + 1 °C por um periodo minimo de 96 h. Este
procedimento foi realizado a cada 30 dias até ndo se observar visualmente o
crescimento microbiano.

A culturabilidade das células submetidas ao tratamento com H20:2 foi também
determinada pelo cultivo de 5 mL da suspensao de células estressadas em 5 mL de
caldo BHI duas vezes concentrado e, por plagueamento em profundidade utilizando
triptona soja agar (TSA, Himedia, india). O monitoramento da perda da culturabilidade
foi realizado a cada 15 min durante as duas e trés primeiras horas de inducgéo,
respectivamente para Salmonella Enteritidis PT4 578 e S. flexneri2a e, com intervalos
iguais ou maiores que 60 min, apds este periodo inicial de indug¢éo. O experimento foi
feito em trés repeticdes independentes e a média foi usada para tracar a curva de

sobreviventes.

3.5. Determinacao da viabilidade

A determinacgéo da viabilidade das células de enterobactérias foi realizada em
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citometro de fluxo BD FACSVerse (BD Biosciences, Estados Unidos) equipado com
dois lasers com comprimentos de onda de excitacdo de 488 nm (azul) e 633 nm
(vermelho). A populacdo de bactérias foi detectada com base nas propriedades
intrinsecas das células de espalhamento de luz (FSC - tamanho e SSC -
complexidade celular). Ao realizar a leitura das amostras, foram feitos ajustes de
escala de area, padronizados em log e, a determinacédo da populagédo de interesse
analisada na amostra foi selecionada com auxilio da ferramenta gate do software. As
representacbes graficas de cada gate foram construidas. O fluxo utilizado para a
leitura das amostras foi o médio, equivalente a 60 puL por minuto € o nimero de
eventos total observado foi de 50.000 em toda aliquota amostral.

Os volumes das amostras de células, em tratamentos de inducdo ao estado
VNC, coletados para leitura no citémetro variou de 300 a 500 pL. Diluigdes
apropriadas foram preparadas para que a concentragao final de células, no momento
das analises no citdmetro, fosse de 5 a 6 log (UFC.mL™"). Por fim, a cada amostra,
adicionou-se 10 uM de iodeto de propidio (PI, Invitrogen Corporation, Estados Unidos),
deixando-o agir durante 5 min antes da leitura.

As analises de citometria foram realizadas em triplicata e os dados obtidos com
relacdo ao tempo maximo de leitura, numero total de eventos e porcentagem de
células vivas e mortas nas gates desenhadas foram utilizados para calcular o numero
total de células nas amostras, o niumero total de células mortas (marcadas com PI) e
o numero total de células viaveis (ndao marcadas com PI).

A viabilidade das células mantidas em BPS acrescido de 1,2 M de NaCl foi
monitorada a cada 30 dias e, das células mantidas em solucao salina 0,85% acrescida
de 10 mM de Hz202, apds dois e 13 dias.

3.6. Avaliacao do estresse oxidativo intracelular

A avaliacédo da presenca de ROS intracelular foi feita em células de Salmonella
Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a em fase estacionaria de crescimento e em células
das mesmas espécies em estado VNC. As células que entraram em estado VNC em
BPS, acrescido de 1,2 M de NaCl estavam a 259 dias sob os estresses e, aquelas que
foram induzidas em VNC pelo estresse em solugao salina 0,85% acrescida de 10 mM
de H202, estavam a dois dias sob os estresses. O volume de 1 mL dessas células foi,

inicialmente, centrifugado a 16.900 g durante 20 min a 4 °C (Centrifuga 5418 R,
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Eppendorf, Alemanha). As células coletadas foram ressuspendidas em solugéo salina
0,85 % e diluidas até a concentragao final de 5 ou 6 log (UFC.mL") e preparadas para
a detecgao da presenca de espécies relacionadas com o estresse oxidativo.

Inicialmente, foi adicionado 300 nM de 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA, Sigma-Adrich, Israel), corante de detecgdo do estresse oxidativo, a um
volume de 1,5 mL das amostras, previamente diluidas. As amostras foram, entéo,
homogeneizadas e subdivididas em trés aliquotas de 500 yL. Em uma aliquota, foi
realizado o controle negativo, adicionando-se 5 mM de N-acetil L-cisteina (NAC,
Sigma-Adrich, China), inibidor de ROS, seguido de incubacao por, no minimo, 30 min
antes do ensaio de adicao do indutor. Em outra aliquota, o controle positivo, adicionou-
se 500 uM de piocianina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), indutor de ROS, seguido
de incubagéo por, no minimo, 30 min no escuro, com agitacdo periddica antes da
analise. Por fim, a terceira aliquota foi destinada a deteccao de ROS relacionadas com
0 estresse oxidativo intracelular proveniente das condigdes de estresses na quais as
amostras se encontravam.

Posteriormente, foi adicionado as amostras que estavam sem o indutor e sem o
inibidor, 10 uM de Pl e, ap6s 5 min, foi verificada a viabilidade das células utilizadas
nesse ensaio. Apos a realizacdo das leituras em citdmetro de fluxo, também, foi
adicionado em algumas amostras 0,06 % de H202 para verificar se 0o DCFH-DA estava,
de fato, oxidando dentro das células.

A detecgéo do estresse oxidativo intracelular e da viabilidade celular foi realizada
no citdmetro de fluxo BD FACS Verse. O fluxo utilizado para leitura das amostras foi
0 baixo, que corresponde 12 pL por minuto e 0 nimero de eventos total observados
foi de 10.000 na populagao selecionada pela gate.

O experimento foi conduzido com trés repeticdes independentes.

3.7. Recuperacao da culturabilidade

3.7.1. Recuperacao de Salmonella Enteritidis PT4 578 em estresse nutricional,
osmético e frio

As células VNC de Salmonella Enteritidis PT4 578 em BPS, acrescido de 1,2
M de NaCl, foram submetidas a diferentes tratamentos de recuperacdo da
culturabilidade. Antes da inoculacdo das células VNC em meios de cultura que

consistiram de diferentes tratamentos, o volume de 1 mL da suspensao de células em
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VNC foi centrifugado a 7.900 g durante 20 min a 4 °C (Centrifuga 4k 15, Sigma-Aldrich,
Alemanha) e as células ressuspendidas em 300 L de solucdo salina 0,85 %, sendo
esta, a aliquota adicionada em cada tubo de ensaio com 3 mL de meio de cultivo. Os
tubos foram incubados durante um periodo minimo de 15 dias e, a cada dia, foi
avaliado o crescimento celular caracterizado pela observagao visual do meio.

Em todos os tratamentos de recuperacao realizados, foram feitos controles
positivos, os quais consistiam de células cultivaveis de Salmonella Enteritidis PT4 578
inoculadas nos meios, com a finalidade de verificar se o tratamento aplicado néo inibia
o crescimento das células com metabolismo normal. Controles negativos também
foram feitos, utilizando 300 pL de solucao salina 0,85% ao invés da suspensao de
células.

Um dos experimentos de recuperagdo foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) sendo um fatorial 2° no qual cinco fatores (expoentes)
tiveram dois niveis (base), resultando assim em 32 combinacdes, que constituiram os
tratamentos, com trés repeticbes bioldgicas independentes e cinco unidades
experimentais de cada repeticdo biolégica. Os seguintes fatores e niveis (entre
parénteses) foram combinados: 1. meio de cultivo liquido (BHI e MMS, Meio Minimo
de Sais 5X — HiMedia Laboratérios, india), 2. método de esterilizagdo do meio (filtragdo
e calor umido 121 °C/15 min), 3. temperatura de incubacdo (30 °C e 37 °C), 4.
condicao atmosférica (aerobiose e anaerobiose) e 5. agentes de recuperacéo (10 mM
de piruvato de sédio, Merck, Alemanha / 2,5 mM de Mn?* do sulfato de manganés,
Vetec, Brasil).

Ensaios em DIC, também, foram feitos utilizando catalase de figado bovino
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) como agente de recuperacao, adicionado no meio
de cultura esterilizado por filtracdo, em membrana com 0,22 um (Millipore Express,
China). O meio de cultivo e a temperatura de incubacao variaram conforme
demonstrado na Tabela 2. Este experimento foi conduzido em trés repeticoes
bioldgicas independentes com quatro unidades experimentais de cada repeticao

bioldgica.
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Tabela 2 - Tratamentos de recuperacéo de células de Salmonella Enteritidis PT4
578 VNC com catalase, em meio liquido esterilizado por filtracdo e em condi¢cdo de
aerobiose

Tratamentos Meio de cultivo + 0,2% de catalase = Temperatura / tempo de incubacao

1 BHI 30°C
2 MMS 30°C
3 BHI 37 °C
4 MMS 37 °C
5 BHI 45°C/2he37°C/ 15 dias
6 MMS 45°C/2he37°C/15dias

Além destes tratamentos de recuperacao, foram ainda realizados experimentos
utilizando soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, Australia) na tentativa de recuperar a
viabilidade das células de Salmonella VNC. Os tratamentos utilizados para
recuperacao com o soro fetal bovino estao listados na Tabela 3. O experimento foi
conduzido em DIC com trés repeticoes bioldgicas e com uma unidade experimental

de cada repeticéo bioldgica.

Tentativa adicional de recuperacéo das células VNC de Salmonella Enteritidis
PT4 578 foi feita usando ensaios com liquido fresco da cavidade peritoneal de
camundongos, gentilmente cedido pelo professor Dr. Leandro Licursi de Oliveira do
Departamento de Biologia Geral da UFV.

Para a coleta do liquido foram, inicialmente, injetados via intraperitoneal, cerca
de 5 mL de solucao salina 0,85 % e, apos a lavagem da regido do peritonio, o liquido
foi centrifugado a 11.600 g durante 10 min a 25 °C (Centrifuga 4k 15, Sigma-Aldrich,
Alemanha). O sobrenadante foi, entdo, descartado e o sedimento celular
ressuspendido em 2 mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-
Aldrich, Estados Unidos). Um volume de 100 pL da suspensao obtida foi colocado em
contato, por cerca de 1 h a 37 °C, com uma suspensao de 3 mL de células VNC
concentradas por centrifugagéo (7.900 g durante 20 min a 4 °C), ressuspendidas em
500 uL de DMEM. Apés o periodo de incubacao, duas aliquotas de 200 pL da mistura
foram plaqueadas em superficie em PCA e o restante do volume de
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aproximadamente, 200 pL, foi inoculado em 3 mL de caldo BHI. A incubacéo foi por,
no minimo, 5 dias a 37 °C. O experimento foi conduzido com trés repeticoes
independentes e, em cada repeticdo, utilizou-se triplicata das células VNC de
Salmonella Enteritidis PT4 578. Como controle positivo, foram usadas células
cultivaveis de Salmonella Enteritidis. Durante a execug¢do dos experimentos foram
feitos também, controles negativos, os quais consistiram da inoculacédo, em PCA e em

caldo BHI, de 200 uL da suspenséo obtida a partir do liquido peritoneal centrifugado.

Tabela 3 — Tratamentos de recuperacao de células de Salmonella Enteritidis PT4
578 VNC com soro fetal bovino a 37 °C

Tratamentos Meio de cultivo Agente antioxidante Condicao
atmosférica
1 soro fetal bovino ausente Anaerobiose
2 MMS* + 10 % de soro fetal bovino ausente Anaerobiose
3 MMS + 10 % de soro fetal bovino piruvato de sédio 10 mM Anaerobiose
4 soro fetal bovino piruvato de sédio 10 mM Anaerobiose
5 soro fetal bovino ausente Aerobiose
6 MMS + 10 % de soro fetal bovino ausente Aerobiose
7 MMS + 10 % de soro fetal bovino piruvato de sédio 10 mM Aerobiose
8 soro fetal bovino piruvato de sédio 10 mM Aerobiose

*MMS esterilizado por autoclavagem.

Aliquotas dos meios de cultura com indicagdo de crescimento bacteriano nos
diferentes tratamentos de recuperagdo foram estriadas em meios seletivos para
Salmonella, tais como agar de desoxicolato-lisina-xilose (XLD, Oxoid, Inglaterra) e, ou
em meio cromogénico para Salmonella (dgar Rambach®, Merck, Alemanha).

3.7.2. Recuperacao de Salmonella Enteritidis e S. flexneri em estresse
nutricional e oxidativo

Os ensaios de recuperacdao de células em estado VNC de Salmonella
Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a sob estresses nutricional e oxidativo foram

conduzidos da mesma forma descrita no item 3.7.1. Os tratamentos utilizados para
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recuperar estas enterobactérias estdo detalhados na tabela 4. O experimento foi
conduzido em DIC, com trés repeticbes biolégicas independentes e duas unidades

experimentais em cada repeti¢cdo bioldgica.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Entrada no estado VNC com estresses osmético e oxidativo

Salmonella Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a apresentaram comportamento
tipico de entrada no estado VNG, isto é, manuteng&o da viabilidade e decréscimo da
culturabilidade (Figura 2 A e B).

Os parametros de culturabilidade e viabilidade de ambas as bactérias foram
acompanhados por um periodo de, aproximadamente, 280 dias sob as condicdes de
estresses nutricional, osmético e frio. Constatou-se comportamento diferente das
enterobactérias quanto a entrada no estado VNC (Figura 2 e Tabela 5). Neste estudo,
somente Salmonella Enteritidis PT4 578 perdeu culturabilidade na aliquota analisada,
sendo assim considerado o Unico patdgeno a entrar completamente no estado VNC.
O numero de células cultivaveis decresceu na populacao de, aproximadamente, 6 log
(UFC.mL") para 0 log (UFC.mL') em 62 dias em PCA (Figura 2) e, apds 133 dias de
inducéo, também nao foi mais observado o crescimento em caldo BHI (Tabela 5). Por
outro lado, células de S. flexneri 2a, ainda apresentaram culturabilidade em ambos os
meios utilizados para detecao de crescimento ap6s 277 dias de manutengcao dos
estresses nutricional, osmético e frio (Tabela 5).

A perda da culturabilidade de Salmonella Enteritidis PT4 578 foi detectada
inicialmente em PCA. Isto pode ser justificado, como discutido em alguns trabalhos,
pela possivel presenca de H202 em meios com agar e atividade reduzida, em células
no estado VNC, das enzimas responsaveis pela sua neutralizagdo. Essa evidéncia foi
mostrada no trabalho de Kong et al. (2004) que geraram um mutante oxyR de V.
vulnificus que nao tinha atividade de catalase e, consequentemente, ndo crescia em
meio sélido, devido a presenca de H202. Além disso, estes autores conseguiram
demonstrar que na estirpe selvagem, a incubacéo a baixa temperatura resultou em
perda da atividade da catalase, tornando as células sensiveis ao H20z,
concomitantemente com a perda de culturabilidade e entrada em estado VNC.
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Tabela 4 — Tratamentos de recuperacao de células VNC de Salmonella Enteritidis
PT4 578 e S. flexneri 2a sob estresses nutricional e oxidativo

Tratamentos Meio de Agente de Condicao Método de = Temperatura de
cultivo recupercao atmosférica esterilizacdo incubacgéo (°C)

1 BHI ausente aerobiose filtracéo 30

2 BHI catalase 1% aerobiose filtracéo 30
piruvato de . . ~

3 BHI s6dio 10 mM aerobiose filtracao 30

4 BHI ausente aerobiose filtracao 37

5 BHI catalase 1% aerobiose filtracéo 37
piruvato de . . ~

6 BHI s6dio 10 mM aerobiose filtracéo 37

7 BHI ausente anaerobiose filtracao 30

8 BHI catalase 1% anaerobiose filtracao 30
piruvato de . . ~

9 BHI s6dio 10 mM anaerobiose filtracédo 30

10 BHI ausente anaerobiose filtracédo 37

11 BHI catalase 1% anaerobiose filtracao 37
piruvato de . . ~

12 BHI s6dio 10 mM anaerobiose filtracao 37

13 BHI ausente anaerobiose calor imido 30

14 BHI p’|rL.Jvato oy anaerobiose calor imido 30
sédio 10 mM

13 BHI ausente anaerobiose calor umido 37
piruvato de . .

14 BHI s6dio 10 mM anaerobiose calor umido 37

15 MMS ausente aerobiose filtracédo 30

16 MMS catalase 1% aerobiose filtracédo 30
piruvato de . . ~

17 MMS s6dio 10 mM aerobiose filtracao 30

18 MMS ausente anaerobiose filtracao 37

19 MMS catalase 1% anaerobiose filtracédo 37
piruvato de . . ~

20 MMS sodio 10 mM anaerobiose filtracédo 37

21 MMS ausente anaerobiose calor umido 30

22 MMS 9|rgvato de anaerobiose calo Umido 30
sédio 10 mM
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Figura 2 - Salmonella Enteritidis PT4 578 (A) e S. flexneri 2a (B) sob estresses
nutricional, osmético e frio. Perda da culturabilidade (quadrado), populacéo de células
viaveis (circulo) e populagéo total de células (triangulo). A perda da culturabilidade foi
determinada em PCA por plaqueamento em profundidade e as populagdes de células
viaveis e total foram determinadas por citometria de fluxo. As setas cinzas indicam o
limite de deteccao da técnica de plagueamento em profundidade de Salmonella
Enteritidis PT4 578 (quadrado preenchido) e S. flexneri 2a (quadrado néo preenchido).
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Tabela 5 - Perda da culturabilidade de Salmonella Enteritidis PT4 578 e S.flexneri
2a nos diferentes tratamentos de inducao ao estado VNC.

Tratamentos: BPS + 1,2 M de NaCl + 4 °C

Meios de cultura

Salmonella Enteritidis PT4 578 S. flexneri 2a
PCA 62 dias cultivavel apés 277 dias
Caldo BHI 133 dias cultivavel apés 277 dias

Tratamentos: Solucao salina 0,85% + 10 mM de H202 + 25 °C

Meios de cultura

Salmonella Enteritidis PT4 578 S. flexneri 2a
TSA entre2e3h entre3e4h
Caldo BHI <5 min 4 h

A inducdo de Salmonella ao estado VNC em condi¢cdes semelhantes e por
tempo aproximado ao encontrado neste estudo foi também foi relatada em alguns
trabalhos. Mendes (2009) obteve células VNC de Salmonella Enteritidis PT4 578, apos
120 dias, ao realizar indugdo em tampao BPS com 0,7 M de NaCl a 4 °C, enquanto
na presenca de 0,6 M de NaCl, Rodrigues et al. (2015) relataram um periodo de 180
dias para obtencédo de células VNC. Na presenca de 1,2 M de NaCl, Salive (2016)
detectou a perda da culturabilidade deste patégeno em caldo BHI apds 168 dias de
inducdo. Células de Salmonella Typhimurium foram induzidas ao estado VNC em
aguas residuais a 15 °C e 28 °C e perda a culturabilidade foi observada em um periodo
de 150 a 200 dias (OLIVER, DAGHER e LINDEN, 2005). Gupte, De Rezende e Joseph
(2003) obtiveram Salmonella Typhimurium DT104 no estado VNC sob estresse
nutricional e frio em 273 dias. Nesse trabalho, os autores concluiram que o tempo
necessario para que as células de Salmonella Typhimurium DT104, sob estresse
nutricional, se tornassem n&o cultivaveis foi maior do que se tinha observado
anteriormente com outras bactérias entéricas gram-negativas, tempo similar ao
observado neste trabalho para S. flexneri 2a.

As andlises realizadas por citometria de fluxo demonstraram que, mesmo apés
a auséncia de crescimento nos meios de cultura convencionais, foi posssivel verificar
que, parte da populagcdo ainda mantinha viabilidade, uma vez que a maioria das
células nao foi marcada com PI (Figura 3). Além disso, ainda com relagao a viabilidade,
o comportamento de ambas as enterobatérias também apresentou diferencas ao
longo do periodo de analises.
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Nas primeiras 48 h de exposicdo aos estresses de indugdo, Salmonella
Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a n&o apresentaram diferengas entre o percentual
de células viaveis dentro da populagédo analisada, com aproximadamente, 100 % de
viabilidade (Figura 3 A e B). Com 240 dias de induc¢ao, Salmonella Enteritidis PT4 578
manteve maior percentual de células viaveis do que S. flexneri 2a (Figura 3 G e H).

Os estresses nutricionais e oxidativo resultaram na entrada de ambos os
patégenos em estado VNC. Entretanto, como observado anteriormente quando
aplicados os estresses nutricional, osmotico e frio, Salmonella Enteritidis PT4 578
perdeu culturabilidade em tempo inferior quando comparado com o tempo registrado
para S. flexneri 2a (Figura 4 e Tabela 5).

A entrada em estado VNC em razéo do estresse oxidativo causado pelo H202
também foi relatada em outras bactérias. Kong et al. (2004) induziram células de V.
vulnificus ao estado VNC com 2 mM de H20:2 e verificaram perda da capacidade de
formacao de colbnias apds 1 h de tratamento em mutantes oxyR. Asakura et al. (2005)
utilizaram H202 0,05 % (10 mM) para induzir E. coli O157:H7 ao estado VNC e
verificaram que, apos 6 h de tratamento, houve perda da culturabilidade em TSA com
manutengao da viabilidade.

A perda da culturabilidade de Salmonella Enteritidis PT4 578 exposta ao
estresse oxidativo foi observada em caldo BHI, imediatamente ap6s o contato com
H202, mas a formacao de coldénias em TSA, foi detectada até 3 h apds a indugéo. Isto
pode ser atribuido a dois fatores: a composigcdo dos meios, ou atividade inibitoria
residual de H202 quando as células foram inoculadas no caldo BHI. Os meios de
cultura BHI e TSA apresentam composicao nutricional diferente. A fonte de carborno
principal do BHI €& proveniente da glicose, ao passo que a do TSA vem dos
aminoacidos e peptideos (Oxoid Microbiology Products, Inglaterra; Himedia®, india).
Sendo assim, o comportamento metabdlico de Salmonella pode ser diferente nestes
meios e isto inferiu com a culturabilidade do patégeno apds o estresse oxidativo.
Atividade inibitéria residual de H20:2 pode ter impedido o crescimento de Salmonella
Enteritidis PT4 578 no caldo BHI, pois aliquota de 5 mL foi retirada diretamente da
solugéo salina 0,85 %, adicionada de 10 mM de H20:2 e inoculada no caldo sem prévia
neutralizagdo do agente oxidante.
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Figura 3 — Representacado gréfica da populagcdo de células mortas e viaveis de
Salmonella Enteritidis PT4 578 (A, C, E e G) e S. flexneri 2a (B, D, F, H) sob os
estresses, nutricional, osmotico e frio. A e B apéds 2 dias de inducao; C e D ap6s 60
dias de inducéo; E e F ap6s 120 dias de inducdo; G e H apds 240 dias de inducéo.
Analises realizadas por citometria de fluxo. Legenda: UL — porcentagem de células
mortas lado superior esquerdo; UR - porcentagem de células mortas lado superior
direito; LL — porcentagem de células viaveis lado inferior esquerdo; LR - porcentagem
de células viaveis lado inferior direito.
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Figura 4 — Perda da culturabilidade, em TSA por plaqueamento em profundidade,
de Salmonella Enteritidis PT4 578 (quadrado preenchido) e S. flexneri 2a (quadrado
nao preenchido) sob estresses nutricional e oxidativo. A seta cinza indica o limite de
deteccao da técnica.

Ambos o0s patdogenos expostos ao estresse oxidativo apresentaram
comportamento semelhante ao observado nos estresses nutricional, osmético e frio.
Salmonella Enteritidis PT4 578, embora tenha perdido culturabilidade primeiro,
apresentou maior percentual de viabilidade (78,41 %) em relacdo a S. flexneri 2a
(64,68 %) apds a exposicao ao estresse oxidativo promovido por 10 mM de H202
(Figura 5 C e D; Tabela 6).

Na tabela 6, pode-se verificar que, no periodo de dois até 13 dias apds a
entrada no estado VNC, Salmonella Enteritidis PT4 578 apresentou maior reduc¢édo na
populacao de células viaveis quando comparado com S. flexneri 2a. Essas variagdes
na populagdo de células vidveis ou mortas em ambos patdégenos no estado VNC,
podem ser explicadas em parte, pela teoria do suicidio bacteriano. Muitas bactérias
patogénicas possuem um sistema chamado PezAT, também conhecido como sistema
épsilon / zeta, o qual é composto por uma toxina (PezT) e uma anti-toxina (PezA),
responsaveis pelo suicidio celular, quando as condigbes sdo desfavoraveis a
manutengao da viabilidade (MUTSCHLER et al., 2011). Em condigbes estressantes,
como estas utilizadas para indugéo ao estado VNC, é provavel que a diminuigdo na
populacao total seja para que os componentes celulares das bactérias mortas sirvam

para manter niveis basais de atividade metabdlica das células viaveis em VNC.
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Figura 5 — Representacdo grafica da populacao de células vivas e mortas de
Salmonella Enteritidis PT4 578 (lado esquerdo) e S. flexneri 2a (lado direito) sob os
estresses nutricional e oxidativo. A e B mostram a populacao de células apés 2 dias
de inducgéo; C e D mostram a populacéo de células apds 13 dias de inducao.

Tabela 6 — Perfil populacional de células VNC de Salmonella Enteritidis PT4 578 e
S. flexneri 2a, avaliado por citometria de fluxo ap6s dois e 13 dias de inducao sob
0s estresses nutricional e oxidativo.

Tempo ap6és  Populacdes em log (UFC.mL")  Células
Sorovares inducao Total Células Células viaveis
(dias) viaveis mortas (%)
Salmonella Enteritidis PT4 578 2 71+£03 71%£03 52+05 98,39
13 6,0+x0,1 59+0,2 52+0,1 78,41
S. flexneri 2a 2 7302 73+x0,2 6,3+02 7434
13 66+03 65+05 54+06 64,68

S. flexneri 2a parece ser mais resistente aos estresses de inducdo ao estado
VNC. Sob os estresses nutricional e oxidativo, este sorovar entrou em VNC em tempo
maior de inducdo (4 h), além de manter maior nimero de células viaveis ao final de
13 dias (Tabelas 5 e 6).

Uma comparagédo geral do efeito dos dois tratamentos de estresses utilizados
sob os estresses nutricional
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enterobactérias apresentaram maior redugédo na populacao total de células e a perda
da culturabilidade ocorreu de maneira mais rapida. Tal fato pode ser atribuido a maior
sensibilidade detes patdgenos ao estresse oxidativo, além do emprego de
temperatura de 25 °C para indugéo (Tabelas 5 e 6).

Asakura et al. (2005) constataram diferenga na porcentagem de células viaveis
de E. coli O157:H7 submetidas aos estresses osmético ou oxidativo. No tratamento
com 13 % (2,2 M) de NaCl, a perda da culturabilidade foi observada apds 72 h e a
viabilidade registrada foi de 80 % enquanto no estresse com H202, a perda da
culturabilidade ocorreu em 6 h e a viabilidade foi de 48,6 %. Salive (2016) ao submeter
Salmonella Enteritidis PT4 578 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 sob
condi¢des de estresse nutricional e osmatico verificou que a entrada no estado VNC
ocorreu em periodos acima de 93 dias, e que estas condi¢cdes favoreceram a
manuten¢ao de maior porcentagem de células viaveis, com valores acima de 80,9 %.
Condicoes de estresse mais agressivas como o estresse acido ou oxidativo induziram
a entrada em estado VNC em periodos de, no maximo 24 h, mas resultaram em
porcentagens de 8,51 % a 45,5 % de células viaveis. Esses trabalhos permitem
concluir que existe uma relacao entre o tempo de entrada no estado VNC e a
porcentagem de células sobreviventes na populacdo. Estresses mais brandos, que
demandam maior tempo para induzir a entrada no estado VNC, permitem maior
adaptacado da populagdo, aumentando a percentagem de sobrevivéncia (SALIVE,
2016).

A baixa temperatura de indugao utilizada nos estressses nutricional e osmético,
pode ter sido outro fator que permitiu manter maior culturabilidade e manutencao da
viabilidade de Salmonella Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a. Pinto et al. (2011)
demonstraram que a baixa temperatura permitiu a culturabilidade por um periodo de
tempo mais longo durante a indugéo de E. coliao estado VNC, sob estresses osmotico
e nutricional. Esses autores hipotetizaram que a baixa temperatura pode diminuir o
metabolismo das células permitindo-lhes manter a culturabilidade por mais tempo.

A diferenga quanto a indugéo ao estado VNC entre as enterobatérias utilizadas
apontam duas questdes: O que seria mais vantajoso para uma populacdo de
bactérias: entrar primeiro em estado VNC e manter-se com maior viabilidade ou ser
cultivavel por mais tempo, mesmo que apo6s a entrada no estado VNC, a populacao

de células viaveis seja menor? A resposta € incerta, mas ambas as circunstancias séo
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estratégias para manter-se viavel e garantir a sobrevivéncia da espécie em ambientes
hostis. Maior viabilidade de células VNC pode garantir maior probabilidade de
recuperagao quando as condi¢cdes de sobrevivéncia forem novamente favoraveis.
Entretanto, manter-se cultivavel pode aumentar a competitividade destes micro-
organismos frente a condicbes ambientais adversas, favorecendo a predominancia da
espécie, o que demonstra maior resisténcia.
4.2. Estresse oxidativo intracelular

A determinacao do estresse oxidativo intracelular, realizada por citometria de
fluxo para deteccdo de ROS, como H202, peroxinitrito (ONOQO-), radicais hidroxilo
(HO"), éxido nitrico (NO) e radicais peroxil (ROO) foi feita com o corante fluorescente
sensivel a oxidacado 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA). DCFH-DA
difunde passivamente através da membrana celular e € desacetilado por esterases
para formar 2,7-diclorofluoresceina nao fluorescente (DCFH). DCFH reage com ROS
e forma o produto fluorescente 2,7-diclorofluoresceina (DCF), que fica retido dentro
da célula emitindo fluorescéncia verde, indicativo da producgéo celular de diferentes
tipos ROS (FLETCHER, 1988; DWIVEDI et al., 2014; ABDCAM®, Inglaterra).
Entretanto, os resultados obtidos indicaram nao haver diferenca nesta emisséo de
fluorescéncia e, consequentemente, na concentracdo destas espécies reativas no
interior das células cultivaveis e em VNC das enterobactérias estudadas (Figura 6).

Além disso, a piocianina, que foi utilizada como controle positivo, cuja funcao é
estimular o ciclo redox em bactérias recebendo elétrons, e assim provocar aumento
do metabolismo oxidativo, ndo induziu a produg¢édo de ROS pela redugédo de NADPH,
tanto nas células em VNC, quanto nas células cultivaveis em fase estacionaria de
crescimento. Da mesma forma, o NAC, antioxidante que aumenta as concentragdes
celulares de sequestradores de radicais livres, utilizado neste trabalho como controle
negativo, nao inibiu a presenca destes radicais (Figura 6 A, C, E, G e I). No entanto,
a confirmagédo da aplicacdo da técnica utilizada para determinar a presenca de
diversos tipos de ROS intracelular foi verificada pela adicdo de 0,06 % de H20:2 as
amostras analisadas (Figura 6 K e L).
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Figura 6 — Histogramas relacionando a quantidade de células com as intensidades de
fluorescéncia emitidas pelo DCFH-DA, sinalizador de ROS intracelular, utilizado para
deteccédo de ROS intracelular de Salmonella Enteritidis PT4 578 e S. flexneri 2a nos
diferentes tratamentos de inducédo ao estado VNC. Todos histogramas representados
pela cor preta mostram a fluorescéncia emitida pelos controles negativos (NAC
adicionado a suspenséo celular) dos tratamentos. Os histogramas em A, C, E, G e |
representados pela cor vermelha mostram a fluorescéncia emitida pelos controles
positivos (piocianina adicionado a suspensdo celular) dos tratamentos e os
histogramas em B, D, F, H e J representam a fluorescéncia emitida pelas
enterobactérias para ROS intracelular nos tratamentos. A e B representam Salmonella
Enteritidis PT4 578 VNC induzida sob os estresses nutricional, osmético e frio; Ce D
representam S. flexneri 2a sob os estresses nutricional, osmético e frio; E e F
representam Salmonella Enteritidis PT4 578 VNC induzida sob os estresses
nutricional e oxidativo; G e H representam S. flexneri 2a VNC induzida sob os
estresses nutricional e oxidativo; | e J representam S. flexneri 2a crescida em caldo
BHI, em fase estacionaria de crescimento; K e L, respectivamente, mostram nos
histogramas em vermelho a fluorescéncia emitida por Salmonella Enteritidis PT4 578
VNC e S. flexneri2a VNC para ROS intracelular, apés a adicao de 0,06 % de H202na
suspenséo celular. Determinagéo conduzida por citometria de fluxo.

A maioria dos trabalhos publicados envolvendo estudos de deteccdo de ROS
intracelular ndo mostra a agdo de indutores ou inibidores destas espécies, mas

demonstra que a técnica que utiliza o DCFH-DA é valida e sensivel para avaliar o
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estresse oxidativo geral, seja por microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo ou
espectroscopia de fluorescéncia (NINGANAGOUDA et al.,, 2014). Ha relatos da
avaliacao do estresse oxidativo intracelular utilizando DCFH-DA em B. subtilis
(ARAKHA et al., 2015), E. coli (ARAKHA et al., 2015; NINGANAGOUDA et al., 2014),
Pseudomonas aeruginosa (DWIVEDI et al., 2014), S. aureus (KIM et al., 2011) e
Salmonella Typhimurium (JOSEPH et al., 2016; SEM e RHEN, 2012), mas estes
estudos n&o envolveram células no estado VNC.

A auséncia de concentragbes detectaveis de ROS intracelular pode justificar,
em parte, a manutencao da viabilidade de ambas bactérias estudadas mesmo apds
259 dias sob os estresses nutricional, osmaético e frio ou dois dias sob os estresses
nutricional e oxidativo. Salmonella e Shigella possuem duas classes de enzimas para
degradar H202. Salmonella possui catalases que degradam o H202 em &agua e
oxigénio molecular, independente de um redutor adicional e peroxidases do tipo
peroxiredoxina que reduz hidroperoxidos organicos em alcoois e H202 em agua a
custa de NADH ou NADPH (HORST et al., 2010). Ja Shigella, além da catalase possui
também a SOD que é uma metaloenzima que converte os radicais superoxidos em
H202 e O2 (FRANZON, ARONDEL e SANSONETTI, 1990).

Hébrard et al. (2009) caracterizaram trés membros da familia catalase, KatG,
KatE e KatN e dois membros da familia peroxiredoxina, AhpC e TsaA, em Salmonella.
Mutantes simples katE, katG, e katN de Salmonella ndao mostraram maior
susceptibilidade a H202 exdégeno (BUCHMEIER et al.,, 1995; ROBBE-SAULE et al.,
2001). Em macréfagos, um mutante triplo katG katE katN ndo apresentou nenhuma
alteracao no crescimento, enquanto que mutante duplo ahpCF e tsaA apresentou taxa
de crescimento reduzida nos macréfagos (HEBRARD et al., 2009). Horst et al. (2010)
caracterizaram uma terceira peroxidase tipo Tpx e um mutante fpx simples de
Salmonella Typhimurium que foi mais susceptivel a H202 exégeno do que o tipo
selvagem. Estas observagbes apontam as mudltiplas vias que evoluiram em
Salmonella para proteger este patdgeno contra o estresse oxidativo (HORST et al.,
2010). Entretanto, ndo se conhece como estes diversos mecanismos de defesa contra
ROS atuam em Salmonella no estado VNC.

Shigella flexneri sorotipo 5 deficientes na producdo de superéxido dismutase
contendo ferro (FeSOD/sodB) e catalase negativa (katFG) foram estudadas por

Franzon, Arondel e Sansonetti (1990), quanto ao aumento da sensibilidade ao
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estresse por oxigénio. O mutante sodB foi extremamente sensivel a morte por
fagocitos quando comparado ao progenitor selvagem. O mutante da catalase também
mostrou maior sensibilidade, mas em menor grau. Apds infec¢ao de alcas ileais de
coelho e subsequente exame histopatolégico, o mutante sodB causou pouco dano as
vilosidades intestinais. O mutante katFG, por outro lado, mostrou um alto grau de
destruicao, semelhante ao da estirpe selvagem. Estes autores sugerem que a
superoxido dismutase codificada por sodB pode desempenhar um papel importante
na patogénese de S. flexneri. Em contraste, as catalases parecem ter contribuicao
limitada a viruléncia. Sendo assim, parece que mutacdes nos genes que codificam a
catalase tanto em Salmonella quanto em Shigella parecem nao trazer grandes
prejuizos ao desenvolvimento destas espécies em ambientes hostis.

Os resultados obtidos, apesar de ndo detectarem presenca de ROS endbgenos
na fracdo de VNC de Salmonella e Shigella, nao excluem a formagéo e agao destes
agentes durante as tentativas de recuperacao das células em VNC. Sendo assim,
outros estudos sdo necessarios para confirmar esta hipétese.

A adicado de Pl e DCFH-DA nas amostras analisadas por citometria de fluxo
evidenciaram que a fragao de células mortas da populacéo total analisada de ambas
enterobactérias no estado VNC, obtidas pelos dois diferentes meios de inducéao
utilizados, pode ter maior concentracdo ROS intracelular indicando que este pode ser
um dos motivos que levaram a morte destas células durante a exposicdo aos
estresses de inducdo (dados ndo mostrados). Entretanto, € necessario também a
realizacdo de novas analises para confirmar esta hipdtese por meio de melhor
exploracdo dos dados estatisticos obtidos no software do citdbmetro de fluxo BD
FACSVerse.

4.3. Recuperacao da culturabilidade

Sob estresse nutricional, osmético e frio Salmonella Enteritidis PT4 578 foi a
Unica enterobactéria estudada que entrou em estado VNC. Sob estresse nutricional e
oxidativo ambas bactérias estudadas, Salmonella Enteritidis PT4 578 e Shigella
flexneri 2a, entraram em estado VNC. Estas amostras de células em estado VNC
foram posteriomente utilizadas nos experimentos de reativacao.

Devido a ubiquidade de Salmonella, diferentes condigbes de recuperagao

foram escolhidas e envolveram variacées nos parametros de crescimento, tais como
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0 uso de meio de cultura nutricionalmente rico, o caldo BHI, e outro com a quantidade
minima de nutrientes necessaria ao crescimento, como o MMS; temperatura
considerada 6tima, 37 °C, e outra sub-6tima, 30 °C; além, da presenca e auséncia de
oxigénio nos tratamentos. Estas diferentes condicbes adotadas para recuperar a
culturabilidade de células VNC foram utilizadas para proporcionar condi¢cdes de
crescimento nas quais a taxa metabdlica das células VNC pudesse ser estimulada a
elevar-se gradativamente ou, dar condi¢gdes de recuperagao nas quais o metabolismo
fosse ativado mais rapidamente. Além destas condi¢cbes estabelecidas para
recuperacao, outros parametros também foram variados para reativar as células VNC
de Salmonella, tais como, os métodos de esterilizacdo dos meios e a adicdo de
agentes de recuperagcdo. Apesar de todas essas tentativas adotadas para
recuperacao da culturabilidade, n&o se obteve crescimento microbiano detectavel. Os
mesmos tratamentos foram aplicados para Salmonella e Shigella em VNC induzidos
pelo estresse oxidativo pela presenca de 10 mM de H202a 25 °C e nao se obteve
reativacao da culturabilidade das células.

Pinto et al. (2011) demonstraram que células de E. coli induzidas ao estado
VNC em diferentes condicdes de estresse osmético e nutricional a 4 °C puderam ser
recuperadas em diferentes meios, ao passo que aquelas que foram induzidas da
mesma forma a 25 °C nao puderam ter sua culturabilidade recuperada em nenhum
dos 41 meios testados. Salive (2016) recuperou células de Salmonella induzidas ao
estado VNC sob os estresses nutricional, osmético e os estresses nutricional e
oxidativo e, além do emprego de baixa temperatura e, obteve melhores resultados
recuperando a culturabilidade de células que estavam em BPS acrescido com 1,2 M
de NaCl a 4 °C.

Uma observacao a ser feita sobre os resultados encontrados neste trabalho é
que em alguns meios utilizados para recuperacdo houve precipitacdo dos agentes
antioxidantes adicionados ou dos proprios componentes dos meios, que poderia ser
confundida com crescimento bacteriano e trazer uma interpretacao errébnea dos
resultados (Figura 7). Entretanto, para evitar resultados falsos-positivos quando isto
ocorria, foi realizada a confirmacdo por inoculacdo de aliquotas em meios nao
seletivos tais como o PCA e caldo BHI. Em nenhum destes tratamentos foi confirmada
a presenca de crescimento bacteriano.
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A concentragao de catalase de figado bovino (2000 unidades / mg de proteina)
adicionada nos tratamentos de recuperacéo variou de 0,2 % (2 mg.mL") a 1% (10
mg.mL"), acima do recomendado pelo fabricante Sigma-Aldrich (1 mg.mL"), o que
pode justificar sua precipitacao horas depois da incubacéo dos meios. Apos a filtracao
dos meios com 0,2 % de catalase, até o momento do inéculo com células no estado
VNC, o meio de cultura ndo apresentou turvacdo. Apos a incubacédo a 37 °C,
observou-se a formagéo de precipitado e turvagéo dos meios, confundindo-se com o
crescimento microbiano. Nos tratamentos com 1 % de catalase, a turvagao dos meios
de cultura, com posterior precipitacao, era visivel logo apés a incubagédo a 30 °C e a
37 °C. Os tubos que estavam inoculados com os controles positivos apresentavam-se
com uma turbidez mais intensa e uniforme por todo o meio do que os tubos que
estavam inoculados com células no estado VNC (Figura 7 A e B, segunda fileira de
tubos). A adicao de 2,5 mM de Mn?+ ao meio MMS resultou na formagéao de precipitado
provavelmente em razao da interagdo do ion Mn?* com os demais sais que compdem
o meio tais como o NazHPO4, KH2PO4, NaCl e NH4ClI (Figura 7 A e B, primeira fileira
de tubos).

Durante os ensaios conduzidos com liquido intraperitoneal de camundongos,
apenas o controle positivo que consistiu de células viaveis de Salmonella em contato
com a suspensao do liquido apresentou formacéo de colénias em PCA e crescimento
em caldo BHI. Nao ha relatos na literatura sobre ensaios de recuperagao de células
VNC de bactérias patogénicas expostas a macrofagos. Entretanto, neste trabalho foi
avaliado se células em VNC de Salmonella podiam aderir, invadir e resistir ao estresse
fagocitico e, entdo recuperar sua culturabilidade, uma vez que ha relatos de
recuperacdo de VNC em passagem pelo organismo hospedeiro.

Pinto, Santos e Chambel (2013) mostraram que os relatos de indugdo ao
estado VNC em 68 espécies de 34 géneros, € muito mais amplo do que os de
recuperacao, que sao 10 espécies de oito géneros. Tal registro mostra o quao
desafiador pode ser recuperar céelulas em estado VNC, principalmente porque ainda

faltam muitas informacdes sobre o0 processo.
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Figura 7 — Tubos contendo os meios de recuperagao da culturabilidade, sem agitagao prévia (A) e com agitacao (B). A direita, de A
e B estado os tratamentos com MMS e a esquerda, tratamentos com caldo BHI. A primeira fileira de tubos (1a — 6b) representa os
tratamentos com adigdo de 2,5 mM de Mn2*; a segunda fileira de tubos (7a — 12b) representa os tratamentos com adigcio de 1% de
catalase; a terceira fileira de tubos (13a — 18b) representa os tratamentos com adi¢cdo de 10 mM de piruvato de sédio. Os tubos a
esquerda de cada trio referem-se aos controles positivos (CP), os do meio ao controle negativo (CN) e os da direita aos inoculados
com células de Salmonella no estado VNC (Teste).



A nao recuperagao das células VNC de Salmonella e Shigella nos meios de
cultivo avaliados pode estar associada a teoria proposta por Bloomfied et al. (1998).
Eles propuseram que a transferéncia de uma populacao estressada de bactérias que
nao possui atividade suficiente de enzimas que as protejam contra o estresse
oxidativo, para um ambiente rico em nutrientes, tais como 0os meios de cultura, inicia
um desequilibrio no metabolismo. Este desequilibrio resulta da producdo de modo
qguase instantaneo de ions de superdxido enddgeno e radicais livres, que sdo gerados
quando as células transportam e metabolizam os compostos organicos (OLIVER,
2000). Na auséncia de alguma pré-adaptacao, tais células ndo seriam capazes de
desintoxicar estes radicais téxicos e morreriam (BLOOMFIED et al., 1998; OLIVER,
2000).

Existe outra hipdtese proposta por Pinto, Santos e Chambel (2013) nomeada
“‘janela de ressuscitagao” para explicar a dificuldade de recuperacao de células VNC.
Na inducao ao estado VNC, o numero de células cultivaveis diminui ao passo que o
de células VNC aumenta gradativamente ao longo do tempo. Isto implica que, em
algum periodo de tempo, as células VNC que serdo encontradas em suspensao nao
terdo a mesma idade. Se todas células possuirem uma “janela de ressuscitagdo” com
0 mesmo comprimento, ou seja, se houver um periodo de tempo durante a
permanéncia no estado VNC, no qual as células sao capazes de recuperar a
culturabilidade, isso implica que o numero de células capazes de retomar o
crescimento seja diminuido com o tempo de exposi¢cao ao estresse de indugao.

Existem relatos de espécies em estado VNC que foram recuperadas por
diferentes estimulos, como Campylobacter jejuni com mistura de gases (BOVILL e
MACKEY, 1997), L. pneumophilaem ameba (STEINERT et al., 1997), S. enterica com
choque térmico em meio de cultura rico (GUPTE, DE REZENDE e JOSEPH, 2003), V.
vulnificus em modelo animal (OLIVER, 2005) e E. colicom aminoacidos (PINTO et al.,
2011). Entretanto, ha poucos relatos sobre falhas na recuperacao. Basaglia, Povolo e
Casella (2007) induziram células de Sinorhizobium meliloti ao estado VNC no solo,
mas ndo conseguiram recuperar a culturabilidade das mesmas. O mesmo ocorreu
com células VNC de Listeria monocytogenes induzidas em folhas de salsa (DREUX
et al., 2007) e com E. coli VNC induzida a temperatura ambiente (ARANA, ORRUNO
e PASCUAL, 2007).
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Além disso, algumas espécies requerem condigcdes de reativacdo muito
especificas, como por exemplo C. jejuni e L. monocytogenes que foram reativados,
apoés inoculacao em ovos de galinha embrionados (CAPPELIER et al., 1999). Existem
também outros micro-organismos que entram no estado VNC para o qual uma
condigdo de reativagdo ainda nao foi identificada (AYRAPETYAN e OLIVER, 2016;
RAMAMURTHY et al., 2014). Muitas vezes, a recuperagdo pode ser especifica para
determinada estirpe e até mesmo depender do tipo de estresse que levou a indugéo
ao estado VNC. As células VNC de Salmonella e Shigella utilizadas neste trabalho,
embora apresentassem sinais claros de viabilidade, foram incapazes de sair do estado
de VNC.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos mostraram que Salmonella Enteritidis PT4 578 e S. flexneri
2a tiveram comportamento diferentes quando a entrada no estado VNC, sendo S.
flexneri 2a mais resistente aos estresses de inducdo utilizados neste estudo. O
estresse oxidativo em solucdo salina 0,85 % foi mais agressivo as células das
enterobactérias, que entraram em estado VNC em menor tempo de exposicao e
apresentaram reducado maior da viabilidade quando comparado ao estresse osmdtico.

Nao foi possivel recuperar a culturabilidade das células no estado VNC obtidas
neste trabalho, embora fosse detectada a presenca de células viaveis. As condicoes
de reversibilidade desse estado VNC podem ser muito especificas e depender de
muitos fatores tais como os estresses de inducéao e a linhagem de estudo.

A hipétese de que ROS enddgenos podem estar presentes na células em estado
VNC e impedir a recuperacao nao foi confirmada pela técnica utilizada pois, nao foi
detectada presenca de ROS intracelular em ambas espécies estudadas.

Estudos envolvendo de citometria e fluxo e estudo da morfologia pelo uso de
técnicas microscoépicas ao longo do tempo de inducao sao necessarios para entender
melhor as mudangas morfoldgicas que ocorrem durante a entrada no estado VNC.
Além disso, antes de buscar alternativas de recuperacao para células VNC, faz-se
necessario estudos prévios para melhor compreensao desse estado fisioldgico, de
acordo com as peculiaridades envolvidas em cada condi¢do de inducao.
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APENDICE

Tabela 1 — Intensidade de fluorescéncia (IF, DCFH-DA), deteminada por citometria
de fluxo, nas células viaveis e mortas de Salmonella Enteritidis PT4 578 e Shigella
flexneri 2a induzidas ao estado VNC pelos estresses nutricional, osmético e frio e
estresses nutricional e oxidativo.

Salmonella Enteritidis PT4 578

Células viaveis Células mortas
(*IF DCFH-DA) (IF DCFH-DA)
Estresses
Nutricional, osmético e frio 7,7+15 29,0 + 15,6
Nutricional e oxidativo 15,0£9,6 49,0 £ 61,5
Shigella flexneri 2a
Células viaveis Células mortas
Estresses (IF DCFH-DA) (IF DCFH-DA)
Nutricional, osmético e frio 29,3+£6,0 51,7+£17,0
Nutricional e oxidativo 226+11,8 63,7 £ 48,8

*IF — Intensidade de Fluorescéncia
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