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RESUMO

MENDES, Renata Aparecida D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2009. Estado viavel néo cultivavel em Salmonella enterica: inducéo, perfil
de proteinas intracelulares e deteccdo de mRNA. Orientadora: Miriam
Teresinha dos Santos. Co-orientadores: Elza Fernandes de Araujo e Hilario
Cuquetto Mantovani.

O patogeno de origem alimentar, Salmonella spp. entra no estado viavel
ndo cultivavel (VNC) em resposta a condigdbes ambientais adversas. A
presenca de células VNC é um problema de saude publica porque células
neste estado ndo sao detectadas pelas metodologias tradicionais utilizadas de
rotina em laboratoérios, resultando em avaliagdo inadequada de alimentos
contaminados com patogenos. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a
influéncia da estirpe, do meio de suspensao de células, da concentragao salina
e da densidade populacional inicial na entrada de Salmonella enterica no
estado VNC e estudar o perfil de proteinas intracelulares e a presencga de
transcritos dos genes invA, rpf, katF e rDNA 16S na populagédo de S. Enteritidis
PT4 963 no estado VNC. A populacdo de S. enterica que permaneceu no
estado VNC variou significativamente entre as estirpes e condigdes utilizadas.
A perda da culturabilidade foi mais lenta (p<0,001) em células mantidas a 4 °C
em meio infusdo de cérebro e coragcdo (BHI) acrescido de NaCl do que as
mantidas em solugao fosfato de Butterfield (BPS). Células mantidas a 4 °C em
BHI adicionado de NaCl apresentaram percentual de células viaveis menor

(p<0,05) no momento em que a culturabilidade ndo era mais detectada. A
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maior perda de culturabilidade foi obtida em meios com 1,2 mol/L de NaCl
(p<0,001). As linhagens S. Enteritidis PT4 963 e S. Typhimurium ATCC 14028
mantidas a 4 °C em solugdo BPS adicionada de NaCl 1,2 mol/L apresentaram
os maiores indices de entrada em estado VNC (p<0,001). As menores taxas de
perda de culturabilidade e também as maiores redugdes nas contagens de
microrganismos viaveis foram observadas em densidade populacional inicial de
10" UFC/mL (p<0,05) se comparadas as amostras inoculadas com 10° e 10°
UFC/mL. O perfil de proteinas intracelulares de S. Enteritidis PT4 963 no
estado VNC difere do encontrado em células nas fases exponencial e
estacionaria de crescimento e sob resposta a estresse osmoético, por baixa
temperatura e falta de nutrientes. A ndo detecgcdo de proteinas com massa
molecular superior a 63 kDa e a presengca de proteinas com massas
moleculares menores nas células no estado VNC sugerem a ocorréncia de
protedlise para garantir o aporte de nutrientes e a manutengao de viabilidade.
Nossos resultados indicam que o estado VNC constitui um estado
fisiologicamente distinto no ciclo de vida de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis PT4. No entanto, ndo conseguimos detectar uma proteina especifica
das células de Salmonella no estado VNC. A quantidade de RNA total diminuiu
aproximadamente 600 vezes em células no estado VNC quando comparada a
quantidade obtida de células em crescimento ativo. Ndo foram detectados os
transcritos correspondentes aos genes invA, rpf e katF em S. Enteritidis PT4
963 no estado VNC nas condicbes experimentais utilizadas. Entretanto, a
expressdo do 16S rRNA foi detectada em células VNC. Estes resultados
sugerem que S. Enteritidis PT4 no estado VNC esta ativa metabolicamente
pela producao de transcritos para o rDNA16S e que este housekeeping gene
pode ser considerado um bom marcador de viabilidade celular para Salmonella

enterica sorovar Enteritidis PT4 no estado VNC.
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ABSTRACT

MENDES, Renata Aparecida D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2009. Viable but nonculturable state in Salmonella enterica: induction,
intracellular protein profile, and mRNA detection. Adviser: Miriam Teresinha
dos Santos. Co-Advisers: Elza Fernandes de Araujo and Hilario Cuquetto
Mantovani.

The foodborne pathogen Salmonella spp. enters into a viable but nonculturable
state (VBNC) in response to adverse environmental conditions. The presence of
VBNC cells is a public health concern since it may be overlooked under
standard routine laboratory procedure, resulting in improper assessment of
contaminating pathogens in food. This work was done to investigate the
influence of strain, cell suspension media, saline concentration, and initial
population density on the induction of VBNC state in Salmonella enterica and to
evaluate the intracellular protein profile and the presence of invA, rpf, katF, and
16S rDNA gene transcripts in VBNC Salmonella enterica serovar Enteritidis
PT4 963. The entry into VBNC state in S. enterica varied significantly between
strains and was also influenced by the saline concentration, suspension media,
and initial population density. The culturability loss was lower (p<0.001) in cells
maintained at 4 °C in Brain and Hearth Infusion broth (BHI) than in cells in
Butterfield's Phosphate Solution (BPS). The cells maintained at 4 °C in BHI
added with NaCl showed lower (p<0.05) viablility when culturability could no

longer be detected. The highest rate of culturability loss was obtained in media



with 1.2 mol/L NaCl (p<0.001). The strains S. Enteritidis PT4 963 and S.
Typhimurium ATCC 14028 maintained at 4 °C in BPS added with 1.2 mol/L
NaCl showed the largest (p<0.001) entry index into VBNC state. The smallest
culturability loss rates and also the largest reductions in viable counts were
observed for an initial population density of 10" CFU/mL (p<0.05) compared to
10° and 10® CFU/mL. The intracellular protein profile of VBNC S. Enteritidis PT4
963 differed from that observed in the exponential and stationary growth
phases, and under osmotic, low temperature, and starvation stresses. The
absence of proteins with molecular mass superior to 63 kDa and the presence
of proteins with smaller molecular masses in the VBNC state suggest the
occurrence of proteolysis, probably to guarantee the maintenance of the
nutrient supply and viability. Our results indicate that the VBNC state constitutes
a physiologically distinct state within the life cycle of Salmonella enterica
serovar Enteritidis PT4. However we could not detect any protein specific of the
VBNC cells of Salmonella. The amount of total RNA decreased approximately
600-fold in VBNC cells. No katF, invA, and rpf mRNA was detected in the VBNC
populations under the experimental conditions studied. However the 16S rRNA
expression was detected in VBNC cells. These results suggest that, considering
the 16S rRNA production, VBNC S. Enteritidis PT4 cells are metabolically active
and that this housekeeping gene is a good viability marker for Salmonella

enterica serovar Enteritidis PT4 in the VBNC state.



INTRODUCAO GERAL

Bactérias do género Salmonella sdo importantes patégenos veiculados
por alimentos. Dentre os diversos sorovares existentes, destacam-se S.
enterica Typhimurium e S. enterica Enteritidis como os mais frequentemente
implicados em surtos de salmonelose em humanos. Estes e outros
microrganismos estdo frequentemente expostos a estresses provocados por
varios fatores, tais como mudancas na disponibilidade de nutrientes,
temperatura, pH, salinidade, substancias antimicrobianas, dentre outros. A
persisténcia de bactérias em ambientes como alimentos e no trato
gastrointestinal é determinada por sua capacidade de suportar e mesmo se
adaptar a esses estresses.

Uma estratégia que pode ser utilizada por bactérias ndo formadoras de
esporos para sobreviver em condi¢cbes drasticas € a entrada em um estado
fisiologico de dorméncia denominado viavel ndo cultivavel (VNC), onde
permanecem viaveis, metabolicamente ativas, porém incapazes de crescer em
meios de cultura de rotina.

Muitos microrganismos sado capazes de entrar no estado VNC como E.
coli, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae,
Lactococcus lactis, Listeria monocytogenes, Micrococus luteus, Vibrio cholerae
e Salmonella enterica. Diversos sdo os fatores que induzem a entrada neste
estado fisiolégico por bactérias. Os estresses osmotico e de temperatura baixa
e a escassez de nutrientes sdo amplamente estudados como fatores de

indugao deste estado.



A importancia do estado VNC para a seguranca alimentar esta no fato
de que patdogenos podem estar presentes em alimentos no estado VNC e n&o
serem detectados por procedimentos laboratoriais de rotina, ocasionando a
classificagao errbnea do alimento como adequado para consumo. Estas
células, ao serem ingeridas e entrarem em contato com fatores presentes no
hospedeiro, podem retomar a capacidade de se multiplicar e causar doengas.

Microrganismos no estado VNC apresentam alteragdes morfoldgicas e
fisiologicas significativas como redugao do tamanho, alteragdo da forma celular,
reducdo das taxas metabdlica e de transporte. Entretanto os mecanismos
envolvidos na entrada, persisténcia e saida deste estado ainda ndo estdo bem
elucidados.

Para se compreender este estado de dorméncia, tem sido feita a
avaliagao do proteoma e da transcricao diferencial de células no estado VNC a
fim de identificar proteinas expressas exclusivamente neste estado, as quais
poderiam ser utilizadas como candidatas a alvos de métodos moleculares de
deteccdo de patdgenos no estado viavel ndo cultivavel em matrizes complexas
como os alimentos, uma vez que os métodos disponiveis baseados no uso de
corantes fluorescentes sofrem influéncia de interferentes dessas matrizes.

Devido a grande importancia da detec¢cado do patdogeno Salmonella e da
necessidade da compreensao dos mecanismos moleculares que caracterizam
o estado fisiolégico viavel néo cultivavel, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia da estirpe, do meio de suspensao das células, da concentragao
salina e da densidade populacional inicial sobre a entrada de S. enterica no
estado viavel ndo cultivavel e estudar o perfil de proteinas intracelulares e a
presencga de transcritos dos genes invA, rpf, katF e rDNA 16S em S. enterica

Enteritidis PT4 963 no estado viavel nao cultivavel.



CAPITULO 1

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. O patogeno Salmonella

Dentre os bacilos gram-negativos causadores de doengas de origem
alimentar, os mais importantes sdo membros do género Salmonella (JAY et al.,
2005). As bactérias do género Salmonella sdo bacilos pequenos, meséfilos e
anaerobios facultativos, sendo a maioria mobveis, por meio de flagelos
peritriquios. Sao amplamente distribuidos na natureza, tendo humanos e
animais como seu reservatoério principal (JAY et al., 2005).

O habitat principal de Salmonella € o trato intestinal de animais como
aves, repteis, suinos, humanos e, ocasionalmente, insetos. Embora seu habitat
primario seja o trato intestinal, o patégeno pode ser encontrado em outros
sitios. Quando presentes no intestino, os microrganismos sdo excretados nas
fezes e podem ser transportados por insetos e outros seres vivos para varios
locais (JAY et al., 2005).

As doencgas causadas por Salmonella spp. dividem-se em dois grupos,
segundo a divisdo proposta pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
utilizada em seu sistema de estatisticas sanitarias: o primeiro composto pela
febre tifdide, causada por Salmonella Typhi, e pelas febres entéricas, causadas

por Salmonella Paratyphi (A, B e C); o segundo grupo de doengas € composto
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pelas enterocolites ou salmoneloses, causadas pelos demais sorovares, que
s&o os agentes mais frequentemente veiculados por alimentos (ICMSF, 2000).

Os sintomas da salmonelose incluem nausea, vomitos, dor abdominal,
dor de cabecga, calafrios e diarréia. Estes sintomas sdo geralmente
acompanhados por prostagao, fraqueza muscular, febre moderada, agitacao e
sonoléncia. Os sintomas geralmente persistem por dois a trés dias. A taxa de
mortalidade média é de 4,1%, variando de 5,8% durante o primeiro ano de
vida, para 2% entre um e 50 anos e de 15% para pessoas com mais de 50
anos (JAY et al., 2005).

A legislacéo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece como padréo exigido
a auséncia de Salmonella em 25g de produto. Portanto, a contaminagcéo de
alimentos com este patégeno, independentemente da carga microbiana
presente, os torna improprios para consumo.

Atualmente, o género Salmonella esta dividido em duas espécies:
Salmonella enterica e Salmonella bongori (REEVES et al., 1989). A espécie
Salmonella enterica € subdivida em seis subespécies: enterica, houtanae,
arizonae, diarizonae, indica e salamae. O género abriga, atualmente, 2579
sorovares, sendo 1531 destes pertencentes a subespécie enterica, que
representa pelo menos 99,5% das estirpes de Salmonella isoladas (WHO,
2007).

Dentre os diversos sorovares existentes S. enterica subespécie enterica
sorovar Typhimurium é o mais frequentemente implicado em surtos de
salmonelose em humanos em paises desenvolvidos (SCHLOSSER et al.,
2000). Entretanto, nos ultimos anos, tem sido observado aumento expressivo
da prevaléncia de S. enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis como
agente etioldégico de surtos de doengas de origem alimentar em varios paises
(RABSCH et al., 2001;VELGE et al., 2005; BRADEN, 2006), inclusive no Brasil
(CASTRO et al., 2002).

S.Enteritidis € de origem aviaria, sendo encontrada principalmente em
ovos. Este microrganismo pode ser transmitido aos ovos a partir de ovarios e
ovodutos infectados antes da postura (THIAGARAJAN et al., 1994) ou por
penetracdo na casca, devido a contaminagéao por fezes (COX et al., 2000).

Salmonella, sendo um microrganismo patogénico, apresenta varios

fatores de viruléncia que possibilitam a superagcado das defesas do hospedeiro.
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A viruléncia deste patdégeno é conferida pela expressao de genes localizados
tanto no cromossomo como em plasmideos (GALAN e CURTIS, 1989). No
cromossomo, varios genes de viruléncia estdo localizados em ilhas de
patogenicidade, que consistem de grandes regides de DNA gendmico, variando
de 10 a 200 kb, que estao presentes em bactérias patogénicas mas ausentes
nos genomas de membros ndo patogénicos da mesma espécie ou de espécies
relacionadas (WILSON et al., 2002).

Foram descritas até o presente 17 ilhas de patogenicidade em
Salmonella, que codificam fatores de viruléncia para a invasao da célula
hospedeira e patogénese intracelular, dentre outras fungbes (MILLS et al.,
1995; GALAN, 1996; OCHMAN et al., 1996; SHEA et al., 1996; HENSEL, 2004;
CHIU et al., 2005; VERNIKOS e PARKHILL, 2006; SAROJ et al., 2008). As
ilhas de patogenicidade de Salmonella podem ter sido adquiridas por meio de
transferéncia horizontal de genes provenientes de outros organismos
(MARCUS et al., 2000), o que permitiu a esta bactéria obter caracteristicas de
viruléncia de outras espécies (SAROJ et al., 2008).

Um exemplo de gene localizado no cromossomo que confere viruléncia
a Salmonella é o gene invA, que esta localizado na ilha de patogenicidade 1
(SP-1) e organizado em uma unidade transcricional, o operon inv, sendo seu
produto relacionado a invasdao das células epiteliais do intestino delgado
(GALAN e CURTIS, 1989; JONES, 2005). A presenca deste gene foi detectada
em varios sorovares de Salmonella (GALAN e CURTIS, 1991).

Estudos revelam que a expressdo dos genes inv € regulada por
modificagdes do superenovelamento no DNA como conseqliéncia de uma série
de sinais ambientais como osmolaridade, temperatura e tensdo de oxigénio
(GALAN e CURTIS, 1990; JONES, 2005). As condigbes encontradas no
intestino s&@o consideradas 6timas para a expressdo destes genes (GALAN e
CURTIS, 1990).

Plasmideos que conferem viruléncia tém sido encontrados em poucos
sorovares de Salmonella pertencentes a subespécie enterica, particularmente
naqueles que demonstram adaptacdo ao hospedeiro como S. Enteritidis e S.
Typhimurium (ROTGER e CASADESUS, 1999; RYCHLIK et al., 2006). Por
exemplo, os genes do operon spvRABCD, localizados em plasmideos, estédo

relacionados ao aumento da severidade da doenca e a ocorréncia da infeccao
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extra-intestinal e persisténcia do patégeno em sitios extra-intestinais (BOYD e
HARTL, 1997; AHMER et al., 1998; ROTGER e CASADESUS, 1999).

1.2. Resposta a condicOes de estresse

Os microrganismos geralmente enfrentam uma série de condigbes
adversas tanto no ambiente como nos alimentos. Essas condi¢cbes incluem
alteragdes de temperatura, altas concentragcdes salinas, falta de nutrientes e
baixo pH. Para aumentar as chances de sobrevivéncia, os microrganismos
podem apresentar respostas programadas, quando genes induzidos por estes
fatores de estresse sao expressos, sendo sintetizadas proteinas que,
presumivelmente, agem prevenindo ou reparando danos macromoleculares
causados pelo estresse (BEARSON et al.,1997).

Um sistema geral de resposta a estresse pode ser ativado por varios
fatores e proteger contra multiplos estresses. A ativagcado desta resposta geral
usualmente resulta em redugao da taxa de crescimento ou entrada em fase
estacionaria (HENGGE-ARONIS, 1999). Os sistemas gerais de resposta a
estresse melhor caracterizados s&o controlados por fatores sigma alternativos,
o® em Escherichia coli e outras bactérias gram-negativas, como Salmonella e
por 6® em Bacillus subtilis e outras bactérias gram-positivas (YOUSEF e
JUNEJA, 2003) .

O fator ¢°, codificado pelo gene rpoS e induzido principalmente na
entrada da fase estacionaria e em resposta a limitagdo de nutrientes, é
reconhecido como fator-chave no aumento da resisténcia a estresse,
controlando a expressao de aproximadamente 40 genes envolvidos nas
modificacbes associadas com a entrada na fase estacionaria (DODD e
ALDSWORTH, 2002).

O gene rpoS também foi denominado de nur, katF, appR, csi-2 e abrD
em trabalhos anteriores, pelo estudo de diferentes fenétipos. Seu produto, uma
proteina de 38 kDa, é um fator de transcricdo sigma alternativo. Genes sob o
controle de RpoS possuem diversas fungdes como protecdo contra danos ao

DNA, determinacao de modificacbes morfoldgicas, viruléncia, osmoprotecao,



protecado contra estresse oxidativo e termotolerancia (LOEWEN e HENGGE-
ARONIS, 1994; WEBER et al., 2005).

Em determinados ambientes ou mesmo em alimentos, as bactérias
podem enfrentar uma condicdo de estresse osmoético, causado por altas
concentragdes de sal ou agucar, ou ainda devido a desidratacdo do alimento.
Sob esta condicdo, € essencial para a célula a manutencao da pressédo de
turgor e hidratacdo (YOUSEF e JUNEJA, 2003). Quando E. coli € mantida em
meio com alta osmolaridade, ha a sintese de um sistema para a captacao de
potassio, chamado transportador KdpABC, responsavel pelo acumulo de
potassio dentro da célula para responder ao ambiente hiperosmoético externo
(WHITE, 2000).

Outro mecanismo, muito bem caracterizado, por meio do qual as
bactérias respondem ao estresse hiperosmatico, envolve o acumulo de solutos
compativeis, moléculas polares e altamente soluveis que nao afetam as
fungdes normais da célula, mesmo em altas concentragcdes (YOUSEF e
JUNEJA, 2003; O'BYRNE e BOOTH, 2002). Os solutos compativeis mais
comuns sao glicina betaina, prolina, ectoina, carnitina, colina e trealose. O
acumulo destes compostos € regulado no nivel transcricional ou por
modificagéo da atividade enzimatica (BREMER e KRAMER, 2000). Em E. coli,
a sintese de algumas proteinas requeridas para a producéo e transporte dos
osmoprotetores & controlada pelo fator o°. O operon otsBA, que codifica as
enzimas trealose-6-fosfato sintase (otsA) e trealose-6-fosfato fosfatase (otsB),
responsaveis pela producado de trealose em células de E. coli estressadas
osmoticamente, sdo exemplos de genes dependentes de o°® (LOEWEN e
HENGGE-ARONIS, 1994).

A membrana celular também apresenta modificagcbes em resposta ao
estresse osmotico. Foi observado aumento na raz&o trans/cis de acidos graxos
insaturados em células expostas a altas concentragbes de sal (CRONAN,
2002) e aumento na proporcao de fosfolipidios anidnicos e/ou glicolipidios
quando comparado as células nao estressadas (RUSSEL et al., 1995).

Quando mantidos em baixa temperatura, os microrganismos apresentam
modificagdes fisiologicas que permitem sua sobrevivéncia a esta condig¢ao.
Uma das mudancgas ocorridas € o aumento do numero de insaturacbes ou

diminuicdo no tamanho da cadeia dos acidos graxos de membrana, para
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manter a fluidez da membrana em niveis normais uma vez que esta é reduzida
em razao da baixa temperatura (RUSSEL et al., 1995).

As proteinas sintetizadas em resposta ao choque frio podem ser
classificadas como Csps (cold shock proteins) ou Caps (cold-shock aclimation
proteins). As Csps sado expressas rapidamente, mas por um curto periodo em
resposta ao choque frio. As proteinas Caps sao sintetizadas durante o
crescimento continuo em baixas temperaturas, estas sdo rapidamente
induzidas, mas permanecem sendo superexpressas varias horas apos a
diminuicdo da temperatura (PHADTARE et al., 1999). Estas proteinas
compartiiham um alto grau de similaridade (>45%) em uma variedade de
microrganismos gram-positivos e gram-negativos, incluindo E. coli
(GOLDSTEIN et al., 1990) e S. Enteritidis (JEFFREYS et al., 1998).

O choque frio também causa a estabilizacdo das pontes de hidrogénio
das estruturas secundarias dos acidos nucléicos, resultando em uma
diminuicdo da eficiéncia da replicagdo, transcrigdo e tradugcdo (YOUSEF e
JUNEJA, 2003). Este efeito é reduzido pela expresséo de proteinas que atuam
como chaperonas de acidos nucléicos. CspA, a principal proteina de choque
frio em E. coli funciona como uma chaperona de RNA em baixas temperaturas
(SCHINDELIN et al., 1993; JIANG et al., 1997; YAMANAKA et al., 1998 ). CspA
também atua com ativador transcricional de pelo menos dois outros genes que
codificam proteinas induzidas pelo frio, GyrA (JONES et al., 1992) e H-NS (LA
TEANA et al., 1991), ambas envolvidas no superenovelamento do DNA.

As proteinas sintetizadas em resposta ao choque frio podem ser
classificadas como Csps (cold shock proteins) ou Caps (cold-shock aclimation
proteins). As Csps sado expressas rapidamente, mas por um curto periodo em
resposta ao choque frio. As proteinas Caps sao sintetizadas durante o
crescimento continuo em baixas temperaturas, estas sdo rapidamente
induzidas, mas permanecem sendo superexpressas varias horas apds a
diminuicdo da temperatura (PHADTARE et al., 1999). Estas proteinas
compartilham um alto grau de similaridade (>45%) em uma variedade de
microrganismos gram-positivos e gram-negativos, incluindo E. coli
(GOLDSTEIN et al., 1990) e S. Enteritidis (JEFFREYS et al., 1998).

Em E. coli, as Csps estdo agrupadas em duas classes. As proteinas da

classe | incluem chaperonas de DNA/RNA, como a CspA, proteinas associadas
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a ribossomos, uma ribonuclease e uma proteina envolvida no término da
transcricdo. As proteinas da classe Il estdo envolvidas na estabilidade e
estrutura do DNA e incluem a proteina de ligacdo ao DNA H-NS e uma
subunidade da DNA girase (YOUSEF e JUNEJA, 2003).

A sintese e o transporte de solutos compativeis como betaina, prolina,
carnitina e trealose também conferem tolerancia dos microrganismos ao frio.
Em E. coli verificou-se que a sintese de trealose, pelo produto do gene otsBA &
induzida também pelo frio (KANDROR et al., 2002).

No ambiente natural, as bactérias frequentemente enfrentam condicoes
onde ha limitacdo de nutrientes e entram em periodos intermitentes de
auséncia de crescimento ou crescimento muito lento. Em alguns ambientes, o
tempo de geragao pode ser de dias ou meses uma vez que a concentragao de
nutrientes estd baixa. Quando ocorre falta de um nutriente essencial, a célula
microbiana pode induzir sistemas de captacdo especificos para retirar do
ambiente o nutriente necessario ou induzir a sintese de enzimas que poderao
utilizar uma fonte alternativa do nutriente (WHITE, 2000).

Por exemplo, sob condicbes de concentracbes baixas de fosfato
inorganico, E. coli estimula a transcrigdo de, pelo menos, 38 genes que estao
envolvidos na assimilagdo de fosfato, incluindo genes que codificam uma
fosfatase alcalina que pode produzir fosfato a partir de ésteres de fosfato
organico (phoA), genes que codificam proteinas para a formagdo de um canal
de porina na membrana externa para anions incluindo fosfato (phoE), um
sistema de captacgéo de fosfato chamado sistema Pst e uma proteina requerida
para a repressao do fosfato (pstSCAB — phoU), uma histidina quinase e um
regulador de resposta (phoBR), 14 genes para a captagéo e quebra de fosfato,
genes para a captagao de gliceraldeido-3-fosfato e genes que codificam uma
fosfodiesterase (WANNER, 1996).

A falta de carbono e energia € um dos estresses mais comuns
enfrentados por bactérias em ambientes naturais (FOSTER e SPECTOR, 1995;
SPECTOR, 1998). S. Typhimurium e muitas outras bactérias ndo formadoras
de endosporos respondem a falta de carbono com alteragdes na expressao
génica que resultam em modificagdes morfoldgicas e fisiolégicas que as tornam
diferentes das células em crescimento ativo e mais resistentes a estresses

(SPECTOR, 1998). Diferentemente do ocorrido na fase estacionaria, a resposta
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a falta de nutrientes é obtida em consequéncia de um unico parametro
especifico, a falta de carbono e energia e em densidades populacionais
menores do que as encontradas em condi¢des tipicas de fase estacionaria
(KENYON et al., 2002). Este processo € controlado, pelo menos parcialmente,
pelo fator de transcrigdo alternatico o° (HENGGE-ARONIS, 1996).

As bactérias em meio com limitacdo de nutrientes também degradam
proteinas a uma taxa aumentada (MANDELSTAM, 1963; REEVE et al., 1984;
GOTTESMAN e MAURIZI, 2001). O processo de degradagao de proteinas a
aminoacidos livres em E. coli e S. Typhimurium em meio com limitagdo de
carbono € muito importante para a sobrevivéncia da célula (REEVE et al.,
1984; PETERSON et al., 2005).

1.3. Estado viavel néo cultivavel (VNC)

Bactérias ndo formadoras de esporos, quando expostas a condicdes
ambientais adversas, podem adotar como estratégia de sobrevivéncia, a
entrada em um estado fisiologico de dorméncia denominado viavel nao
cultivavel (OLIVER, 2005). O estado viavel nao -cultivavel (VNC) foi
primeiramente relatado por Xu et al.(1982), em um estudo sobre a
sobrevivéncia de Vibrio cholerae e E. coli em ambientes aquaticos. Foi
observado que o0s microrganismos permaneciam metabolicamente ativos sob
condicbes de salinidade e temperatura variadas, porém nao apresentavam
crescimento quando eram empregados métodos tradicionais de cultivo.

Ha relatos na literatura da inducdo desse estado em mais de 60
espécies bacterianas diferentes (OLIVER et al., 2005b), dentre elas, bactérias
gram-negativas como Salmonella (ROSZAK et al., 1984; CARO et al., 1999;
ASAKURA et al., 2002; REISSBRODT et al., 2002; GUPTE et al., 2003), V.
cholerae (COLWELL et al., 1985; SEELIGMANN et al., 2008), Vibrio vulnificus
(OLIVER et al., 1991; OLIVER, 1995; OLIVER e BOCKIAN, 1995; RICE et al.,
2000; SMITH e OLIVER, 2006), Vibrio parahaemolyticus (WONG e WANG,
2004), Campylobacter (ROLLINS e COLWELL, 1986; FEDERIGHI et al., 1998;
THOLOZAN et al.,, 1999) e E. coli O157:H7 (MAKINO et al., 2000) e em

bactérias gram-positivas ndo formadoras de esporos como Enterococcus
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faecalis (LLEO et al., 1998; HEIM et al., 2002), Listeria monocytogenes
(BESNARD et al., 2000a; BESNARD et al., 2000b; CAPPELIER et al., 2007;
DREUX et al., 2007) e Lactococcus lactis (BALASUBRAMANIAN et al., 2007).

1.4. Fatores que induzem o estado viavel ndo cultivavel

A entrada no estado VNC pode ocorrer devido a muitos fatores
presentes no ambiente como falta de nutrientes, temperaturas baixas e
elevadas, salinidade, niveis de oxigénio, dentre outros (McDOUGALD et al.,
1998; OLIVER, 2000; OLIVER, 2005b). As condi¢gbes de indugdo ao estado
VNC variam de acordo com o microrganismo.

O estresse osmotico e de temperatura e a escassez de nutrientes sao
amplamente estudados como fatores de indugao do estado VNC. Foi relatada a
entrada da linhagem S. enterica Typhimurium DT 104 no estado VNC apés 273
dias em solugdo tampao fosfato a 0,0735 mM mantida a 5 °C (GUPTE et
al.,2003). No entanto, a entrada de estirpes de S. enterica Oranienburg no
estado VNC foi constatada num periodo muito mais curto, apds a incubacéao
em uma solugcdo contendo 7% de cloreto de sodio a 4 °C por 24 horas
(ASAKURA et al., 2002). Em outro ensaio foi detectada a presenga de S.
enterica Enteritidis no estado VNC em microcosmo de agua de rio mantido por
48 horas em temperatura ambiente (ROSZAK et al., 1984). No trabalho
realizado por Floresta (2006) foi constatado que parte da populagcdo de S.
enterica Enteritidis CCS3, isolada de carcaga suina, entrou no estado VNC
apos 10 dias de inoculagdo em solugao de KH,PO4 adicionada de cloreto de
soédio 1,02 mol/L e mantida a 5 °C. Nesses estudos, verifica-se que o tempo
requerido para a transicdo para o estado VNC varia com as condicdes
empregadas bem como com a estirpe bacteriana utilizada.

Outros microrganismos também entram no estado VNC devido a
inducdo pora: estresse osmaotico, baixa temperatura e escassez de nutrientes.
Dentre eles estdo Vibrio vulnificus (OLIVER et al., 1991; SMITH e OLIVER,
2006), V. parahaemolyticus (WONG et al., 2004; WONG e OLIVER, 2004;
WONG e WANG, 2004; COUTARD et al., 2005), Vibrio cholerae (KONDO et

11



al., 1994), Edwardsiella tarda (DU et al., 2007) e Listeria monocytogenes
(BESNARD et al., 2000b).

O aumento de temperatura também pode induzir a entrada no estado
VNC, como para Pseudomonas fluorescens, um microrganismo psicrotréfico,
que entra no estado VNC quando mantido a 37 'C (OLIVER, 2000).

A exposicao a diferentes concentragées de cobre induz a entrada no
estado VNC por Erwinia amylovora (ORDAX et al., 2006), E. coli (GREY e
STECK, 2001), Agrobacterium tumefaciens e Rhizobium leguminosarum
(ALEXANDER et al., 1999), Xanthomonas campestris (GHEZZI e STECK,
1999), e Rhizobium melioti (MANAHAN e STECK, 1997). A exposi¢cdo a
condigbes acidas em S. Typhimurium (JOLIVET-GOUGEON et al.,, 2006) e
Campylobacter (CHAVEERACH et al.,, 2003), bem como a exposi¢ao a luz
solar em E. coli (POMMEPUY et al., 1996) também levam a entrada das

células neste estado de dorméncia.

1.5. Alteracdes fenotipicas de células em estado viavel ndo cultivavel

Bactérias no estado VNC apresentam alteragbes morfologicas e
fisiologicas importantes. Dentre as alteragbes morfolégicas pode-se ressaltar a
reducdao do tamanho (OLIVER, 2000) e a transicdo para a forma cocdide
(GUPTE et al., 2003; ALBERTINI et al., 2006). Modificagcbes na composi¢cao
dos acidos graxos da membrana citoplasmatica também tém sido constatadas
(OLIVER, 2000; DAY e OLIVER, 2004). Algumas mudangas bioquimicas no
peptideoglicano também tém sido observadas, como o aumento no grau de
ligacbes cruzadas, aumento da porcentagem de muropeptideos ligados a
lipoproteinas, diminuicdo do tamanho da cadeia de agucares e alteracdes nas
proteinas de ligacdo a penicilina (penicillin binding proteins) (SIGNORETTO et
al., 2000; SIGNORETTO et al., 2002).

Células que entram no estado VNC apresentam alteragdes no seu
metabolismo, como redug¢ao no transporte de nutrientes, na taxa de respiracao
e na sintese de macromoléculas (OLIVER, 2005b). Ainda se conhece muito
pouco sobre a fisiologia relacionada a entrada e a persisténcia dos

microrganismos neste estado, porém ha evidéncias de que os mecanismos
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envolvidos diferem, pelo menos, em parte, daqueles presentes quando a célula
esta sob resposta a estresse. Em Enterococcus faecalis verificou-se que o
perfil de proteinas expressas no estado VNC induzido por falta de nutrientes e
baixa temperatura difere do encontrado nas células em crescimento
exponencial e em resposta a estresse por falta de nutrientes (starvation) (HEIM
et al., 2002).

A analise do proteoma de E. coli O157:H7 no estado VNC inoculada em
tampao fosfato salina adicionado de 0,05% de perdxido de hidrogénio revelou
reducdo dos niveis de alguns fatores de resposta a oxidagcdo e aumento da
sintese da proteina de membrana externa OmpW, um receptor para a colicina
S4 (ASAKURA et al., 2007). A maioria das proteinas de membrana de E. coli
induzidas por exposi¢do a agua do mar exibem massa molecular inferior a 29
kDa, fato atribuido a protedlise e/ou ao turnover de proteinas para a adaptacao
as condigcbes ambientais adversas, ndo sendo detectada nenhuma proteina
exclusiva do estado VNC (MUELA et al., 2008).

Varios trabalhos constataram que a sintese de mRNA n&o cessa em
células no estado VNC, o que confirma que as células permanecem ativas
metabolicamente (LLEO et al., 2000; FISCHER-LE SAUX et al., 2002;
COUTARD et al., 2005; ASAKURA et al., 2006; SMITH e OLIVER, 2006; SUN
et al., 2008). Em estudos realizados com Vibrio. cholerae (ASAKURA et al.,
2006; GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006), V. vulnificus (SMITH e OLIVER,
2006) e V. parahaemolitycus (COUTARD et al., 2005), foi detectada a presenca
do mRNA do gene rpoS, que codifica um fator sigma alternativo relacionado a
resposta geral ao estresse, na populagédo no estado VNC.

A influéncia de rpoS na sobrevivéncia de E. coli e Salmonella no estado
VNC tem sido investigada, entretanto, os estudos realizados ainda nao sao
conclusivos sobre o papel deste fator na manutencdo de bactérias no estado
VNC (MUNRO et al.,1995; BOARETTI et al. 2003). Foi verificado que RpoS
influencia positivamente a culturabilidade de E. coli e S. Typhimurium em agua
do mar (MUNRO et al.,1995). Entretanto, este efeito protetor depende do
estado fisioldgico das células e da condigdo em que foram cultivadas antes da
inoculagdo no meio oligotréfico. Por exemplo, verificou-se que mutantes de E.

coli RpoS™ mantidos a 4 °C em agua do mar perdem a culturabilidade e a
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viabilidade muito mais rapidamente que a estirpe selvagem (BOARETTI et al.,
2003).

Quanto a manutencdo de viruléncia das células no estado VNC, os
dados encontrados na literatura sdo controversos. Nao se detectou a presenca
dos transcritos dos genes de viruléncia thd1 e thd2, que codificam uma
hemolisina termoestavel em Vibrio parahaemolyticus (COUTARD et al. (2005).
Entretanto, nos trabalhos realizados com V. vulnificus no estado VNC foi
confirmada a presenga do mRNA do gene vwhA(FISCHER-LE SAUX et al.,
2002; SMITH e OLIVER, 2006),. O produto deste gene, uma hemolisina, € um
importante fator de viruléncia para este patogeno.

Estudos in vivo também demonstram a controvérsia existente sobre a
patogenicidade das células no estado VNC. Alguns estudos sobre a
manutencgao de viruléncia em S. Typhimurium, constataram que a viruléncia do
patdgeno foi perdida com a entrada no estado VNC (BALEUX et al., 1998),
enquanto outros estudos realizados com este mesmo patdgeno verificaram que
a virulénciafoi mantida (JOLIVERT-GOUGEON et al., 2006). Outros
patdogenos.como E. coli (POMMEPUY et al.,, 1996), Shigella dysenteriae
(RAHMAN et al., 1996) e Vibrio spp. (BAFFONE et al.,, 2003)também
permaneceram virulentos apds entrada no estado VNC.

1.6. Ressuscitacao do estado viavel nédo cultivavel

Microrganismos no estado VNC podem retomar a capacidade de crescer
em meios de cultura, sem que seja verificado aumento do numero total de
células. A este fenbmeno da-se o nome de ressuscitagcdo. Em alguns casos, a
simples retirada do fator de indugdo do estado VNC é capaz de acionar o
retorno da culturabilidade, como em Vlbrio vulnificus (WHITESIDES e OLIVER,
1997) e V. parahaemolyticus (BATES e OLIVER, 2004), onde as bactérias
retomaram a capacidade de multiplicagdo pela simples mudanca da
temperatura de manutencédo de 5 °C para 22 °C e em E. coli (OHTOMO e
SAITO, 2001), em que a ressuscitagdo ocorreu apds a transferéncia da cultura
de uma solugéo fosfato salina com 5% de NaCl para uma solugdo sem a

adicao deste sal. Vibrio cincinnatiensis voltou a apresentar culturabilidade apds
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0 aumento da temperatura de manutencao e adi¢cado de catalase ou vitamina B
ao meio de cultivo (ZHONG et al., 2009).

Em alguns casos, a ressuscitagdo parece ser um evento mais complexo.
Por exemplo, para uma estirpe de E. coli ndo se obteve ressuscitagcao apods a
transferéncia das células para meios com diversos fatores bidticos e abidticos
(ARANA et al., 2007). Em estudos com Legionella pneumophila constatou-se
que a adicdo de nutrientes ao meio nao reverteu o estado VNC das células,
apesar de ter sido a falta de nutrientes o fator de inducdo dessa condicéo
(KELL et al., 1998). Também em estudos com S. Typhimurium e E. coli, o
aumento da temperatura de incubacgdo, a adicdo de catalase, superoxido
dismutase ou piruvato de sddio nao propiciaram o retorno da culturabilidade
(OLIVER et al., 2005).

Algumas bactérias podem ressuscitar do estado VNC apds passagem in
vivo como no caso de V. vulnificus em ratos (OLIVER e BOCKIAN, 1995), S.
Oranienburg e Vibrio spp. em camundongos (ASAKURA et al.,, 2002;
BAFFONE et al., 2003), L. monocytogenes (CAPPELIER et al., 2007), C. jejuni
e C. coli (CAPPELIER et al., 1999a; CAPPELIER et al., 1999b; CHAVEERACH
et al., 2003) em diferentes modelos animais.

Verificou-se em S. Typhimurium que alguns fatores de crescimento
podem induzir o retorno da culturabilidade em células VNC. Dentre os fatores
estudados, constatou-se que um auto-indutor de crescimento, uma substancia
termoestavel secretada por enterobactérias em resposta a noradrenalina, foi o
mais efetivo em promover a ressuscitacdo de células (REISSBRODT et al.,
2002).

Dentre os fatores estudados que levam a ressuscitacdo de células no
estado VNC, atualmente tem se destacado a proteina Rpf, uma proteina
pequena, originalmente identificada em Micrococus luteus, que promove a
recuperacédo de bactérias no estado VNC para um estado vegetativo
(MUKAMOLOVA et al., 1998). Em M. luteus verificou-se que a proteina Rpf &
um fator essencial para o crescimento do microrganismo (MUKAMOLOVA et
al., 2002a) e que apresenta atividade de hidrolase de peptideoglicano
(TELKOV et al., 2006).

Genes que codificam proteinas Rpf - like sdo amplamente distribuidos

em bactérias patogénicas (TELKOV et al.,, 2006). O gene que codifica a
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proteina Rpf em Salmonella Typhimurium LT2 foi clonado e caracterizado
(PANUTDAPORN et al., 2006). Neste estudo, a proteina recombinante rRpf foi
capaz de induzir a ressuscitagdo de células de S. Oranienburg do estado VNC
além de estimular o aumento na velocidade de crescimento do patdégeno em
meio de caldo tripticaseina e soja a 37 °C.

O processo pelo qual a hidrolise do peptideoglicano promove a
ressuscitacéo do estado VNC ainda n&o é conhecido. Dois modelos gerais para
esse processo tém sido propostos e discutidos (COHEN-GONSAUD et al.,
2005; RAVAGNANI et al., 2005; MUKAMOLOVA et al., 2006;). No primeiro
modelo especula-se que a proteina Rpf aja liberando uma pequena molécula
que sinalizaria para a célula adjacente via difusdo, possivelmente por meio de
um receptor de superficie. Outra hipotese é que o papel da Rpf seria de
promover alteragdo na parede celular de alguma forma que promova a
liberacdo do bloqueio mecéanico para a divisao celular. Esta proteina seria
produzida durante a fase de crescimento exponencial para permitir a divisdo
celular, mas sua expressao é reduzida no estado de dorméncia de forma que
sua atividade se tornaria muito baixa para permitir esse processo. Estudos
realizados sobre a expressao desta proteina dao suporte a esta segunda
hipotese (MUKAMOLOVA et al., 2002a, MUKAMOLOVA et al., 2002b). Como
alguns trabalhos demonstraram que a camada de peptideoglicano apresenta
alteragdes no estado VNC (SIGNORETTO et al., 2000; SIGNORETTO et al.,
2002), o provavel papel desta proteina seria a clivagem destes

peptideoglicanos modificados.

1.7. Deteccdo de células no estado viavel ndo cultivavel

Uma vez que os microrganismos no estado VNC n&o sdo capazes de
crescer em meios de cultura tradicionais, a sua determinagéo é geralmente
realizada pela contagem de microrganismos viaveis ao microscopio. O numero
de células no estado VNC ¢ obtido pela diferenca entre as células viaveis totais
e as células cultivaveis (ROSZAK e COLWELL, 1987).

A deteccao das células viaveis totais pode ser realizada por diferentes

metodologias como a técnica descrita por Kogure et al. (1979), que consiste em
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incubar a amostra por poucas horas com uma determinada fonte de nutriente
em baixa concentragdo, como extrato de levedura na presencga de acido
nalidixico, um inibidor de divisdo celular. As bactérias posteriormente sao
coradas com o fluorocromo alaranjado de acridina e as células viaveis se
apresentarao alongadas, pois irdo preparar-se para a divisao celular que é
impedida pela agdo do acido nalidixico. Essa técnica € muito utilizada por
varios autores, sendo que alguns inseriram modificagdes, seja no tempo de
incubacao das amostras, na concentracido de nutriente ou no antimicrobiano
utilizado (ROLLINS e COLWELL, 1986; ROSZAK e COLWELL, 1987; BYRD et
al., 1991; SMITH et al., 1994; OLIVER et al., 1995; FEDERIGHI et al., 1998;
HOLLER e MARTIN, 1998; BESNARD et al., 2000b; OLIVER et al., 2005; DU
et al., 2007; SUN et al., 2008; ZHONG et al., 2009).

A viabilidade celular também pode ser avaliada pela deteccao da
atividade respiratéria com a utilizacdo da dupla coloragdo CTC-DAPI descrita
por Rodriguez et al. (1992). Todas as células sao 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. Em varios trabalhos essa metodologia foi utilizada
(PYLE et al.,1995; FEDERIGHI et al.,1998; CARO et al.,1999; BESNARD et al.,
2000a; LESNE et al.,2000; GUPTE et al., 2003).

A avaliagcao da integridade da membrana celular é outra forma muito
utilizada para se verificar a viabilidade das células no estado VNC. A técnica se
baseia no uso combinado de dois corantes fluorescentes de acidos nucléicos,
SYTO 9 e iodeto de propidio, presentes no kit LIVE/DEAD® BacLight (Molecular
Probes), que tém diferentes capacidades de penetrar na membrana celular. O
corante SYTO 9, que fluoresce verde, penetra em todas as células, viaveis e
nao viaveis. O iodeto de propidio penetra apenas nas células que apresentam
danos na membrana celular, fazendo com que estas apresentem fluorescéncia
vermelha ao microscépio de epifluorescéncia, diferenciando assim as células
viaveis das células mortas (VILLARINO, et al., 2000). Esta técnica tem sido
utilizada em varios trabalhos para enumeragdo de células viaveis nao
cultivaveis (ASAKURA et al., 2002; GUPTE et al., 2003; ASAKURA et al., 2005;
SMITH e OLIVER, 2006; LIU et al., 2008).

17



A utilizacao de ferramentas moleculares para a deteccdo de células
viaveis, especialmente a deteccdo de mRNAs, tem sido muito util para a
confirmacéao de viabilidade das células no estado VNC. Varios estudos tém sido
realizados com o objetivo de identificar genes que poderiam ser utilizados
como marcadores de viabilidade das células no estado VNC (LLEO et al., 2000;
FISCHER-LE SAUX et al.,, 2002; COUTARD et al., 2005; ASAKURA et al.,
2006; GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006; SMITH e OLIVER, 2006;
COUTARD et al., 2007a; COUTARD et al., 2007b; LIU et al., 2008).

A presenca do mRNA que corresponde ao gene pbp5, que codifica uma
proteina de ligacdo a penicilina, apresentou correlagdo com atividade
metabdlica e capacidade de ressuscitacdo, sendo considerada um bom
marcador de viabilidade das células de E. faecalis no estado VNC (LLEO et al.,
2000).

A presenca do transcrito referente ao rDNA 16S também foi considerada
um bom marcador genético para a detecgdo e quantificagdo de células viaveis
de V. cholerae no estado VNC (ASAKURA et al., 2006; GONZALEZ-
ESCALONA et al., 2006). Foi relatado que os niveis do transcrito da fragcao
ribossomal 16S se mantiveram estaveis desde a inoculagcédo de V. cholerae no
microcosmo de agua do mar artificial até a entrada no estado VNC (ASAKURA
et al., 2006). No entanto, este mesmo transcrito apesar de ter sido detectado
em células no estado VNC de V. cholerae, apresentou reducgao significativa no
nivel de transcricdo, se comparado ao observado em células na fase
exponencial de crescimento (GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006).

Outros trabalhos tém constatado que a presencga do transcrito do gene
de viruléncia que codifica uma hemolisina em Vibrio vulnificus no estado VNC é
um bom indicador de viabilidade celular (FISCHER-LE SAUX et al.,, 2002;
SMITH e OLIVER, 2006).

Outro gene candidato a marcador de viabilidade para células no estado
VNC que tem sido investigado € o rpoS, um fator sigma alternativo, como em
V. vulnificus (SMITH e OLIVER, 2006), em V. parahaemolyticus (COUTARD et
al., 2005; COUTARD et al., 2007b) e em V. cholerae (ASAKURA et al., 2006;
GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006).
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1.8. Importancia do estado viavel ndo cultivdvel em alimentos

A investigagdo de ferramentas moleculares para detecccdo de
microrganismos no estado VNC é especialmente importante para a pesquisa
destes microrganismos em amostras de alimentos. Nestas amostras, a
utilizagcao de técnicas de microscopia de fluorescéncia torna-se dificil devido a
presenca de particulas que interferem na observagcédo ao microscopio. Devido a
essa dificuldade técnica nao existem muitos trabalhos que atestem a presenca
de microrganismos no estado VNC em alimentos (OLIVER, 2005a). Entretanto
existem evidéncias que este fenbmeno ocorra, uma vez que em muitos
alimentos as bactérias sdo submetidas a condi¢cdes de estresse como alta
concentracao de sal, baixas temperaturas, baixo pH, baixos niveis de oxigénio
e presenca de compostos antimicrobianos que induzem a entrada no estado
VNC.

Em 1998 no Japao, um alimento tradicional que continha 13% de cloreto
de sddio, foi implicado como possivel responsavel por mais de sessenta casos
de infeccdo alimentar causada por E. coli enterohemorragica (EHEC) O157
(MAKINO et al., 2000). Os niveis de contaminacdo do alimento com EHEC
0157 mostraram-se inferiores a dose infecciosa, mas a infeccdo se
estabelecia. Foi comprovado que as estirpes de EHEC 0157 isoladas tanto do
alimento como dos pacientes eram capazes de entrar em estado VNC quando
expostas a altas concentracdes de NaCl (MAKINO et al., 2000).

As contagens de microrganismos viaveis em leite pasteurizado eram
significativamente superiores as contagens de microrganismos em placas,
sugerindo que nesta amostra havia uma parcela de bactérias no estado VNC
(GUNASEKERA et al., 2002).

Em estudos com populacdes de bactérias do acido latico e acido acético
em vinhos durante a estocagem sugere-se que as bactérias do acido acético
entraram no estado VNC devido a limitagdo de oxigénio, enquanto que as
bactérias do acido latico devido a presenca de sulfitos (MILLET e LONVAUD-
FUNEL, 2000). Estes mesmos autores também constataram que as bactérias
eram capazes de hidrolizar ésteres quando n&o cultivaveis e que as bactérias
do acido acético ressuscitavam rapidamente quando havia disponibilidade de
oxigénio.
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Bactérias no estado VNC também sdo encontradas em amostras de
agua para consumo (DESMONTS et al.,, 1990; LERICHE e CARPENTIER,
1995; DEFIVES et al., 1999; LECLERC e MOREAU, 2002; LIU et al., 2008).

Mais recentemente, foi constatado que parte da populagcdo de
Pseudomonas fluorescens dos biofilmes formados em superficies de contato
com alimentos (cupons de ceramica imersos em exudato de carne bovina)
entrava no estado VNC apds a exposigao a agentes sanitizantes (PENEAU et
al., 2007).

Portanto, os trabalhos mencionados anteriormente demonstram a
importancia do estudo do estado VNC para a seguranga alimentar, uma vez
que patdégenos podem estar presentes no estado VNC em alimentos ou na
agua e nao serem detectados por procedimentos laboratoriais de rotina,
ocasionando a classificagdo errbnea da amostra como adequada para

consumo.
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CAPITULO 2

Inducéo do estado viavel nao cultivavel (VNC) em Salmonella enterica e

perfil de proteinas intracelulares de S. Enteritidis PT4 963 no estado VNC

2.1. INTRODUCAO

O patogeno Salmonella é reconhecido pela capacidade de responder a
inimeras condigdes de estresse encontradas em alimentos como alta
concentragcao de sal e baixas temperaturas (ASAKURA et al., 2002; DODD e
ALDSWORTH, 2002). Uma estratégia utilizada por este microrganismo para
sobreviver em condi¢cdes desfavoraveis é a entrada em um estado fisioldgico
de dorméncia denominado viavel nao cultivavel (VNC), em que permanece
viavel, metabolicamente ativo, porém incapaz de crescer em meios de cultura
utilizados comumente nas analises microbiolédgicas de rotina (XU et al., 1982).

A contaminagao de alimentos com células em estado VNC pode néo ser
detectada em procedimentos laboratoriais de rotina, resultando em uma
avaliagcdo inapropriada da presenca de patdégenos nos produtos
(PANUTDAPORN et al., 2006).

Ha relatos na literatura da indu¢do desse estado em bactérias do género
Salmonella, como Salmonella enterica Typhimurium (CARO et al., 1999;
REISSBRODT et al.,, 2002; GUPTE et al., 2003), S. enterica Oranienburg
(ASAKURA et al., 2002; PANUTDAPORN et al., 2006), e S. enterica Enteritidis
(ROSZAK et al., 1984; FLORESTA, 2006).
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Condi¢des como baixas temperaturas e adicao de cloreto de sddio, que
sao praticas comumente utilizadas na conservacédo de alimentos, podem levar
a inducédo do estado VNC em alguns microrganismos. Diversos sao os fatores
que induzem este estado fisiolégico em bactérias. Os estresses osmotico e de
temperatura e a escassez de nutrientes sdo amplamente estudados como
fatores de indugdo ao estado VNC (ROSZAK et al.,1984; ASAKURA et al.,
2002; GUPTE et al., 2003; FLORESTA, 2006).

Células que entram no estado VNC apresentam alteracbes no seu
metabolismo, como redug¢ao no transporte de nutrientes, na taxa de respiragao
e na sintese de macromoléculas (OLIVER, 2000). Varios trabalhos constataram
que a sintese de mRNA ndo cessa em células em estado VNC, o que confirma
que as células permanecem ativas metabolicamente (LLEO et al., 2000;
FISCHER-LE SAUX et al., 2002; COUTARD et al., 2005; ASAKURA et al.,
2006; SMITH e OLIVER, 2006; SUN et al., 2008).

Ainda se conhece muito pouco sobre a fisiologia relacionada a entrada e
persisténcia dos microrganismos neste estado, porém ha evidéncias de que os
mecanismos envolvidos diferem, pelo menos, em parte, daqueles presentes
quando a célula esta sob resposta a estresse. Em Enterococcus faecalis
verificou-se que o perfil de proteinas no estado VNC, induzido por falta de
nutrientes e baixa temperatura, difere do encontrado nas células em
crescimento exponencial e em resposta a estresse por falta de nutrientes
(HEIM et al., 2002).

A analise do proteoma de Escherichia coli O157:H7 no estado VNC
revelou redugdo dos niveis de alguns fatores de resposta a oxidagdo e
aumento da sintese da proteina de membrana externa OmpW, um receptor
para a colicina S4 (ASAKURA et al.,, 2007). A maioria das proteinas de
membrana de E. coli induzidas por exposicdo a agua do mar exibiam massa
molecular inferior a 29 kDa, fato atribuido a protedlise e/ou turnover de
proteinas para a adaptagao as condi¢des ambientais adversas (MUELA et al.,
2008).

Dada a importancia do estado VNC para a microbiologia de alimentos,
0s objetivos deste estudo foram avaliar a influéncia da estirpe, do meio de
suspensdo das células, da concentracdo salina e da densidade populacional

inicial sobre a entrada de Salmonella enterica no estado VNC e comparar o
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perfil de proteinas intracelulares de S. Enteritidis PT4 963 no estado VNC e em

resposta a estresse.
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2.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Patégenos Alimentares do
Departamento de Microbiologia e no laboratério de Fisiologia de
Microrganismos do Departamento de Microbiologia — BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - MG.

2.2.1. Microrganismos utilizados

Foram utilizadas nesse trabalho as estirpes Salmonella enterica sorovar
Enteritidis ATCC 13076, S. Typhimurium ATCC 14028, S. Enteritidis PT4 963 e
S. Enteritidis CCS3. As linhagens S. Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium
ATCC 14028 foram obtidas da Colecdo de Culturas Tropical (CCT) da
Fundacdo André Tosello, a estirpe S. Enteritidis PT4 963, isolada de peito de
frango, foi obtida do acervo da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), enquanto
a estirpe S. Enteritidis CCS3, obtida de carcaca suina, foi isolada por Lima
(2002). As culturas foram mantidas congeladas a — 80 °C em tubos de
microcentrifuga com 1 mL de caldo BHI — Infusdo Cérebro e Coragao (Merck) e

contendo glicerol a 20%.
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2.2.2. Inducdo do estado viavel nédo cultivavel em diferentes estirpes,

meios de suspenséo de células e concentracdes salinas.

2.2.2.1. Obtencédo de células de diferentes estirpes no estado viavel néo

cultivavel

Para avaliar a influéncia da estirpe, do meio de cultura e da
concentracao salina na entrada de Salmonella no estado VNC foram utilizadas
as linhagens S. Enteritidis PT4 963, S. Enteritidis CCS3 e S. Typhimurium
ATCC 14028.

As estirpes foram cultivadas por duas vezes consecutivas em 10 mL de
meio BHI a 37 °C por 12 horas. Posteriormente, as -culturas foram
centrifugadas a 2723 g por 20 minutos em centrifuga Sorvall RT 6000D (Du
Pont Company, USA) e ressuspendidas em 10 mL de solugéo salina 0,85%.
Logo apds, 100 uL de cada suspensao bacteriana foram inoculados em 10 mL
de caldo BHI e as culturas foram mantidas a 37 °C por aproximadamente trés
horas, até que atingissem a D.O. gonm de 0,3, referente a fase exponencial de
crescimento, correspondendo a uma populacdo de aproximadamente 3,0 x 108
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL).

Estas culturas foram novamente centrifugadas a 2723 g por 20 minutos
e ressuspensas em 10 mL de solugao salina, procedimento que foi repetido por
mais duas vezes. Em seguida, 1 mL de cada suspensdo bacteriana foi
inoculado em frascos contendo 100 mL dos meios : (1) solugdo fosfato de
Butterfield (BPS) preparada de acordo com a AOAC (1998), contendo 7,35
mmol/L de KH,PO4 e (2) caldo BHI. Tanto a solugdo BPS como o caldo BHI
foram acrescidos de cloreto de sédio nas concentragées de 0,7; 1,0 ou 1,2
mol/L. A populacéo inicial foi padronizada em aproximadamente 10° UFC/mL
nos frascos, os quais foram mantidos a 4 °C em geladeira. Aliquotas foram
retiradas periodicamente para analises de culturabilidade e viabilidade celular.

O experimento foi conduzido em duas repeticbes utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado. Para as analises estatisticas utilizou-se
o programa Sigma Stat for Windows version 3.5 (Systat Software, Inc.). Os

dados foram analisados por meio de analise de varidncia considerando o
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esquema fatorial 3 X 2 X 3, correspondente a trés estirpes (S. Enteritidis PT4
963, S. Enteritidis CCS3 e S. Typhimurium ATCC 14028), dois meios de
suspensao das células (meio BHI e solugéo fosfato de Butterfield — BPS) e trés

concentragdes salinas 0,7 1,0 ou 1,2 mol/L).
2.2.2.2. Avaliagao da culturabilidade e viabilidade celular

A culturabilidade das amostras foi verificada por meio do plagueamento
em agar triptcaseina e soja (TSA) pela técnica de microgotas (MORTON,
2001). Quando as contagens se encontravam abaixo de 10° UFC/mL, que é o
limite de deteccdo da técnica, utilizavam-se outros métodos de plaqueamento,
como o plaqueamento em superficie ou em mistura (MORTON, 2001). O limite
minimo de deteccdo destas técnicas foi reduzido a 0,1 UFC/mL obtido por
plagueamento de 1 mL da amostra concentrada 10 vezes, por centrifugacéo a
2723 g por 20 minutos. As placas de TSA eram mantidas a 37 °C por até 72
horas. Quando né&o se verificava a formagao de colénias apos 72 horas, 10 mL
da amostra original foram inoculados em 10 mL de meio BHI com concentragéo
dupla e mantidos a 37 °C por 48 horas com a finalidade de verificar
crescimento por meio da turvagéo do meio.

A viabilidade celular foi avaliada pela contagem direta ao microscopio de
microrganismos viaveis utilizando o kit LIVE/DEAD® BacLight (Molecular
Probes), segundo as instrugcbes do fabricante. Para utilizagdo do kit
LIVE/DEAD®, 300 uL da amostra lavada, centrifugada e ressuspendida em
solucdo salina 0,85% foram corados utilizando-se 1 puL da mistura contendo
partes iguais dos corantes SYTO 9 e iodeto de propidio. As amostras foram
incubadas, no escuro, em temperatura ambiente durante 15 minutos. Apds o
periodo de incubacdo, uma aliquota de 10 uL 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 Olympus BX 50, utilizando o
filtro WG. Foram montadas duas laminas para cada amostra sendo contados
15 campos ao acaso em cada lamina.

Quando as amostras apresentavam contagem de microrganismos

vidveis ao microscépio inferior a 10* células/mL (limite de deteccdo da técnica),
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aliquotas de 1 a 10 mL eram centrifugadas a 10000 g por 20 minutos,
ressuspensas em 1 mL de solugdo salina 0,85% e coradas com 3 uL da
mistura os corantes SYTO 9 e iodeto de propidio. Apds a incubacao por 15
minutos no escuro, a amostra era filtrada em membrana de policarbonato preta
(Millipore) com poro de 0,2 um e didmetro de 13 mm. As membranas eram
colocadas sobre laminas, cobertas com laminulas e observadas em
microscopio de epifluorescéncia.

A contagem direta de microrganismos viaveis por mililitro (CV/mL) foi

calculada pela férmula:

CV/mL= média de células por campo X FM X FD
aliquota (mL)

onde, FM é o fator do microscopio (2066 para amostra filtrada em membrana
de policarbonato ou 12732,4 para amostra transferida diretamente para a
ldamina) e FD é o fator de diluigdo que corresponde ao inverso da diluicdo
utilizada.

Foram construidos graficos com as contagens de microrganismos
cultivaveis expressas em numero logaritmico de unidades formadoras de
colénia por mililitro (Log de UFC/mL) para cada amostra ao longo do tempo de
analise (120 dias).

A taxa de perda de culturabilidade foi determinada pela inclinacdo da
reta obtida por regresséo linear do grafico Log de UFC/mL x Tempo (dias).

A contagem de microrganismos viaveis por mililitro (CV/mL) foi
determinada no momento da inoculagdo, no dia da perda total de
culturabilidade e apds 210 dias de inoculacdo nos frascos. A viabilidade foi
expressa pelo percentual de microrganismos viaveis em determinado tempo
em relagdo a populacéo inicial.

O indice de entrada em estado viavel ndo cultivavel (IVNC) foi calculado
pelo percentual de células viaveis na data da perda total de culturabilidade em
relagdo a populagao inicial inoculada dividido pelo tempo requerido para a

perda total de culturabilidade.
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2.2.3. Inducéo do estado viavel ndo cultivavel em diferentes densidades

populacionais iniciais

Com o objetivo de avaliar a influéncia da densidade populacional inicial
sobre a indugéo do estado VNC em células de Salmonella foram utilizadas as
estirpes de S. Enteritidis ATCC 13076, CCS3 e PT4 963 em solugdo BPS
adicionada de 1,2 mol/L de NaCl.

Para obtencdo das células, as estirpes foram cultivadas por duas vezes
consecutivas em 10 mL de caldo BHI a 37 °C por 12 horas. As culturas foram
posteriormente centrifugadas a 2723 g por 20 minutos, lavadas em solugao
salina 0,85% por duas vezes, padronizadas em 10° UFC/mL e, posteriormente,
ajustadas para que atingissem populacdes iniciais de 10, 10° e 10" UFC/mL
em frascos contendo 100 mL de solucdo BPS preparada de acordo com a
AOAC (1998), acrescida de cloreto de sédio a 1,2 mol/L. Os frascos foram
mantidos a 4 °C em geladeira. Aliquotas foram retiradas periodicamente para
analises de culturabilidade e viabilidade celular conforme o item 2.2.2.

O experimento foi conduzido em trés repeticbes, utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado. Para as analises estatisticas utilizou-se
o programa Sigma Stat for Windows version 3.5. Os dados foram analisados
por meio de analise de variancia considerando o esquema fatorial 3 X 3 |,
correspondente a trés estirpes (S. Enteritidis ATCC 13076, CCS3 e PT4 963) e
trés densidades populacionais (10°, 10° e 10" UFC/mL).

Foram construidos graficos com o logaritmo da contagem de
microrganismos cultivaveis por mililitro (UFC/mL) para cada amostra ao longo
do tempo de anadlise (31 dias). A taxa de perda de culturabilidade foi
determinada pela inclinacdo da reta obtida por regresséao linear do grafico Log
de UFC/mL x Tempo (dias).

A contagem de microrganismos viaveis por mililitro (CV/mL) foi
determinada no momento da inoculacado e apds 6 e 31 dias de inoculagao nos
frascos. A perda de viabilidade foi estimada considerando-se o calculo da
reducdo média em ciclos logaritmicos de microrganismos viaveis ao longo do
tempo analisado (31 dias). A populagdo de microrganismos viaveis nao
cultivaveis foi calculada pela subtragdo do numero de UFC/mL do numero de
CV/mL.
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2.2.4. Avaliagcdo do perfil de proteinas intracelulares de S. Enteritidis PT4

963 no estado viavel ndo cultivavel e em resposta a estresse

2.2.4.1. Coleta das amostras

As células de S. Enteritidis PT4 963 foram coletadas em sete condicdes
distintas: na fase exponencial de crescimento, na fase estacionaria, sob
estresse osmotico, estresse de baixa temperatura e estresse de falta de
nutrientes, no momento da inoculagdo em solugdo BPS acrescida de cloreto de
sddio 1,2 mol/L e apds 70 dias de inoculagdo nesta solugdo, mantida a 4 °C,
quando a populacédo foi considerada viavel nao cultivavel.

A estirpe de S. Enteritidis PT4 963 foi cultivada por duas vezes
consecutivas em 10 mL de meio BHI a 37 °C por 12 horas. Posteriormente, a
cultura foi centrifugada a 2723 g por 20 minutos e ressuspendida em 10 mL de
solugado salina 0,85%. Logo apds, aliquotas de 100 pL desta suspensao
bacteriana foram inoculadas em 10 mL de caldo BHI e mantidas a 37 °C por
aproximadamente trés e sete horas, respectivamente, para obtencao de células
nas fases exponencial e estacionaria de crescimento.

Aliquotas de 100 pL da suspenséao bacteriana também foram inoculadas
em tubos contendo 10 mL de caldo BHI e contendo cloreto de sédio 0,7 mol/L
com incubacdo a 37 °C por sete horas para induzir a resposta a estresse
osmaotico. A resposta a estresse frio foi obtida pela inoculacdo de 1 mL da
suspensao bacteriana em 10 mL de caldo BHI e manutencéo da cultura a 4 °C
por 120 horas. A resposta a falta de nutrientes foi obtida inoculando-se 1 mL da
suspensao bacteriana em 10 mL de solugcdo fosfato de Butterfield (BPS)
preparada de acordo com AOAC (1998), sendo a cultura mantida a 37 °C por
72 horas. As culturas foram posteriormente centrifugadas a 2723 g por 20
minutos a 4 °C e ressuspendidas em 4 mL de tampao Tris-HCI 50 mmol/L pH
8,0 adicionados de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) para uma
concentracdo final de 1 mmol/L.

Para a inducdo do estado VNC, culturas provenientes da fase
exponencial de crescimento foram centrifugadas, lavadas cinco vezes em

solugédo salina e inoculadas em frascos contendo 300 mL de solugdo BPS,
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acrescida de cloreto de sodio a 1,2 mol/L. A populagao inicial inoculada foi de
aproximadamente 10® UFC/mL.

Os frascos foram mantidos a 4 °C em geladeira por 70 dias quando se
verificou que a cultura estava no estado VNC, uma vez que a contagem de
microrganismos cultivaveis em agar tripticaseina e soja (TSA) foi inferior a 0,1
UFC/mL, indicando a total perda de culturabilidade e a contagem de
microrganismos vidveis ao microscopio estava em 3,8 x 10’ células/mL.

Aliquotas de 240 mL das culturas recém inoculadas nos frascos de
meio BPS acrescidos de NaCl 1,2 mol/L e apés 70 dias de manutencao a 4 °C
foram centrifugadas a 7444 g por 30 minutos a 4 °C e resssupendidas em 4 mL
de tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,0 adicionado de PMSF 1 mM.

2.2.4.2. Extracdo de proteinas intracelulares

A extracdo de proteinas intracelulares foi realizada em French Press
(SLM Instruments, Inc., EUA). As amostras foram submetidas por duas vezes
consecutivas a pressao de 900 a 1000 psi com posterior centrifugacédo a 7444
g por 60 minutos a 4 °C para remogao dos restos celulares. Aliquotas de 2 mL
das amostras foram precipitadas com trés volumes de acetona por 16 horas a 4
°C e centrifugadas a 7444 g por 40 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram
removidos e os sedimentos foram secos ao ar e ressuspendidos em 400 uL de
Tris-HCI 50 mM pH 8,0. As amostras foram estocadas a - 20 °C em tubos de
microcentrifuga. A quantificacdo da concentracdo de proteinas foi realizada
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

2.2.4.3. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida e duodecil
sulfato de sédio (SDS- PAGE)

O perfil de proteinas intracelulares de S. Enteritidis PT4 963 foi avaliado
por SDS-PAGE de acordo com Laemmli (1970), em Sistema Mini-Protean® I,
com fonte Power Pac 300 (Bio - Rad Laboratories, EUA). Os extratos protéicos
foram padronizados em 50 ug de proteina por 15 uL de amostra e submetidos
a fervura por 10 minutos juntamente com 5 uL de tampdo da amostra.

Posteriormente, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 16%. O
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gel foi submetido a eletroforese a 100 V, por aproximadamente cinco horas e,

em seguida, foi corado com o corante azul de Coomassie coloidal G-250.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Inducdo do estado viavel ndo cultivavel utilizando diferentes

estirpes, meios de suspensao de células e concentragfes salinas.

Verificou-se perda de culturabilidade ao longo do tempo para as trés
estirpes estudadas nos meios de suspensao e concentragdes salinas testados
(Figuras 1 a 6), A maior redug&o nas contagens foi observada nos primeiros 40
dias de manutencdo a 4 °C, onde constatou-se reducdo média de 4,35 ciclos
logaritmicos nas contagens de microrganismos em agar TSA. Entre 40 e 80
dias houve reducdo média de 1,7 ciclos logaritmicos e entre 80 e 120 dias,
reducao de 0,73 ciclos logaritmicos.

A taxa de perda de culturabilidade variou entre as estirpes somente nas
amostras inoculadas em caldo BHI e contendo NaCl 1,2 mol/L (p< 0,05), com o
maior valor obtido para S. Enteritidis PT4 963 (Tabela 1). O meio utilizado
influenciou a perda de culturabilidade, sendo a maior reducao verificada nas
amostras em solugdo BPS (P<0,001). A concentragdo salina também teve
influéncia sobre a perda de culturabilidade, sendo encontrada maior taxa para
as amostras inoculadas com 1,2 mol/L de cloreto de sédio (p<0,001). Né&o
houve diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras com 0,7 e 1,0 mol/L de

cloreto de sdédio.
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Figura 1. Culturabilidade de Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC
14028 mantida em solugao BPS acrescida de cloreto de sédio a 4 °C.
(o) BPS + NaCl 1,2 M; (V) BPS + NaCl 1,0 M; (m) BPS + NaCl 0,7 M.

LOG UFC/mL

0 20 40 60 80 100 120

Tempo (dias)
Figura 2. Culturabilidade de Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC

14028 mantida em meio BHI acrescido de cloreto de sédio a 4° C. (e)
BHI + NaCl 1,2 M; (V) BHI + NaCl 1,0 M; (m) BHI + NaCl 0,7 M.
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Figura 3. Culturabilidade de Salmonella enterica sorovar Enteritidis CCS3
mantida em solugao BPS acrescida de cloreto de sédio a 4 °C.
(o) NaCl 1,2 mol/L; (V) NaCl 1,0 mol/L; (m) NaCl 0,7 mol/L.
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Tempo (dias)

Figura 4. Culturabilidade de Salmonella enterica sorovar Enteritidis CCS3
mantida em meio BHI acrescido de cloreto de sédio a 4 °C.
(o) NaCl 1,2 mol/L; (V) NaCl 1,0 mol/L; (m) NaCl 0,7 mol/L.
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Figura 5. Culturabilidade de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963
mantida em solugdo BPS acrescida de cloreto de sédio a 4 °C.
(e) NaCl 1,2 mol/L; (V) NaCl 1,0 mol/L; (m) NaCl 0,7 mol/L.

LOG UFC/mL

Tempo (dias)

Figura 6. Culturabilidade de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963
mantida em meio BHI acrescido de cloreto de sodio a 4 °C.
(e) NaCl 1,2 mol/L; (V) NaCl 1,0 mol/L; (m) NaCl 0,7 mol/L.
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Tabela 1. Taxa de perda de culturabilidade de células de Salmonella enterica

mantidas em solugdo BPS e em meio BHI adicionados de cloreto de

soédio a 4 °C.

Microrganismo

Tratamento

Taxa de perda de
culturabilidade (h™)*

BPS + NaCl 0,7 mol/L 1,214 £ 0,247
. BPS + NaCl 1,0 mol/L 1,522 + 0,304

Salmonella enterica
. _ BPS + NaCl 1,2 mol/L 1,977 £ 0,395

sorovar Typhimurium
BHI + NaCl 0,7 mol/L 0,369 + 0,139

ATCC 14028

BHI + NaCl 1,0 mol/L 0,443 £ 0,100
BHI + NaCl 1,2 mol/L 0,741 £ 0,194
BPS + NaCl 0,7 mol/L 0,806 + 0,287
. BPS + NacCl 1,0 mol/L 0,753 £ 0,122

Salmonella enterica
BPS + NaCl 1,2 mol/L 1,002 + 0,386

sorovar Enteritidis
BHI + NaCl 0,7 mol/L 0,377 £ 0,129
CCS3

BHI + NaCl 1,0 mol/L 0,467 + 0,086
BHI + NaCl 1,2 mol/L 0,629 + 0,066
BPS + NaCl 0,7 mol/L 0,685 + 0,163
BPS + NaCl 1,0 mol/L 0,774 + 0,204

Salmonella enterica
BPS + NaCl 1,2 mol/L 2,395 + 0,028

sorovar Enteritidis PT4

963 BHI + NaCl 0,7 mol/L 0,760 + 0,433
BHI + NaCl 1,0 mol/L 0,951 £ 0,077
BHI + NaCl 1,2 mol/L 1,562 + 0,824

* A taxa de perda de culturabilidade foi determinada pela inclinagdo da reta obtida por
regressao linear do grafico Log de UFC/mL x Tempo (dias).

A maior taxa de perda de culturabilidade foi verificada para S. Enteritidis
PT4 963 em solugdo BPS acrescida de NaCl 1,2 mol/L enquanto que o menor
valor foi observado para S. Typhimurium ATCC 14028 em meio BHI e contendo
NaCl 0,7 mol/L (Tabela 1). Esses dados indicam que a culturabilidade declina
mais rapidamente quando estes microrganismos sdo submetidos a uma
A falta de

nutrientes € um dos principais fatores que induzem o estado VNC e, portanto, o

condicdo de limitagdo de nutrientes e alta concentracdo salina.
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mais utilizado como ferramenta de estudo (FLORESTA, 2006). Este fato ja foi
constatado em estudos com bactérias do género Salmonella (ROSZAK et al.,
1984; GUPTE et al.,2003; FLORESTA, 2006). Varios trabalhos também tém
relatado que a perda da culturabilidade de alguns microrganismos €
dependente da concentragao de NaCl (MATTICK et al., 2000; ASAKURA et al.,
2002; BESNARD et al., 2002; ARMANDA et al., 2003; WONG et al., 2004;
ASAKURA et al., 2005).

A culturabilidade das amostras foi acompanhada por 120 dias. Durante
este periodo, algumas amostras perderam totalmente a capacidade de formar
colénias em meio de cultura, apesar de manterem viabilidade celular (Tabelas
2, 3 e 4). Esses dados confirmam a entrada em estado VNC das estirpes de

Salmonella estudadas.

Tabela 2. Culturabilidade e viabilidade de células de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium ATCC 14028 mantidas em meio BHI e em
solucao BPS adicionados de cloreto de sddio a 4 °C.

Culturabilidade Viabilidade

Tratamento (UFC/mL) (CV/mL¥)
BHI + NaCl 1,2 mol/L
Ap6s inoculagao (tempo 0 dia) 1,8x10° 1,7x10°
Entrada no estado VNC (120 dias) <0,1 5,0x10% (0,29%)**
Apos 210 dias <0,1 1,4x10%(0,0082%)
BPS + NaCl 0,7 mol/L
Ap6s inoculagdo (tempo 0 dia) 9,3x10° 5,1x10°
Entrada no estado VNC (120 dias) <0,1 5,9x10° (11,57%)
Apods 210 dias <0,1 4,1x10%(0,0080%)
BPS + NaCl 1,2 mol/L
Apos inoculagao (tempo 0 dia) 2,6x10° 3,6x10°
Entrada no estado VNC (40 dias) <0,1 4,1x10° (11,39%)
Ap6s 210 dias <0,1 1,4x107 (0,0039%)

* CV/mL = células viaveis/mL
** Numero entre parénteses corresponde a porcentagem de células viaveis em
relagao a populacéo inicial
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Tabela 3. Culturabilidade e viabilidade de células de Salmonella enterica
sorovar Enteritidis CCS3 mantidas em solucdo BPS adicionada de
cloreto de sédio a 4 °C.

Tratamento Culturabilidade Viabilidade
(UFC/mL) (CV/mL¥)
BPS + NaCl 0,7 mol/L
Ap6s inoculagdo (tempo 0 dia) 1,3x10° 8,3x10°
Entrada no estado VNC (120 dias) <0,1 9,0x10° (1,08%)**
Ap6s 210 dias <0,1 1,5x102(0,018%)
BPS + NaCl 1,0 mol/L
Ap0s inoculagéo (tempo 0 dia) 1,2x10° 8,6x10°
Entrada no estado VNC (90 dias) <0.1 1.9x10* (2.21%)
Apés 210 dias <0.1 4,8x10° (0,056%)
BPS + NaCl 1,2 mol/L
Apos inoculagado (tempo 0 dia) 1,0x10° 3,8x10°
Entrada no estado VNC (90 dias) <0,1 4,5x10* (1,18%)
Apods 210 dias <0,1 1,2x107 (0,032%)

* CV/mL = células viaveis/mL
** Numero entre parénteses corresponde a porcentagem de células viaveis em
relagdo a populacéo inicial

A manutengdo de viabilidade nas amostras apos a perda total de
culturabilidade variou de 0,25 a 73,33% (Tabelas 2, 3 e 4). Esses percentuais
indicam que a populagdo de Salmonella que permanece no estado VNC varia
entre as estirpes e as condicdes utilizadas para indugcao do estado VNC. Para
S. Typhimurium ATCC 14028, a viabilidade celular verificada na cultura
inoculada em BHI e contendo NaCl 1,2 mol/L foi de 0,29%, enquanto que para
as amostras em BPS adicionado de NaCl 0,7 e 1,2 mol/L foi de 11,57 e
11,39%, respectivamente (Tabela 2). Em S. Enteritidis CCS3, a populagéo de
células viaveis nao cultivaveis correspondeu a 1,08%, 2,21% e 1,18% da
populacdo inicial para as amostras em BPS adicionado de NaCl nas
concentragdes de 0,7, 1,0 e 1,2 mol/L, respectivamente (Tabela 3). Para esta
estirpe, nenhuma amostra em meio BHI perdeu totalmente a culturabilidade até
120 dias de manutencao a 4 °C. Em S. Enteritidis PT4 963 houve manutengao
de viabilidade por 0,36%, 0,25% e 73,33% da populacéo inoculada em BPS
adicionada de NaCl 0,7 mol/L, BHI acrescido de NaCl 1,2 mol/lL e BPS

adicionada de NaCl 1,2 mol/L, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4. Culturabilidade e viabilidade de células de Salmonella enterica
sorovar Enteritidis PT4 963 mantidas em meio BHI e em solugao
BPS adicionados de cloreto de sodio a 4 °C.

Tratamento Culturabilidade Viabilidade
(UFC/mL) (CV/mL¥)
BPS + NaCl 0,7 mol/L
Ap6s inoculagdo (tempo 0 dia) 1,9x10° 2,2x10°
Entrada no estado VNC (120 dias) <0,1 7,9x10° (0,36%)**
Apbs 210 dias <01 2,1x107 (0,0095%)
BPS + NaCl 1,2 mol/L
Ap6s inoculagao (tempo 0 dia) 1,1x10’ 1,5x10°
Entrada no estado VNC (70 dias) <0.1 1.1x10°(73.33%)
Apés 210 dias <0.1 1,2X10%(0,0080%)
BHI + NaCl 1,2 mol/L
Ap6s inoculagao (tempo 0 dia) 1,7x10° 4,0x10°
Entrada no estado VNC (120 dias) <0,1 9,9x10°(0,25%)
Ap6s 210 dias <0.1 6,8x10" (0,0017%)

* CV/mL = células viaveis/mL
** Numero entre parénteses corresponde a porcentagem de células viaveis em
relagdo a populacéo inicial

Na comparagao das trés estirpes em solugdo BPS adicionada de NacCl
1,2 mol/L verifica-se que S. Typhimurium ATCC 14028 perdeu a culturabilidade
mais rapidamente que as demais, entretanto, S. Enteritidis PT4 963 apresenta
maior percentual de células em estado viavel ndo cultivavel, podendo ser
considerada mais resistente as condi¢des de estresse avaliadas. Vale ressaltar
que esta estirpe, isolada de peito de frango, € pertencente ao fagotipo 4 (PT4)
que é o fagotipo mais frequentemente descrito em surtos de salmonelose em
humanos e aves (THEREFALL et al., 1993; NUNES et al., 2003; CASTILLA et
al., 2006).

A reducado na culturabilidade mostrou-se variavel entre as estirpes e as
condigbes utilizadas para a indugdo do estado VNC (Tabela 1). Esta variagcéo
também é relatada na literatura, como por exemplo, Salmonella enterica
sorovar Oranienburg entra no estado VNC em trés dias quando inoculada em
solucdo de cloreto de sodio a 7% (PANUTDAPORN et al., 2006). S. Enteritidis
também entra no estado VNC neste mesmo periodo quando inoculada em

microcosmo de agua de rio mantido a 25 °C (ROSZAK et al., 1984). Entretanto,
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em estudo realizado comS. Typhimurium DT104 verificou-se a que entrada no
estado VNC ocorre somente apos 273 dias de manutencdo a 5 °C em solugéo
BPS (GUPTE et al., 2003).

Assim como a perda de culturabilidade, a manutencdo de viabilidade
pelas amostras variou significativamente (p<0,05) entre as estirpes e condi¢cdes
de cultivo. S. Orianienburg manteve 60% de viabilidade apds a entrada no
estado VNC em solugcéo a 7% de NaCl (PANUTDAPORN et al.,, 2006). S.
Typhimurium apresentou 1% de células viaveis em agua do mar a -1,8 °C apds
55 dias (SMITH et al., 1994). Células de Vibrio parahaemolyticus em estado
VNC apos 31 dias de incubagdo a 4 °C em agua do mar artificial praticamente
nao apresentaram perda de viabilidade (COUTARD et al., 2005).

Foi realizada nova contagem de microrganismos viaveis apos 210 dias
de inoculacao nos frascos sendo constatado que em todas as amostras havia
uma parcela da populagcdo de Salmonella que permanecia viavel, no estado
viavel n&o cultivavel (Tabelas 2, 3 e 4). Essa populagéo, semelhante para todas
as amostras analisadas, foi de aproximadamente 2,0 x 10 células/mL. Esses
dados indicam que as estirpes avaliadas podem persistir por um periodo
relativamente longo no estado viavel ndo cultivavel. Também ja foi verificado
que células de Enterococus faecalis mantinham viabilidade por pelo menos 90
dias ap6s a entrada da cultura no estado VNC (LLEO et al., 2000).

A maioria das populagdes de Salmonella que apresentou perda total de
culturabilidade estava em solugdo BPS (Tabelas 2, 3 e 4). Apenas duas
amostras inoculadas em meio BHI com 1,2 mol/lL de NaCl perderam a
capacidade de serem cultivadas no periodo analisado. Para as amostras que
apresentaram perda total da culturabilidade foi calculado o indice de entrada
em estado VNC, que corresponde ao percentual de células viaveis na data da
total perda de culturabilidade em relacdo a populacéo inicial inoculada dividido

pelo tempo requerido para a total perda de culturabilidade (Tabela 5).
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Tabela 5. indice de entrada em estado VNC de células de Salmonella enterica
mantidas em solugdo BPS e em meio BHI adicionados de cloreto de

sodio a 4 °C.
_ _ indice de entrada em
Microrganismo Tratamento .
estado VNC* (dia™)
Salmonella enterica BPS + NaCl 0,7 mol/L 0,096
sorovar Typhimurium BPS + NaCl 1,2 mol/L 0,287
ATCC 14028 BHI + NaCl 1,2 mol/L 0,002
Salmonella enterica BPS + NaCl 0,7 mol/L 0,009
sorovar Enteritidis BPS + NaCl 1,0 mol/L 0,025
CCS3 BPS + NaCl 1,2 mol/L 0,013
Salmonella enterica BPS + NaCl 0,7 mol/L 0,003
sorovar Enteritidis PT4 BPS + NaCl 1,2 mol/L 1,034
963 BHI + NaCl 1,2 mol/L 0,002

* O indice de entrada em estado VNC (IVNC) foi calculado pelo percentual de células
viaveis na data da perda total de culturabilidade em relagdo a populagao inicial
inoculada dividido pelo tempo requerido para a perda total de culturabilidade e
expresso em dia™.

As estirpes S. Enteritidis PT4 963 e S. Typhimurium ATCC 14028
inoculadas em solucdo BPS adicionada de NaCl 1,2 mol/L apresentaram os
maiores indices de entrada em estado VNC, 1,034 e 0,287, respectivamente
(Tabela 5). Verifica-se que estes valores sdo muito maiores que os
encontrados para as demais condi¢cbes testadas. Como para o calculo do
indice de entrada no estado VNC considerou-se o percentual de células viaveis
nao cultivaveis na populacdo e o tempo requerido para a total perda de
culturabilidade, os maiores indices calculados para estas amostras indicam que
estas estirpes inoculadas em meio sem nutrientes com alta concentragao salina
entram mais rapido em estado VNC e mantém uma populagdo maior de
microrganismos neste estado.

De forma geral, as culturas em meio BHI, rico em nutrientes, perderam a
culturabilidade mais lentamente que as inoculadas em solugdo BPS, onde nao

havia disponibilidade de nutrientes, mas apresentaram percentual de células
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viaveis menor no momento em que a culturabilidade n&o era mais detectada.
Isto sugere que a falta de nutrientes poderia conferir resisténcia cruzada a
outros estresses por estes microrganismos, como o estresse osmotico. A
resposta a limitacdo de nutrientes mostrou conferir protecdo cruzada ao
estresse osmotico em E. coli (JENKINS et al., 1990).

Neste trabalho verificou-se que estirpes de Salmonella mantidas em
temperatura de refrigeracdo em meio com ou sem nutrientes adicionados de
cloreto de sdédio entram no estado VNC. Uma vez que adicdo de sal e
refrigeragdo sado condigcbes muito utilizadas como barreiras para impedir o
crescimento de microrganismos nos alimentos, especialmente produtos
carneos, € importante considerar que ha risco de que este patdogeno possa
entrar no estado VNC em alimentos e ndao serem detectados pelas técnicas
convencionais que dependem da culturabilidade.

A Figura 7 destaca a mudanca de morfologia ocorrida em S. Enteritidis
PT4 963 em estado VNC apdés 70 dias de inoculagcdo em solugcdao BPS
adicionada de NaCl 1,2 mol/L a 4 °C. As células apresentaram reducdo de
tamanho em relagdo as coletadas na fase exponencial de crescimento e
transicdo para a forma cocoide. Esta mudanca morfolégica no estado VNC foi
descrita para Campylobacter sp. (REEZAL et al.,, 1998), Salmonella enterica
Typhimurium DT104 (GUPTE et al., 2003) e Vibrio harveyi (SUN et al., 2008).
Células que estdo no estado de inanicido também podem apresentar diminuigcao
no seu tamanho, como observado em Escherichia coli mantida em solucéo
BPS por 10 dias a 5 °C (FLORESTA, 2006) e em células de Listeria
monocytogenes em concentragdes limitantes de glicose e aminoacidos apos
sete dias de incubagdo (HERBERT e FOSTER (2001).

57



Figura 7. Células de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 coradas
com o kit LIVE/DEAD®. A - Células coletadas na fase exponencial de
crescimento; B - Células no estado VNC apos 70 dias de

manutencado em solugao BPS com NaCl 1,2 mol/L a 4 °C.

2.3.2. Inducao do estado viavel ndo cultivavel em diferentes densidades

populacionais iniciais

Houve perda gradativa de culturabilidade em todas as estirpes e
densidades populacionais avaliadas (Figuras 8, 9 e 10), sendo o declinio mais
acentuado nos primeiros seis dias de manutencao a 4 °C. A taxa de perda de
culturabilidade variou entre as estirpes (p<0,001), com S. Enteritidis PT4 963
apresentando o valor mais elevado, seguido por S. Enteritidis CCS3 e S.
Enteritidis ATCC 13076 (Tabela 6). As amostras inoculadas com 10" UFC/mL
apresentaram as menores taxas de perda de culturabilidade (p<0,05),
entretanto ndo houve diferenca significativa entre as amostras com densidades
populacionais iniciais de 10° e 10° UFC/mL (p>0,05).
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Figura 8. Culturabilidade de células de Salmonella enterica sorovar Enteritidis
ATCC 13076 mantidas em solugdo BPS contendo NaCl 1,2 mol/L a 4
°C por até 31 dias. Populagdes iniciais: () 10" UFC/mL; (V) 10°
UFC/mL e (m) 10° UFC/mL.

LOG UFC/mL

0 3 6 10 13 16 19 22 25 28 31
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Figura 9. Culturabilidade de células de Salmonella enterica sorovar Enteritidis
CCS3 mantidas em solugédo BPS contendo NaCl 1,2 mol/L a 4 °C por
até 31 dias. Populagdes iniciais: (s) 10’ UFC/mL; (V) 10° UFC/mL e
(w) 10° UFC/mL.
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Figura 10. Culturabilidade de células de Salmonella enterica sorovar Enteritidis
PT4 963 mantidas em solugdo BPS contendo NaCl 1,2 mol/L a 4 °C
por até 31 dias. Populacdes iniciais: () 10" UFC/mL; (V) 10°

UFC/mL e (m) 10° UFC/mL.

Tabela 6. Taxa de perda de culturabilidade de células de Salmonella enterica
sorovar Enteritidis mantidas em solugao BPS adicionada de cloreto

de sddio 1,2 mol/L a 4 °C.

Populacéao inicial

Microrganismo

Taxa de perda de

(UFC/mL) culturabilidade* (dia™)
107 0,200 + 0,013
S. Enteritidis ATCC 13076 10° 0,232 + 0,008
10° 0,239 + 0,020
107 0,202 + 0,051
S. Enteritidis CCS3 10° 0,418 + 0,082
10° 0,442 + 0,194
107 0,425 + 0,073
S. Enteritidis PT4 963 10° 0,613 + 0,204
10° 0,650 + 0,079

* A taxa de perda de culturabilidade foi determinada pela inclinagdo da reta obtida por

regressao linear do grafico Log de UFC/mL x Tempo (dias).
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A viabilidade também declinou ao longo do tempo e variou entre as
estirpes (p<0,001). S. Enteritidis CCS3 apresentou maior manutencdo de
viabilidade com redu¢cdo média de apenas 0,57 ciclo logaritmico nas contagens
de microrganismos viaveis até 31 dias, enquanto S. Enteritidis ATCC 13076 e
PT4 963 apresentaram reducdo meédia de 0,96 e 0,98 ciclos logaritmicos
(Figura 11). A densidade populacional inicial afetou a perda de viabilidade nas
amostras avaliadas (p<0,05), sendo que os frascos inoculados com
aproximadamente 107 UFC/mL apresentaram as maiores reducdes nas
contagens de microrganismos viaveis (em média, 1,24 ciclos logaritmicos). As
amostras inoculadas com 10° e 10° UFC/mL apresentaram reduges médias de
0,63 e 0,65 ciclo logaritmico, respectivamente.

Nas amostras inoculadas com 10° UFC/mL o aparecimento de células
viaveis nao cultivaveis na populagdo foi mais rapido (Figura 11). Em S.
Enteritidis CCS3 inoculada com 10° e 10’ UFC/mL, a populagdo de
microrganismos no estado VNC praticamente permaneceu constante ao longo
dos 31 dias de manutencao a 4 °C. Entretanto, para S. Enteritidis ATCC 13076
e PT4 963 inoculadas com estas densidades populacionais, a proporgcao de
microrganismos neste estado aumentou com o tempo, embora menos
acentuadamente se comparada a populacdo de 10° UFC/mL.

Apesar de S. Enteritidis PT4 963 apresentar menores taxas de
manutencado de viabilidade e maior declinio de culturabilidade, sugerindo sua
menor resisténcia a condicdo de estresse avaliada, este patogeno foi o que
apresentou maior percentual de células no estado VNC quando inoculado com
a densidade de 10® UFC/mL em solucdo BPS acrescida de NaCl 1,2 mol/L a 4
°C. Nesta condicao este foi capaz de entrar em estado VNC apés 19 dias. Apos
31 dias, quando haviam se passado 12 dias da perda total de culturabilidade,
50% da populagdo ainda se mantinha viavel, portanto no estado viavel nao
cultivavel.

Como ja discutido anteriormente, a taxa de entrada de microrganismos
no estado VNC pode variar muito de acordo com a espécie, com as condi¢cdes
utilizadas e também depende do estado fisioldgico da populagdo (BESNARD et
al., 2000). Neste estudo foi constatado que a populagao inicial inoculada pode

influenciar a entrada de Salmonella no estado VNC.

61



5. Enteritidis ATCC 13076

LOG UFCmL ou WNCimL

5. Enteritidis CCS3
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Figura 11. Contagem de células cultivaveis e de células viaveis n&o cultivaveis
de Salmonella enterica sorovar Enteritidis mantidas em solugdo BPS
acrescida de NaCl 1,2 mol/L a 4 °C por até 31 dias. (-) Células
cultivaveis (linhas continuas); (--) Células viaveis nao cultivaveis
(linhas tracejadas). Populagdes iniciais: (¢) 10’ UFC/mL; (V) 10°
UFC/mL e (m) 10° UFC/mL.
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Embora os estudos sobre a entrada e persisténcia de microrganismos no
estado VNC tenham progredido muito ao longo dos ultimos anos, ainda se
conhece muito pouco sobre os mecanismos regulatérios envolvidos neste
processo. Nao foi encontrado na literatura nenhum relato sobre a possivel
influéncia da densidade populacional na entrada de bactérias no estado VNC.

Neste trabalho foi demonstrado que a populagao inicial presente pode
influenciar a entrada de S. Enteritidis no estado VNC. Este resultado também
pode ser explicado pela presenga de algum mecanismo regulatério dependente
de populagdo que sinalizaria para a entrada ou ndo de microrganismos neste

estado.

2.3.3. Perfil de proteinas intracelulares de S. Enteritidis PT4 963 no estado

viavel ndo cultivavel e em resposta a estresse

Foi possivel verificar diferengas no proteoma intracelular de S. Enteritidis
PT4 963 nas diferentes situagcbes avaliadas (Figura 12). Nas células em fase
exponencial e estacionaria de crescimento (canaletas 1 e 2, respectivamente)
observou-se maior numero de bandas em relagdo as demais. Nas células em
resposta a estresse osmoético e baixa temperatura (canaletas 3 e 4,
respectivamente) o padrao de bandas se assemelha ao encontrado na amostra

recém inoculada em solucdo BPS adicionada de NaCl 1,2 mol/L (canaleta 6).

Foram apontadas quatro bandas na amostra no estado VNC, todas com
massa molecular inferior a 63 kDa (Canaleta 7). Nenhuma das proteinas
detectadas aparece exclusivamente na amostra no estado VNC. Duas bandas,
de 42 kDa e 34 kDa, aproximadamente (Figura 12, setas 3 e 4,
respectivamente) apresentaram-se mais intensas do que as demais detectadas
no estado VNC. Estas também estavam presentes nas amostras sob resposta
a escassez de nutrientes, com intensidades comparaveis a amostra no estado
VNC, e na recém inoculada em meio BPS (canaletas 5, 6 e 7). Como estas
amostras foram mantidas em meio com falta de nutrientes (solugdo BPS),
infere-se que sejam proteinas relacionadas a resposta a escassez de

nutrientes.
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Figura 12. SDS-PAGE 16% das amostras de proteinas intracelulares (50
Mg) de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963
coletadas em diferentes estados fisiolégicos. Canaleta 1, fase
exponencial de crescimento; Canaleta 2, fase estacionaria;
Canaleta 3, resposta a estresse osmotico; Canaleta 4,
resposta a estresse por baixa temperatura; Canaleta 5,
estresse por falta de nutrientes; Canaleta 6, momento da
inoculagdo em solugao BPS acrescida de NaCl 1,2 mol/L;
Canaleta 7, estado VNC. MM - Padrdo de massa molecular

de ampla faixa.

A quantidade de proteinas extraidas na amostra proveniente de células
no estado VNC foi aproximadamente 15 vezes menor que a obtida para a
amostra a partir de células recém inoculadas em solugdo BPS acrescida de
NaCl 1,2 mol/L. Esta drastica diminuicao da quantidade de proteina a partir de
células no estado VNC esta de acordo com os dados da literatura que indicam
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reducao significativa na sintese de macromoléculas como uma das principais
alteracbes no metabolismo das células no estado VNC (OLIVER, 2005).
Reducgao nas concentracdes de proteinas hidrofdbicas foi verificada em células
de E. coli O157:H7 no estado VNC (ASAKURA et al., 2007).

A concentracdo baixa de proteinas extraidas a partir da amostra no
estado VNC, a ndo deteccao de proteinas com massas moleculares superiores
a 63 kDa e a presenca de proteinas com massas moleculares menores em
comparacgao as proteinas das demais condicdes avaliadas podem indicar que
ha degradacgao de proteinas para manter o aporte de nutrientes para as células
no estado VNC.

O processo de protedlise de proteinas € conhecido ha muito tempo e
ocorre quando os microrganismos estdao em inani¢cdo, quando ha degradacgéao
de proteinas a uma taxa aumentada (MANDELSTAM, 1963; REEVE et al.,
1984; GOTTESMAN e MAURIZI, 2001). A degradagdo de proteinas
dependente de energia é importante para as células eucaridticas e
procaridticas e é realizada por complexos de proteinas multiméricos como os
proteossomos de células eucaridticas (KESSEL et al., 1995) e pelas proteases
dependentes de ATP de células bacterianas (GOTTESMAN, 1999; PETERSON
et al., 2005). Em plantas, a protedlise € importante em varias situagées como
no estresse oxidativo induzido por senescéncia e metais pesados e na morte
programada da célula (PALMA et al., 2002).

Mais recentemente, a protedlise tem sido sugerida em células no estado
VNC. Por exemplo, MUELA et al.(2008) constataram que a maioria das
proteinas de membrana de E. coli no estado VNC induzidas por exposicédo a
agua do mar exibiam massa molecular inferior a 29 kDa. Estes autores
atribuiram estes resultados a protedlise de proteinas para a adaptacdo as
condigdes ambientais adversas.

A relevancia da protedlise controlada para a regulacdo génica e
sobrevivéncia a estresse em bactérias tem sido investigada (GOTTESMAN,
1999; WICKNER et al., 1999; PETERSON et al.,, 2005). Varias proteinas
regulatorias globais, dentre outras, estdo sob controle proteolitico. Em E. coli e
S. Typhimurium verificou-se que as peptidades sdo essenciais para a
viabilidade de culturas sob escassez de carbono (REEVE et al., 1984) e a

degradacao de varias proteinas relacionadas a inani¢ao sdo dependentes do
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complexo de proteases CIpAP (WEICHART et al., 2003). As proteases Clp
constituem os sistemas de proteases melhor caracterizados em procariotos e
servem como modelos para estudos da estrutura e funcdo de proteases
(MAURIZI et al.,, 1990; KESSEL et al., 1995; CORYDON et al.,, 1998;
THOMSEN, et al., 2002). Em conjunto com a Lon protease, as proteases Clp
sdo responsaveis por pelo menos 70% da degradacgéo de proteinas em E. coli
(MAURIZI, 1992). Em E. coli, o complexo CIpAP é crucial para a degradacao
de proteinas relacionadas a inanicdo e mutagdes em clpP conferem
desvantagem competitiva durante repetidos ciclos de inanigdo e crescimento
(DAMERAU e JOHN, 1993).

Sugere-se que a regulagao por protedlise é particularmente importante
em células que ndo estdo em processo de crescimento, pois poderia ser a
unica forma de reduzir significativamente os niveis de determinada proteina
uma vez que nao havera divisdo celular para ocorrer a diluicdo dos
componentes celulares (WEICHART et al., 2003).

Alguns trabalhos também relatam que o perfil de proteinas das células
no estado VNC difere do encontrado em outros estados fisiolégicos (HEIM et
al., 2002; ASAKURA et al., 2007). Em E. coli O157:H7 no estado VNC
inoculado em tamp&do PBS adicionado de 0,05% de perdxido de hidrogénio
houve reducdo dos niveis de alguns fatores de resposta a oxidagdo e aumento
da sintese da proteina de membrana externa OmpW, um receptor para a
colicina S4 em E. coli (ASAKURA et al., 2007). Em Enterococcus faecalis
verificou-se que o perfil de proteinas expressas no estado VNC induzido por
falta de nutrientes e baixa temperatura difere do encontrado nas células em
crescimento exponencial e em resposta a estresse por falta de nutrientes,
sugerindo que 0s mecanismos que levam a resposta a inanigcdo e ao estado
VNC néo se sobrepdem, mas compartilham alguns pontos em comum (HEIM et
al., 2002). Esses autores detectaram uma proteina com massa molecular
aproximada de 30 kDa que estava presente apenas nas células em estado
VNC e concluiram que o estado VNC é um estado fisiolégico distinto no ciclo
de vida de E. faecalis, que é ativado por multiplos estresses ambientais.

A grande redugdo dos niveis de proteinas intracelulares, a ndo detecgao
de proteinas com massas moleculares superiores a 63 kDa e a presenca de

bandas com massas moleculares menores na amostra no estado VNC
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sugerem a ocorréncia de protedlise para garantir o aporte de nutrientes e
manutencgao de viabilidade. No entanto, outros estudos devem ser conduzidos
para se confirmar esta hipotese.

Apesar de existirem trabalhos sobre a expressao de proteinas nestes
patdgenos anteriormente mencionados no estado VNC, ainda sao necessarios
mais estudos sobre a expressdo diferencial de proteinas neste estado,
especialmente investigando as proteinas de menor massa molecular, uma vez

que estas sao predominantes em alguns estudos ja realizados.
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2.4. CONCLUSOES

A velocidade de entrada no estado VNC, isto é, a taxa de perda de
culturabilidade e a manutengcdo de Vviabilidade pelas células, varia
significativamente entre as estirpes de Salmonella enterica e entre os meios de
suspensio de células e as concentracdes salinas utilizados.

A perda de culturabilidade de suspensdes de células mantidas a 4 °C em
caldo BHI é menor que as mantidas em solugcao BPS e apresentam percentual
de células viaveis menor no momento em que a culturabilidade ndo € mais
detectada.

Maiores concentragdes salinas resultam em maior perda de
culturabilidade, sendo encontrada maior perda para as células mantidas a 4 °C
em BHI e BPS na presenca de 1,2 mol/L de cloreto de sddio.

A estirpe S. Enteritidis PT4 963 apresenta o maior indice de entrada em
estado VNC quando mantida a 4 °C em solucdo BPS adicionada de NaCl 1,2
mol/L.

A densidade populacional inicial afeta a entrada no estado VNC.
Densidades populacionais iniciais maiores (10’ UFC/mL) de S. Enteritidis
resultam em perda de culturabilidade menor e em menor manutencdo de
viabilidade. Em densidades populacionais menores (10° e 10° UFC/mL), ha
maior entrada no estado VNC, proporcionalmente.

O perfil de proteinas intracelulares de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis PT4 963 no estado VNC difere do encontrado em células nas fases

exponencial e estacionaria de crescimento e sob resposta a estresse osmético,
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por baixa temperatura e falta de nutrientes, pois, no estado VNC, somente
foram detectadas proteinas com massa molecular inferior a aproximadamente
63 kDa.
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CAPITULO 3
Deteccéo dos transcritos dos genes invA, rpf, katF e rDNA 16S em

S. Enteritidis PT4 963 no estado viavel ndo cultivavel

3.1. INTRODUCAO

Bactérias no estado viavel nao cultivavel (VNC) perdem a capacidade de
se multiplicarem em meios de cultura utilizados em analises bacteriologicas de
rotina (XU et al.,1982), entretanto, mantém atividade metabdlica e integridade
de membrana. O metabolismo das células no estado VNC apresenta algumas
alteracdes como reducao no transporte de nutrientes, na taxa de respiracéao e
na sintese de macromoléculas (OLIVER, 2005).

Varios trabalhos constataram que a sintese de mRNA n&o cessa em
células no estado VNC, o que confirma que as bactérias permanecem ativas
metabolicamente (LLEO et al., 2000; FISCHER-LE SAUX et al., 2002;
COUTARD et al., 2005; ASAKURA et al., 2006; GONZALEZ-ESCALONA et al.,
2006; SMITH e OLIVER, 2006; SUN et al., 2008). A deteccdo de mRNAs como
marcadores de viabilidade das células nesta condigcdao tém sido proposta por
muitos pesquisadores (LLEO et al., 2000; FISCHER-LE SAUX et al., 2002;
COUTARD et al., 2005; ASAKURA et al., 2006; SMITH e OLIVER, 2006; LIU et
al., 2008), uma vez que sao moléculas muito instaveis, de meia vida muito
curta (SHERIDAN et al., 1998; RIJPENS et al., 2002).
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A presenca do transcrito referente ao rDNA 16S, que codifica o rRNA
16S, foi considerada um bom marcador genético para a detecgdo e
quantificacdo de células viaveis de Vibrio cholerae no estado VNC. Os niveis
deste transcrito se mantiveram estaveis desde a inoculagdo do microrganismo
no microcosmo de agua do mar artificial até a entrada no estado VNC
(ASAKURA et al., 2006).

Atualmente, a deteccdo de transcritos de genes de viruléncia em
patdgenos no estado VNC tem sido alvo de estudos (FISCHER-LE SAUX et al.,
2002; COUTARD et al., 2005; SMITH e OLIVER, 2006; COUTARD et al.,
2007). Nao foi detectada a presencga dos transcritos dos genes de viruléncia
thd1 e thd2, que codificam uma hemolisina termoestavel em Vibrio
parahaemolyticus (COUTARD et al., 2005). Trabalhos realizados com Vibrio
vulnificus no estado VNC detectam a presenca do mRNA do gene de
viruléncia vwhA (FISCHER-LE SAUX et al., 2002; SMITH e OLIVER, 2006).

O gene rpoS (katF), que codifica um fator sigma alternativo relacionado
a resposta geral ao estresse (LOEWEN e HENGGE-ARONIS, 1994; DODD e
ALDSWORTH, 2002), pode estar relacionado a sobrevivéncia das células no
estado VNC. Em estudos realizados com V. cholerae (ASAKURA et al., 2006),
V. vulnificus (SMITH e OLIVER, 2006) e V. parahaemolitycus (COUTARD et al.,
2005; COUTARD et al., 2007), foi detectada a presenca do transcrito desse
gene na populacado no estado VNC. A influéncia de rpoS na sobrevivéncia de
Escherichia coli no estado VNC também tem sido investigada (MUNRO et
al.,1995; BOARETTI et al. (2003). Foi constatado que RpoS influencia
positivamente a culturabilidade de E. coli e S. Typhimurium em agua do mar
(MUNRO et al., 1995). Entretanto, este efeito protetor depende do estado
fisioldgico das células e da condicdo em que foram cultivadas antes da
inoculagdo no meio oligotrofico. Por exemplo, mutantes RpoS™ de E. coli
mantidos a 4°C em agua do mar perdiam a culturabilidade e a viabilidade muito
mais rapidamente que a estirpe selvagem (BOARETTI et al., 2003).

A saida dos microrganismos do estado VNC ¢é denominada de
ressuscitacado. Dentre os fatores que podem levar a ressuscitacdo destaca-se a
proteina Rpf, uma hidrolase de peptideoglicano (TELKOV et al., 2006). Foi

constatada a saida de S. Oranienburg do estado VNC apds a adicdo da
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proteina Rpf obtida e purificada de S. Typhimurium LT2 (PANUTDAPORN et
al., 2006).

Apesar de existirem dados na literatura a respeito da entrada de alguns
sorovares de Salmonella no estado VNC, nao ha informacdes sobre a deteccao
de mRNA neste estado de dorméncia. Assim, o objetivo deste trabalho foi
detectar a presenga dos transcritos dos genes rDNA 16S, invA, katF e rpf em
S. Enteritidis PT4 963 no estado VNC.
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3.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Patégenos Alimentares do
Departamento de Microbiologia e no laboratério de Genética Molecular e de
Microrganismos do Departamento de Microbiologia — BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG.

3.2.1. Microrganismo utilizado e condi¢des de cultivo

A linhagem Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963, um isolado
de peito de frango obtida do acervo da Fundacdo Oswaldo Cruz, foi utilizada
para a detecg¢ao dos transcritos dos genes rDNA 16S, invA, katF e rpf. A cultura
foi mantida congelada a - 80 °C em tubos de microcentrifuga com 1 mL de

caldo BHI - Infusdo Cérebro e Coragéo (Merck) e contendo glicerol a 20%.

3.2.2. Obtencédo de células de S. Enteritidis PT4 963 em fase exponencial e
no estado VNC

Para obtencao das células, a estirpe de S. Enteritidis PT4 963 foi
ativada, sendo cultivada por duas vezes consecutivas em 10 mL de meio BHI a
37 °C por 12 horas. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 2723 g por 20

minutos e ressuspendida em 10 mL de solugao salina 0,85%. Logo apds, uma
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aliquota de 100 puL desta suspensdo bacteriana foi inoculada em 10 mL de
caldo BHI e mantida a 37 °C por aproximadamente trés horas, até que se
atingisse a D.O.gponm de 0,3, na fase exponencial de crescimento,
correspondendo a uma populacgéo de aproximadamente 3 x 10® UFC/mL. Nesta
etapa, esta suspensao de células (10 mL) foi utilizada para a extragdo do RNA
total de células na fase exponencial.

Para obtencéo da cultura no estado VNC, as células foram preparadas
seguindo as etapas descritas a seguir. Foram centrifugados a 2723 g por 20
minutos 200 mL da cultura em caldo BHI e o sedimento foi ressuspendido em
20 mL de solucéo salina. Em seguida, 3 mL desta suspensao bacteriana foram
inoculados em frascos contendo 300 mL de solucao fosfato de Butterfield
(BPS) preparada de acordo com a AOAC (1998), acrescida de cloreto de sédio
a 1,2 mol/lL. A populagdo inicial inoculada foi de aproximadamente 102
UFC/mL.

Os frascos foram mantidos a 4 °C em geladeira. Aliquotas foram
retiradas periodicamente para analise de culturabilidade por meio do
plagueamento em agar triptcaseina e soja (TSA) pela técnica de microgotas
(MORTON, 2001).

Quando as contagens se encontravam abaixo de 10° UFC/mL, que é o
limite de deteccdo da técnica, utilizavam-se outros métodos de plaqueamento,
como o plaqueamento em superficie ou em mistura (MORTON, 2001). O limite
minimo de deteccgao foi de 0,1 UFC/mL obtido por plaqueamento de 1 mL da
cultura concentrada 10 vezes por centrifugacdo a 2723 g por 20 minutos. As
placas de TSA foram mantidas a 37 °C por até 72 horas. Quando ndo se
verificava a formacéo de col6nias apdés 72 horas, 10 mL da amostra foram
inoculados em 10 mL de meio BHI com concentracédo dupla e mantidos a 37 °C
por 48 horas e verificava-se o crescimento pela turvacdo da amostra. Para
aliquotas que apresentaram auséncia de turvagdo no meio de cultura apos
esse periodo, foi plaqueado 1 mL dessa suspensdo (BHI adicionada da
amostra) em meio TSA pela técnica de plaqueamento em mistura sendo as
placas incubadas a 37 °C por até 72 horas. Nao havendo formacao de col6nias
apods esse procedimento, considerava-se que a suspensao estava totalmente

nao cultivavel, ou seja, apresentava perda de 100% de culturabilidade.
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A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada no momento da
inoculacdo em solucdo BPS e apds perda completa da culturabilidade pela
contagem de microrganismos viaveis utilizando o kit LIVE/DEAD® (Molecular
Probes), segundo as instru¢gdes do fabricante. 300 uL da amostra lavada,
centrifugada e ressuspendida em solugdo salina 0,85% foram corados
utilizando-se 1 uL 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. Apds o periodo de incubagéo, uma aliquota de 10 uL da
amostra corada foi transferida para uma lamina e coberta com laminula de
espessura de 0,17 mm. As laminas foram observadas em microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX 50 utilizando o filtro WG. Para cada amostra, 15

campos de duas laminas foram contados.

3.2.3. Deteccéao dos transcritos dos genes invA, rpf, katF e rDNA 16S

3.2.3.1. Preparo das células para extracdo de RNA

Foi realizada a extracdo de RNA total da suspensao de células de S.
Enteritidis PT4 963 considerada totalmente viavel n&do cultivavel. Para obtencao
do RNA total foram recolhidos 850 mL da suspensao bacteriana que foram
centrifugados a 7444 g por 30 minutos e o sedimento ressuspendido em 10 mL
de solugao salina 0,85%. Logo apds, essa suspensao foi lavada duas vezes em
solugdo salina por meio da centrifugacdo a 7444 g por 30 minutos. Uma
aliquota de 10 mL da suspensao de células de S. Enteritidis PT4 963 em fase
exponencial de crescimento foi centrifugada a 2723 g por 20 minutos. As
suspensdes de células no estado VNC e em fase log foram, finalmente,

concentradas em 1 mL de solugado salina em tubo de microcentrifuga.

3.2.3.2. Extracao e quantificacdo do RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada pelo método TRIzol® (Invitrogen).

As culturas centrifugadas a 12000 g por 10 minutos foram ressuspendidas em
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1 mL de TRIzol® e incubadas & temperatura ambiente por 5 minutos. Logo apds
foram adicionados 0,2 mL de cloroformio e as amostras foram agitadas
manualmente por 15 segundos, incubadas a temperatura ambiente por 3
minutos e centrifugadas a 12000 g por 15 minutos a 4 °C. Posteriormente a
fase aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga e o RNA total
precipitado com 0,5 mL de isopropanol. As amostras foram incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente e novamente centrifugadas a 12000 g por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi lavado com 1
mL de etanol. A amostra foi agitada em vortex e centrifugada a 7500 g por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi seco ao ar,
ressuspendido em 30 uL de agua Milli-Q-DEPC (Dietilpirocarbonato), e a
amostra obtida foi incubada por 10 minutos a 60 °C e estocada a — 80 °C.

As quantidades de RNA total das amostras foram estimadas pela leitura
da absorbancia em espectrofotdbmetro a 260 nm. Uma aliquota de 5 pL de RNA
total foi examinada por eletroforese em gel de agarose 1,2%. As imagens dos
géis foram digitalizadas em sistema de video Eagle Eye Il (Stratagene).

Para a eliminacdo do DNA da amostra, foram adicionados 7,1 ug de
RNA a um tubo de microcentrifuga contendo 8 unidades de RQ1DNAse livre de
RNAse (Promega) e 2 uL de tampao 10X e o volume completado para 20 uL
com agua Milli-Q-DEPC. As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos
e posteriormente foram adicionados 2 uL de DNAse Stop Solution (Promega)
para interromper a reagao, seguindo-se uma incubag¢do a 65 °C por 10 minutos.

Foi realizado um controle para verificagdo da presengca de DNA nas
amostras de RNA apds o tratamento com DNAse . Esse controle consistiu em
uma reagao de PCR utilizando-se as preparacdes de RNA total previamente
tratadas com DNAse livre de RNAse. A reacdo continha 1 uL de cada
oligonucleotideo iniciador para rDNA 16S (Tabela 1), 1 uL de DNTPs 10 uM,
2,5 uL de tampao da Tagq DNA polimerase 10X (Phoneutra), 1 unidade de Taq
DNA Polimerase (Phoneutra), 700 ng de RNA total e agua Milli Q, para um
volume final de 25 uL. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador PTC -100 (MJ Research), utilizando uma etapa de desnaturagéao
inicial de 2 minutos a 94 °C, seguida de 35 ciclos de desnaturagao por 1 minuto

a 94 °C, anelamento por 45 segundos a 54 °C e extensao por 1,5 minuto a 72
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°C. O ultimo ciclo foi seguido pela extensao final por 5 minutos a 72 °C. Os
possiveis produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,2%. As imagens dos géis foram digitalizadas em sistema de video
Eagle Eye Il (Stratagene). Uma vez comprovada a auséncia de DNA nas
amostras estas foram utilizadas na reagao da transcriptase reversa associada a

reacao de polimerizagdo em cadeia (RT-PCR).

3.2.3.3. RT-PCR

A técnica de reacao da transcriptase reversa associada a reacao de
polimerizagdo em cadeia (RT-PCR) foi realizada para detecgédo dos transcritos
dos genes invA, rpf katF e rDNA 16 S utilizando o kit AcessQuick™ RT — PCR
System (Promega). As reacdes foram realizadas com 12,5 uL do Master Mix
AcessQuick™ RT — PCR System, 0,5 uL de cada oligonucleotideo iniciador a
10 uM (Tabela 1), aproximadamente 700 ng de RNA total, 2,5 unidades da
Transcriptase Reversa AMV e o volume final foi completado para 25 uL com
agua Milli-Q-DEPC.

Tabela1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no estudo

Tamanho
Genes Sequéncia (5'- 3') esperado Referéncia
(pb)
DNA16S TACCTTGTTACGACTT 1484 BUCHHOLZ-CLEVEN
AGAGTTTGATCMTGG etal. (1997)
VA GTGAAATTATGCCCACGTTCGGGCAA 084 GALAN e CURTIS
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC (1989)
ot CCCATATGCGAATTCTGGCTATCGATACC 696 PANUTDAPORN et al.
CCGGATCCTCATTCTTTGCCGGGAAGTTTCTT (2006)

A transcri¢cao reversa foi realizada por 1 hora e 30 minutos a 45 °C em
termociclador PTC - 100 (MJ Research) seguida por uma etapa de
desnaturacao inicial de 2 minutos a 94 °C e por 35 ciclos de desnaturagcao por

1 minuto a 94 °C, anelamento por 45 segundos a 54 °C e extensao por 1,5
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minuto a 72 °C. O ultimo ciclo foi seguido pela extensao final por 5 minutos a
72 °C. Os possiveis produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel

de agarose 1,2%. As imagens dos geéis foram digitalizadas em sistema de

video Eagle Eye Il (Stratagene).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada extragdo de RNA total das células de Salmonella enterica
Enteritidis PT4 963 em estado VNC apds 67 dias de inoculagdo em solucao
BPS acrescida de cloreto de sddio 1,2 mol/L, quando houve perda de 100% da
culturabilidade e manutencao de viabilidade.

Foram obtidos aproximadamente 3,6 ug de RNA total a partir de 850 mL
da suspensdao de células em estado VNC, o que corresponde a
aproximadamente 3,2 x 10" células viaveis. A quantidade de RNA total
extraida foi aproximadamente 600 vezes menor quando comparada a
quantidade obtida de células provenientes da fase exponencial de crescimento
(60 ug de RNA total a partir de aproximadamente 10° células microbianas),
evidenciando a grande redugao na sintese de RNA pelos microrganismos neste
estado fisiologico. Também foi observada uma rapida e dramatica diminuigéo
nos niveis de sintese de RNA em microrganismos no estado VNC
(GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006).

Os transcritos dos genes rDNA 16S, invA, rpf e katF foram detectados
na amostra correspondente as células em fase exponencial de crescimento
(Figuras 1 e 2). A partir de células no estado VNC foi possivel a detecgao do
transcrito referente ao rDNA 16S (Figura 1), entretanto, ndo se constatou a
presenca de transcritos para os genes invA, rpf e katF nas condigbes

experimentais utilizadas.
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Apesar da nao deteccdo dos demais transcritos, a presenca de rRNA
16S indica que ha sintese de RNA, o que confirma que as células VNC estéo
metabolicamente ativas nessa condicdo fisioldgica. Devido ao fato do mRNA
ser uma molécula de meia vida curta devido a presenca de nucleases que o
degradam rapidamente, a sua deteccéo pode ser considerada um critério valido
para a avaliagdo da viabilidade celular (SHERIDAN, 1998). Asakura et al.
(2006), analisando o transcriptoma de Vibrio cholerae no estado VNC induzido
pela inoculagdo em agua do mar artificial a 4 °C, também detectaram a
presenca do transcrito de rDNA 16S. Nesse estudo, os niveis do rRNA 16S se
mantiveram estaveis desde a inoculagdo do microrganismo no microcosmo de
agua do mar artificial até o momento em que a populagdo perdeu totalmente
sua culturabilidade, sugerindo que este seria essencial para a viabilidade
celular e que poderia se tornar um bom marcador genético para a deteccéo e
quantificacdo de células viaveis de V. cholerae.

Em trabalho com V. cholerae no estado VNC, foi verificada a presenca
de rRNA 16S por PCR em tempo real, entretanto, o numero de copias desta
molécula foi 154 vezes menor comparado ao numero encontrado em células
em crescimento exponencial (GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006).

Neste trabalho ndo foi detectada a presenga do transcrito do gene de
viruléncia invA em S. Enteritidis PT4 963 em estado VNC (Figura 2). Este gene,
localizado no DNA cromossomal, esta relacionado a invasdo das células
epiteliais do intestino delgado (GALAN e CURTIS, 1989). A transcricdo deste
fator de viruléncia pode ter sido totalmente reprimida ou reduzida n&o sendo

possivel sua deteccao por meio da técnica de RT-PCR.
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Figura 1. Deteccéo por RT-PCR do transcrito rRNA 16S em Salmonella
enterica sorovar Enteritidis PT4 963. Marcador DNA do fago
¢x 174 clivado com Hae Il (M). Células em fase exponencial
de crescimento (1). Células no estado VNC (2). Controles
negativos - reagdo de PCR com RNA total sem adicdo da
enzima transcriptase reversa (3 e 4). DNA de S. Enteritidis
PT4 963 (6). Branco da reacéo (7).

invA rpf katF

Figura 2. Deteccdo por RT-PCR dos transcritos dos genes invA, rpf e
katF em Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963.
Marcador DNA do fago ¢x 174 clivado com Hae Il (M).
Células em fase exponencial de crescimento (1). Células no
estado VNC (2). DNA de S. Enteritidis PT4 963 (3). Branco da
reacao (4). Células em fase exponencial de crescimento (5).
Células no estado VNC (6). DNA de S. Enteritidis PT4 963 (7).
Branco da reagdo (8). Células em fase exponencial de
crescimento (9). Células no estado VNC (10). DNA de S.
Enteritidis PT4 963 (11). Branco da reacéao (12).
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Ha controvérsia na literatura sobre a detecgao de transcritos de genes
de viruléncia em células no estado VNC. Enquanto que em alguns trabalhos
nao houve deteccdo dos transcritos dos genes de viruléncia thd1 e thd2, que
codificam uma hemolisina termoestavel em Vibrio parahaemolyticus
(COUTARD et al., 2005; COUTARD et al., 2007) outros trabalhos confirmaram
a presengca do mRNA do gene vwhA em Vibrio vulnificus no estado VNC
(FISCHER-LE SAUX et al.,, 2002; SMITH e OLIVER, 2006). O produto deste
gene, uma hemolisina, € um importante fator de viruléncia para este patégeno.

Vale ressaltar que a nao deteccéo do transcrito do gene invA nao indica
necessariamente que S. Enteritidis PT4 963 nao produza fatores de viruléncia
no estado VNC. A sintese deste transcrito pode estar tdo baixa a ponto de nao
ser detectada pela técnica de RT-PCR ou este patdégeno pode estar produzindo
outros fatores de viruléncia no estado VNC.

O transcrito referente ao fator de promogao da ressuscitagdao Rpf foi
detectado nas células que estavam em fase exponencial de crescimento, mas
estava ausente nas células em estado VNC (Figura 2). A proteina Rpf, uma
hidrolase de peptideoglicano (TELKOQOV et al., 2006), € uma pequena proteina,
originalmente identificada em Micrococus luteus, que promove a recuperagao
de bactérias em estado VNC para um estado vegetativo (MUKAMOLOVA et al.,
1998). Em Micrococus luteus verificou-se que esta proteina é um fator
essencial para o crescimento do microrganismo (MUKAMOLOVA et al., 2002b).
Como verificado no presente estudo, S. Enteritidis PT4 963 também produz o
transcrito para esta proteina em crescimento ativo.

Genes que codificam proteinas Rpf - like sdo amplamente distribuidos
em bactérias patogénicas (TELKOV et al.,, 2006). O gene que codifica a
proteina Rpf em Salmonella Typhimurium LT2 foi clonado e caracterizado por
Panutdaporn et al. (2006). No trabalho destes autores, a proteina recombinante
rRpf foi capaz de induzir a ressuscitacado de células de Salmonella Oranienburg
do estado VNC além de estimular o aumento na velocidade de crescimento do
patdgeno em meio de cultura TSB a 37 °C.

O mecanismo pelo qual a hidrolise do peptideoglicano promove a
ressuscitacéo do estado VNC ainda n&o é conhecido. Dois modelos gerais para
esse processo tém sido propostos e discutidos (MUKAMOLOVA et al., 2006;
COHEN-GONSAUD et al., 2005; RAVAGNANI et al., 2005). No primeiro
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modelo especula-se que a proteina Rpf aja liberando uma pequena molécula
que sinalizaria para a célula adjacente via difusdo, possivelmente por meio de
um receptor de superficie. Desta forma, mesmo ndo havendo producéo desta
proteina em estado VNC, o contato deste microrganismo com este fator de
promog¢ao da ressuscitagao, produzido e secretado por outros microrganismos
presentes no mesmo ambiente, poderia levar ao retorno da culturabilidade
deste patogeno.

Outra hipotese é que o papel da proteina Rpf seria de promover
alteragdo na parede celular de alguma forma que promova a liberacdo do
bloqueio mecanico para a divisao celular. Esta proteina seria produzida durante
a fase de crescimento exponencial para permitir a divisdo celular, como
verificado neste trabalho, mas sua expressdo é reduzida no estado de
dorméncia de forma que sua atividade se tornaria muito baixa para permitir
esse processo. Estudos realizados sobre a expressao desta proteina dao
suporte a esta hipotese (MUKAMOLOVA et al., 2002a, MUKAMOLOVA et al.,
2002b). Uma vez que trabalhos demonstraram que a camada de
peptideoglicano sofre alteragées no estado VNC (SIGNORETTO et al., 2000;
SIGNORETTO et al., 2002), o provavel papel desta proteina seria a clivagem
destes peptideoglicanos modificados.

A ressuscitacdo esta freqlentemente associada a manutencdo da
viruléncia por varios patdégenos, constituindo-se um risco potencial a ingestao
de alimentos aparentemente seguros, mas que apresentem estes patdgenos
no estado viavel ndo cultivavel (BAFFONE et al., 2003).

Ainda sdo necessarios estudos que investiguem o processo de
ressuscitacdo de S. Enteritidis PT4 963 do estado VNC. Ao contrario de
microrganismos como V. vulnificus, em que o simples aumento de temperatura
promove a saida deste estado de dorméncia (WHITESIDES e OLIVER, 1997),
neste trabalho para esta estirpe este fenbmeno parece ser mais complexo, uma
vez que somente a retirada dos fatores de estresse ndo propiciou a
ressuscitacao das células (dados ndo mostrados).

Apesar da técnica de RT-PCR ser um método qualitativo e néo
quantitativo para a deteccao de transcritos em amostras de RNA, verificou-se
que a banda referente a katF (rpoS) na amostra das células em fase

exponencial de crescimento apresentou-se mais fraca em comparacado as
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demais (Figura 2, canaleta 9). Isto se deve ao fato de que a maior producao
deste fator sigma alternativo ocorra na transicdo para a fase estacionaria
(LOEWEN e HENGGE-ARONIS, 1994).

Neste trabalho n&o foi detectada a presencga do transcrito referente a
katF no estado VNC (Figura 2), entretanto, este pode estar presente em niveis
muito baixos, o que justificaria este resultado, uma vez que este gene possui
apenas uma unica copia no genoma de Salmonella (LOEWEN e HENGGE-
ARONIS, 1994).

O produto do gene katF controla um regulon com mais de 40 genes
expressos em resposta a escassez de nutrientes e durante a transi¢ao para a
fase estacionaria. As proteinas deste regulon promovem o aumento na
sobrevivéncia dos microrganismos em meios com deficiéncia de nutrientes e
possuem um grupo diversificado de fungdes como protegdo contra danos ao
DNA, a determinacdo de modificagdes morfoldgicas, viruléncia, osmoprotecao
e termotolerancia (FANG et al., 1992; LOEWEN e HENGGE-ARONIS, 1994;
DODD e ALDSWORTH, 2002).

A influéncia de katF na sobrevivéncia de E. coli e Salmonella no estado
VNC tem sido investigada, entretanto, os estudos realizados ainda nao sao
conclusivos sobre o papel deste fator na manutencdo de bactérias no estado
VNC. (MUNRO et al.,1995; BOARETTI et al., 2003). A culturabilidade de E. coli
e S. Typhimurium em &agua do mar é afetada positivamente por RpoS
(MUNRO et al., 1995). Entretanto, este efeito protetor depende do estado
fisiologico das células e da condicdo em que foram cultivadas antes da
inoculagdo no meio oligotréfico. Esta proteina propiciava efeito protetor apenas
para as células que foram coletadas na fase estacionaria antes de serem
inoculadas no microcosmo. Porém, foi verificado quemutantes RpoS™ de E. coli
mantidos a 4 °C em agua do mar perdiam a culturabilidade e a viabilidade
muito mais rapidamente que a estirpe selvagem (BOARETTI et al., 2003).

Em alguns trabalhos com V. cholerae (ASAKURA et al., 2006;
GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006), V. vulnificus (SMITH e OLIVER, 2006) e
V. parahaemolitycus (COUTARD et al.,, 2005; COUTARD et al., 2007), foi
detectada a presenga do transcrito do gene rpoS na populagdo em estado

VNC. Foi verificado que células de V. cholerae no estado VNC apresentaram

90



reducao de 24 vezes no numero de cépias para este mRNA em comparagao as
células em crescimento exponencial (GONZALEZ-ESCALONA et al. (2006).
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3.4. CONCLUSOES

Verificou-se que células de S. Enteritidis PT4 963 no estado VNC estao
ativas metabolicamente devido a producdo de transcritos para o0 gene
rDNA16S, que pode ser considerado um marcador de viabilidade. Entretanto, a
quantidade de RNA total produzida por células neste estado € muito menor
quando comparada as células em crescimento ativo.

Nao houve deteccao dos transcritos relacionados aos genes invA, rpf e
katF em S. Enteritidis no estado VNC neste trabalho, no entanto, outros genes

podem estar sendo transcritos neste estado.
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