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RESUMO

BURIN, Raquel Cristina Konrad, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2014.
Interferéncia de &cidos organicos na multiplicacdo d&almonella sppe expressao

de genes relacionados a tolerancia acidarientador: Luis Augusto Nero. Co-
orientador: Abelardo Silva Junior.

Em condigbes de estresse acido, micro-organismos do género Salmonella spp. utilizam
como estratégia de sobrevivéncia um complexo mecanismo de tolerancia que envolve
varios genes. Os genes rpoS e nlpD sao responsaveis pela expressao de proteinas que
promovem a protecdo da célula bacteriana contra os danos provocados pelo estresse, e
0s genes clpP, clpX e mviA estdo envolvidos na regulacdo dessas proteinas no interior
da célula. O presente estudo tem como objetivo associar as variagbes na expressao
desses genes com as populacdes de Salmonella spp. durante um estresse acido, condica
que pode ser encontrada em carcacgas bovinas que sofrem a asperséo de acidos organico:
para descontaminacdo microbiolégica. A partir de uma cole¢cdo composta por 79 cepas
de Salmonella spp., foi realizado um agrupamento genético por restricdo enzimatica
através da técnica PFGE utilizando-se a enzima Xbal, e deteccdo dos genes oS, nlp
clpP, clpX e mviA. Trés cepas foram selecionadas (sorotipos: S. Derby, S. Typhimurium

e S. Meleagridis) e semeadas em caldo extrato de carne com diferentes valores de pH
(4,0, 5,0, e 6,0), ajustados com &cido latico e acido acético. Logo apés inoculagéo, e
apos 6, 12, 24 e 48 h de incubacdo a 37 °C, as populacdes bacterianas foram
monitoradas por plaqueamento direto, e a expresséo dos genes rpoS, nlpD, clpP, clpX e
mviA por gPCR. Os resultados revala que Salmonella spp. pode se adaptar aos
acidos testados (acético e latico), principalmente quando estdo em pH 5,0 ou 6,0, com
expressdo evidente do gene rp&® pH 4,0, a reducdo completa das populacbes de
Salmonella spp. ocorreu apds 6 ou 24 h de incubacgéo, o que em uma situagao industrial

representaria um periodo suficiente para que as proteinas da carne promovam o aumento
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do pH do meio, possibilitando dessa forma a adaptacdo de Salmonella spp. nesse
substrato. A capacidade de adaptacdo de Salmonella spp. em valores de pH 5,0 e 6,0,
demonstrada no presente estudo, ressalta a importancia de um monitoramento adequado
da reducédo de pH promovido pela aspersédo de acidos organicos em carcacas bovinas
durante o processamento: caso o controle de pH nao seja adequado, cepas de Salmonella
spp. potencialmente contaminantes podem sobreviver e se manterem ativas nos
produtos carneos finais. Adicionalmente, é necessario que ocorra um equilibrio entre a
aplicacdo de acidos organicos em concentragdes que garantam o controle de Salmonella
spp., além de outros micro-organismos,aeuséncia de efeitos negativos sobre
qualidade sensorial dos produtos céarneos, além de descoloracdo e exsudacdo. Os
resultados obtidos permitem concluir que os &cidos organicos avaliados no presente
estudo (4cido latico e acido acético) podem ser considerados alternativas no controle de
Salmonella spp., desde que ocorra um rigido controle dos valores de pH das solucdes
durante a interacdo com esse patdégeno, e demanda o desenvolvimento de estudos em

sistemas carneos para demonstracdo desse comportamento.



ABSTRACT

BURIN, Raquel Cristina Konrad, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa. April 2014.
Interference of organic acids on the growth ofSalmonella sppand the expression

of genes involves on acid toleranceAdvisor: Luis Augusto Nero. Co-advisor:
Abelardo Silva Janior.

Under acid stress conditions, Salmonella spp. presarntemplex mechanism of
tolerance that involves multiple genes. The rpoS, nlpD genes are responsible for the
proteins expression that protect the bacterial cell against damage caused by acid stress,
and clg@?, clpX, mviA genes are involved in the regulation of these proteins inside the
cell. The aim of this study was to associate the variations s femes expression and
Salmonella spp. populations when subjected to acid stress condition, a situation usually
observed in bovine carcasses after cleaning procedures with organic acidsgsprayin
slaughterhouse environment. Considering a culture collection composed by 79
Salmonella spp. strains, their fingerprinting were obtained by PFGE using Xbal, and all
strains were subjected to PCR reactions to detect rpoS, nfp®,dpX, mviA genes.

Based on the obtained data, three strains were selected (serddypBerby S.
Typhimurium and S. meleagridis) and inoculated in meat extract broth with different pH
values (4.0, 5.0, and 6.0), adjusted with lactic acid and acetic acid. Immediately after
inoculation, and after 6, 12, 24 and 48 h of incubation at 37 °C, the bacterial populations
were monitored by direct plating, and the expression of rpoS, nlpB, clpX and

mviA genes by gPCR . The results slalthat Salmonella spp. can adapt to the tested
acids (acetic and lactic), especiafiypH 5.0 and 6.0, with evident expression of the
rpoS gene. When the pH was adjusted to 4.0, complete reduction of Salmonella spp.
populations occurred after 6 or 24 h of incubation, but in industrial situation this period
would be sufficient for the meat proteins promote an increase in pH value, enabling the

adaptation of Salmonella spp. on the substrate. The adaptability of Salmonella spp. at
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pH 5.0 and 6.0, as demonstrated in this study, shows the importance of adequate
monitoring of pH reduction promoted by the organic acids spraying in bovine carcasses
during processing: if pH control is not adequate, strains of Salmonella spp. can survive
and remain active in the end meat products. Additionally, the ideal concentration of
organic acids for the application in meat products depends in the balance between the
pathogen contamination reduction and the absence of negative effects under sensorial
quality. The results indicate that organic acids evaluated in the present study (lactic acid
and acetic acid) can be considered as alternatives to c&attmbnella spp., since
associated to a rigorous pH control of the applied solutions during interaction with this
pathogen. Furthermore, it demands further studies in meat systems to demonstrate this

behavior.
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INTRODUCAO

Durante o processo de abate de bovinos, a carne esta suscetivel a
contaminacg@es bioldgicas principalmente na esfola e na evisceracdo, ja que durante
estas etapas as superficies das carcacas podem entrar em contato com pelos e fezes do
animais (Smulders & Woolthuis, 1985). Fontes adicionais podem levar a contaminacéo
cruzada, principalmente através de equipamentos mal higienizados, de manipuladores
ou ainda do contato das carcacas com outras contaminadas (IFT, 2002).

Além dos micro-organismos ndo patogénicos que podem causar aparéncias
indesejaveis e deterioracdo na carne, outros, como Salmonella spp., Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Staphylococcus aureus,
também podem ser incorporados nas superficies das carcacas durante os procedimentos
de abate, determinando em perdas econémicas relacionadas a saude dos consumidores
pela ingestdo desses patdégenos ou seus metabdlitos quando presentes na carne (Curriel
et al., 1986Doyle, 1991 Kotula & Kotula, 2000).

Préticas operacionais que tenham como objetivo reduzir a probabilidade de
contaminagcdo microbiana tem sido aplicadas procurando combinar acdes rotineiras,
como o resfriamento r4pido das carcacas, a uma série de novas tecnologias de natureza
fisica ou quimica (Huffman, 2002). Entre essas tecnologias, a sanitizacdo de carcacas
bovinas com aspersdo de &cidos organicos tem sido rotineiramente utilizada em
frigorificos nos Estados Unidos e Canad4, porém ainda ndo permitido pela
regulamentacdo de procedimentos higiénicos de outros paises, como o Brasil e os da
Unido Europ@& (Del Rio et al., 2007).

A resisténcia em se utilizar acidos orgéanicos como sanitizantes de carcagas
ocorre devido a existéncia de muitas controvérsias sobre a real eficiéncia desses

agentes. Neste sentido, muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de avaliar



acdo dessa tecnologia coadjuvante na reducdo da carga microbiana em carcacas,
expondo suas vantagens e desvantagens dentro da industria de alimentos.

Alguns estudos mostram os beneficios de sua utilizacdo, uma vez que quando
aplicados na superficie da carne, caracterizam-se pela sua alta toxicidade aos micro-
organismos e baixa toxicidade aos humanos, capacidade de aementarrabilidade
(shelflife) do produto e minimizarem os riscos de patdogenos associados a alimentos
sem afetar a qualidade sensorial da carne (Adams & Hall, D@#@ore et al., 1998
Goddard et al., 1996). Entretanto, deve-se evitar a utilizacdo dessas associacfes para
mascarar um possivel auséncia de aplicacdo de procedimentos higiénicos adequados
em abatedouros. Além disso, € preciso entender como as interacdes microbioldgicas
ocorrem, para se evitars@ecdo de micro-organismos resistentes a acidos organicos,

fator que implicaria num maior risco a saude do consumidor (Smulders & Greer, 1998).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Carne bovina

1.1. Cadeia Produtiva

A producdo de alimentos é um dos grandes desafios desse século, ja que é
necessario atender a demanda relacionada ao crescimento populacional mundial.
Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO (2009),
producdo mundial de alimentos devera dobrar nos préximos 50 anos para alimentar uma
populacdo que devera chegar a 9 bilhdes de pessoas.

O desafio de aumentar a producdo de alimentos no mundo terd que ser
superado, apesar das mudancas climaticas provocadas pela peldigdasgotamento
das areas agricultaveis. Com esse cenario fica evidente que a demanda por alimentos é
enorme e que a tendéncia € produzir de forma cada vez mais intensiva (FAO, 2009).
Neste aspecto ndo se deve deixar de considerar a importancia do Brasil em ambito
mundial quando refere-se a producéo de alimentos, em especial a producao de carnes.

A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro no
cenario mundial. O Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca
de 200 milhdes de cabecas. Em 2011 foram abatidos 21,5 milhdes de bovinos em todo o
pais, sendo que Mato Grosso, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e
Pard lideraram os abates, com 62,4% dos abates nacionais (Brasil, 2012a).

Segundo as projecOes realizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, entre o periodo de 2011/12 a 2021/22, as taxas de crescimento da
producdo brasileira de carne bovina serdo em torno de 2,1% ao ano, ficando atras
somente da taxa de crescimento de carne de frango (4,2% ao ano) (Brasil, 2012b). Este
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aumento da producéao refletira também numa expansdo das exportacbes, mantendo o
Brasil em posicao de lideranca: o pais ocupa a posi¢cdo de maior exportador de carne
bovina do mundo desde 2008. Na relacdo exportacdo brasileira/comércio mundial, o
Brasil representara 42,7% do comércio mundial de carne bovina no periodo de 2019/20,
com vendas para mais de 180 paises (Brasil, 2@&t@ail, 2012b). Quanto ao consumo
nacional, a carne bovina € o0 segundo tipo mais consumido, com uma taxa de
crescimento anual projetada de 2,0%, entre 2011/2012 a 2021/2022. Isso significa um
consumo interno de 9,4 milhdes de toneladas daqui a 10 anos (Brasil, 2012b).

Porém, tdo importante quanto o Brasil manter esta participacdo expressiva no
fornecimento de alimentos para o mundo, € assegurar a qualidade e inocuidade da
producdo visando a saude do consumidor. A carne bovina € um alimento de grande
importancia nutricional para o homem, por ser rico em proteinas, lipideos, vitaminas e
minerais. Porém, quando ndo processada de forma correta pode ser contaminada por
diversos micro-organismos e esses mesmos substratos nutricionais podem permitir a
multiplicacdo dos mesmos, transformando a carne num potencial veiculo de patégenos

de importancia em saude publica.

1.2. Riscos Microbiolégicos Incorporados Durante o Abate

Os riscos e o0s perigos em uma linha de abate sdo muitos. Sabe-se que além dos
micro-organismos ndo patogénicos que podem causar aparéncias indesejaveis e
deterioracdo na carne, outros de importancia a nivel mundial: Salmonella spp., E. coli
L. monocytogenes, Campylobacter spp., S. aureus, Clostridium spp. também podem ser
incorporados nas superficies das carcacas e determinar problemas relacionados a saude

dos consumidores (Currier et al., 19B®yle, 1991 Kotula & Kotula, 2000).



Dessa forma, os cuidados com a contaminacdo iniciam ja no transporte dos
animais, que devem apresentar um adequado estado sanitario e devem ser transportados
de forma que se evite a superlotacdo. A higiene geral dos animais também deve ser
controlada, pois quanto menos sujidades externas apresentarengSBseB00S riscos
de contaminacdo da carcaca durante as operacdes de abate. Um adequado manejo deve
ser realizado para evitar o estresse durante as viagens, uma vez que a reducédo do estadc
imunologico dos animais facilita a invaséao dos tecidos pelos micro-organismos (Bonesi
& Santana, 2008rasil, 2007).

Nos currais de descanso é importante que 0s animais permaneg¢am sob jejum e
dieta hidrica, pois com a reducdo do conteudo gastrointestinal serd menor o risco de
rompimento do aparelho digestério durante a etapa de evisceracédo (Pardi et al., 2001)
Os animais devem sofrer uma lavagem com &gua hiperclorada sob pressdo de 3
atmosferas para proporcionar a retirada da maior parte das sujidades presentes na pele.
Apoés o banho, é importante que os animais permanecam por alguns segundos para
escorrer e eliminar o excesso de agua presente na pele antes de entrarem no box de
atordoamento (Bonesi & Santana, 20B8&asil, 2007).

Durante a esfola, a pele, os pelos e as patas dos animais ainda podem estar
impregnados com sujidades e micro-organismos, 0S quais poderdo entrar em contato
com a superficie da carcaca. Por isso, essa etapa deve ser realizada com técnicas
adequadas e por magarefes conscientes e treinados, que realizam frequentemente a
higienizacdo das maos e antebracos. E preciso também realizar a troca de facas
principalmenteao iniciarem as tarefas em outro animal (Bonesi & Santana, ;2008
Brasil, 2007).

Micro-organismos do intestino podem contaminar a carcaga durante a
evisceracdo, sendo necessario conduzir esta etapa de forma cuidadosa para que néo
ocorra extravasamento do conteudo intestinal. Para isso, medidas preventivas durante o
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abate sdo imprescindiveis, como por exemplo a ocluséo do reto e do eséfago (Brasil,
2007 Pardi et al., 2001).

Na etapa final do abate, a lavagem das carcacas tem como finalidade promover
a retirada de materiais aderidos como sangue e restos de tecidos. A agua utilizada na
lavagem deve ser potavel e monitorada como uma das condicbes de controle de
qualidade do abat(Bonesi & Santana, 2008Brasil, 2007). Além disso, fontes
adicionais também podem levar a contaminacdo cruzada, principalmente através de
equipamentos mal higienizados, de manipuladores ou ainda do contato das carcacas
com outras contaminadas (IFT, 2002).

Dessa forma para se ter uma qualidade aceitavel do produto € preciso conhecer
e controlar cada etapa, desde os cuidados com a sanidade dos animais até o controle de
todo o processo de producédo do alimento, com o intuito de garantir um produto final

livre ndo s6 de ameacas biologicas, mas também de ameacas fisicas e quimicas.

2. Salmonella spp.

2.1. Caracteristicas do micro-organismo e da doenca

O género Salmonella spp., pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende
bacilos Gram-negativos ndo produtores de esporos. S&o anaerobios facultativos,
produzem géas a partir de glicose (exceto S. Typhi) e sdo capazes de utilizaroo
como Unica fonte de carbono. O pH 6timo para multiplicacdo de Salmonella spp. fica
proximo de 7, ndo toleram concentracdes de sal superiores a 9% e a temperatura ideal
para multiplicacdo desses micro-organismos é de 35 a 37°C (Silva et al., 2010).

As doencas causadas por Salmonella spp. costumam ser subdivididas em trés
grupos: a febre tiféide, causada por S. Typhi, as febres entéricas, causadas por S.
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Paratyphi (A, B e C) e as enterocolites (ou salmoneloses), causadas pelos demais
sorotipos de Salmonella spp. (Coburn et al., 26Qret al., 2011).

A febre tiféide € uma doenca sistémica caracterizada por febre e dores
abdominais. Acomete o homem, e normalmente é transmitida por agua e alimentos
contaminados com material fecal humano. E mais comum em paises com caréncias em
saneamento basico, abastecimento de agua insuficiente e em locais com aglomeracoes
de casas e assentamentos. Acomete principalmente criancas e pessoas
imunossuprimidas (Cliver et al., 2006). A infec¢cdo se inicia com a penetracdo nas
células epiteliais intestinais, invasdo da lamina propria (logo abaixo da camada
epitelial), e entrada na corrente linfatica. Os micro-organismos sdo entdo fagocitados
por células de defegmacrofagos), dentro dos quais se multiplicam. Essa multiplicacdo
causa destruicdo dos macréfagos, com liberacdo de inUmeras bactérias na corrente
circulatéria, através da qual podem atingir diversos orgaos, como figado, baco e
vesicula biliar, até estabelecer uma infec¢cdo (Coburn et al.; ROD@t al., 2011). Os
sinais incluem mal-estar, dores de cabeca, febre e pode haver constipacéo (dificuldade
para defecar) e tosse nao produtiva. Com a evolucdo da doenca e sem tratamento, 0s
sinais ficam mais severos e incluem febre alta e persistente, estado de delirios e diarreia,
podendo levar a morte por septicemias e hemorragias (Cliver et al., 2006).

As febres entéricas sdo bastante semelhantes a febre tiféide, mas os sintomas
clinicos sdo mais brandos. Enquanto a febre tiféide pode durar de uma a oito semanas,
as febres entéricas duram no maximo trés semanas. Estas doencas podem ser causada
pelo consumo de 4gua e alimentos contaminados, especialmente leite cru, vegetais crus,
mariscos e ovos (Coburn et al., 20Bui et al., 2011).

Ao contrario do que ocorre na febre tifoide e nas febres entéricas, nas
salmoneloses a penetragdo de Salmonella spp. fica limitada a lamina propria. Nestes
casos, raramente se observa septicemia ou infecgBes sistémicas e as lesdes ficam
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restritas a mucosa intestinal. Os pacientes com salmonelose apresentam diarreia como
principal sintoma, dores abdominais, febre, calafrios, dores de cabeca, vomito, dores nas
articulacbes e mal-estar geral. Os sintomas aparecem em meédia, 12 a 36 horas
dependendo da dose infectante do micro-organismo, e permanecem durante um a quatro
dias. Este tempo de duracdo da infeccdo é uma das caracteristicas que diferencia das
gastroenterites virais, as quais ocorrem durante um periodo mais curto. A ocorréncia de
salmonelose pode estar associada ao consumo de varios tipos de alimentos. Verifica-se,
no entanto que carnes sao mais frequentemente envolvidos (Cliver et glC@b06

et al., 2007Pui et al., 2011).

2.2. Epidemiologia

Levantamentos epidemiolégicos realizados em varios paises desenvolvidos e
em desenvolvimento colocam o género Salmonella spp. entre os agentes patogénicos
mais comumente encontrados em surtos por toxinfeccdo de origem alimentar. Dados
estimados revelam que Salmonella spp. é responsavel anualmente por 93,8 milhdes de
casos de enfermidade em humanos, sendo 80,3 milhGes dos casos de origem alimentar,
e leva a morte em torno de 155.000 pessoas (Majowicz et al., 2010).

Em todas as regifes do mundo, com excecdo da Oceania e América do Norte,
S. Enteritidis e S. Typhimurium estdo entre o primeiro e segundo sorotipo mais
comumente relatado nos surtos, respectivamente. Na Oceania e América do Norte essas
posicbes se invertem. Globalmente, a proporcdo geral de S. Enteritidis e S.
Typhimurium foram de 43,5% e 17,1% (Hendriksen et al., 2011).

S. Agona foi frequentemente observada na América Latina, estando entre os
trés sorotipos nao tiféides mais comuns. Também foi classificado em 7° na Europa e 13°
na América do Norte. No geral, a propor¢cdo deste sorotipo foi alterada de 0,8% para
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1,5% entre 2001 e 2007. Este aumento foi observado em paises desenvolvidos e
também em desenvolvimento, e foi acentuada entre 2005 e 2007 (Hendriksen et al.,
2011).

Um aumento na proporcdo de S. Typhi em todas as regides do mundo foi
observado inicialmente em 2003. Desde entdo houve um aumento de 0,7% em 2003
para 2,2% em 2007. Em todos os paises da América Latina, com a excecdo da Costa
Rica, Paraguai e Uruguai, S. Typhi esta entre os 15 sorotipos mais comuns
nacionalmente. No Brasil e no Chile, a proporcéo diminuiu de 9,7% em 2001 para 3%
em 2007 e de 15,4% em 2001 para 4,1% em 2007, respectivamente (Hendriksen et al.,
2011).

Quando avaliados os dados epidemiolégicos do Brasil especificamente,
observaseque, segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, no
periodo de 1999 a 2010 ocorreram 6.791 surtos de doencas associadas ao consumo de
alimentos envolvendo 133.954 pessoas. Dos surtos em que foi possivel determinar o
micro-organismo envolvido, verificou-se que 45,9% foram causados por Salmonella
spp. e dentre estes 11,6% envolviam o consumo de carne bovina contaminada (Brasil,
2010b). O sorotipo mais frequentemente isolado de amostras clinicas é S. Enteritidis,
seguido dos sorotipos S. Typhimurium, S. Agona e S. Typhi (Hendriksen et al., 2011).

Sabe-se que no Brasil, assim como em outros paises, os dados epidemiolégicos
de surtos alimentares néo refletem a realidade, conhecendo-se pouco sobre a magnitude
do problema. Ou seja, os dados obtidos poderiam ser ainda mais significativos se todos
0S surtos associados a consumo de alimentos contaminados fossem realmente

notificados.



3. Aplicacdo de acidos organicos na descontaminacao de carcacas bovinas

3.1. Perspectivas e Controvérsias

A necessidade de produzir alimentos com qualidade tem recebido consideravel
atencdo nos ultimos anos. InUmeros estudos estdo sendo realizados na busca de novas
tecnologias coadjuvantes ou desenvolvimento de procedimentos operacionais que
possibilitem ganhos na qualidade do produto final. Sabe-se que a base para uma
producdo com qualidade comeca com a adocdo de boas préticas de producédo, tanto nas
propriedades rurais quanto nas industrias nas quais os alimentos serdo processados.
Assim, as tecnologias coadjuvantes devem servir apenas como formas complementares
para garantir a seguranca.

Técnicas de descontaminacdo, como por exemplo o uso de acidos organicos
como sanitizantes de carcacas, tem sido estudadas por microbiologistas e oficiais da
saude publica. Entretanto, ainda ha resisténcia em sua utilizacdo devido a necessidade
de se obter informacdes mais precisas sobre seus mecanismos de agao sobre micro-
organismos importantes na cadeia produtiva de produtos carneos (Smulders & Greer,
1998). Apesar de haver muitas pesquisas sobre a eficiéncia antimicrobiana desses
agentes sanitizantes, ainda ha escassez de dados sobre sua real eficiéncia na pratica
comercial. Isto acontece porque existe uma ampla diferenca entre os resultados obtidos
de estudos laboratoriais e de estudos em abatedouros, indicando que € inapropriado
extrapolar seus impactos sobre a qualidade e tempo de estocagem do produto (Dorsa et
al., 1997).

A aspersdo de &cidos organicos em carcaca bovina ndo € uma técnica
comumente praticada pelos paises. No Brasil, sabe-se que seu uso nao é permitido pelo
Sistema Federal de Inspecao de Produtos de Origem Animal. Da mesma forma acontece
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em paises da Unidduropeia, onde o uso de acidos organicos também néo € permitido
pela regulamentacdo de procedimentos higiénicos, com a justificativa de que essas
tecnologias pudessem mascarar a falta de higiene dos abatedouros. Dessa forma, esses
paises somente permitem a lavagem das carcacas com agua potavel sob presséo
(Smulders & Greer, 1998). Por outro lado, os acidos organicos tém sido utilizados
rotineiramente em abatedouros localizados nos Estados Unidos. As concentracdes
preconizadas pelo Departamento da Agricultura dos Estados Unidos (USDA) séao de
2,5% de acido aceético e citrico em solu¢des de agua para lavagem das carcacas na etapa
de pré-resfriamento ou 5% de &cido latico nas etapas de pré ou pos-resfriamento das
carcacas (USDA., 2008). Além disso, em alguns abatedouros dos Estados Bnidos,
aspersao de acidos organicos € considerada como uma Boa Pratica de Fabricagdo (BPF)
mas ndo como um Ponto Critico de Controle (PCC), uma vez que nem todas as carcacas
necessariamente sdo tratadas com sanitizdnies & Theron, 2011).

A Agéncia de Inspecdo de Alimentos do Canada permite a utilizacdo dos
acidos organicos para descontaminacdo de carcacas somente em abatedouros onde hé
um controle rigido de qualidade e descricdo detalhada de todos os procedimentos
operacionais sobre o uso dos sanitizantes. Os acidos organicos podem ser utilizados
numa concentracao de 1,5 a 2,5% nas etapas de lavagem das carcacas ou das etapas
pré-evisceracdo. As carcacas que sofrerem a aspersao dos sanitizantes na etapa de pos
evisceracdo devem passar por uma lavagem com agua potavel antes e depois da
aplicacao (Lues & Theron, 201WSDA., 2012).

Os efeitos dos acidos organicos sobre a qualidade sensorial da carne também
séo discutidas. Acredita-se que a sanitizagdo das carcacas com solu¢des diluidas a 1 e
2% nao afetam as propriedades sensoriais da carne. Porém, os efeitos podem ser

irreversiveis dependendo das condi¢gBes de tratamento. Em casos em que cortes carneos
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sao imersos em solucdes acidas, os efeitos observados sdo mais prejudiciais, resultando
em descoloracdo, alteracdes de sabor e exsudacéo (Smulders & Greer, 1998).
Acredita-se que o ideal seria aumentar a atividade antimicrobiana utilizando
baixas concentracbes de acidos organicos (<1%), dessa forma os efeitos sobre a
qualidade sensorial da carne seriam reduzidos, além do menor custo associado a
utilizacao de altas concentracdes dos sanitizantes. Adicionalmente, haveria uma reducao
na inducéo de tolerancia acida dos micro-organismos de importancia em saude publica

(Tamblyn & Conner, 1997).

3.2. Caracteristicas dos acidos organicos

Acidos organicos s&o produtos do metabolismo de micro-organismos e por iSso
ocorrem naturalmente em uma variedade de substratos de origem animal ou vegetal.
Nos alimentos podem estar presentes como resultado bioquimico do metabolismo da
microbiota residente, ou ainda pela adicao direta durante as etapas do processamento do
alimento (Gomis, 1992).

Os &cidos organicos mais comuns séo os acidos carboxilicos, os quais tem sua
atividade acida associada a um grupo carboxil (COOH). O acido acético, assim como o
acido latico possuem apenas um grupo (monocarboxilicos), o que implica na
necessidade de estarem numa concentracdo maior do que 0s acidos organicos que
tenham mais de um grupo carboxil, para atingirem o mesmo pH. De forma geral os
acidos organicos sdo considerados acidos fracos e por isso ndo se dissociam
completamente em 4gua quando comparado aos acidos fortes (Lues & Theron, 2011).

Sao os valores de pKa dos acidos organicos que determinam sua acdo
bactericida: os acidos que apresentam um pKa alto possuem uma constante de
dissociagdo menor, e por isso possuem concentragdes mais elevadas da por¢ao nao
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dissociada do acido, a qual é justamente a responsavel por exercer o efeito bactericida.
Nesse sentido o acido acético, por apresentar um pKa maior que do acido latico, possui

um efeito antimicrobiano também maior (Lues & Theron, 2011).

3.3. Mecanismo de Ac¢ao

O mecanismo de acdo antimicrobiana dos acidos organicos € baseado no
potencial acidificante e sua capacidade de dissociacdo. A forma nado dissociada dos
acidos é a que possui acao bactericida, pelo fato de ter caracteristica lipofilica e por isso
maior facilidade em atravessar a membrana celular dos micro-organismos (Lues &
Theron, 2011). Uma vez no interior do citoplasma bacteriano, onde o pH é em torno de
7, os acidos irdo dissociar-se rapidamente produzindo ions H+, e reduzindo o pH da
célula. Assim, a célula bacteriana reage eliminando os prétons ao tentar manter o pH
constante, aumentando dessa forma seu gasto energético e consequentemente reduzindc
sua taxa de multiplicacédo (Franca, 2008es & Theron, 2011).

Além disso, a membrana bacteriana podera se romper e com isso perder sua
atividade de transporte de nutrientes. Adicionalmente havera inibicdo de reacfes
metabdlicas importantes como a glicélise, com a consequente inibicdo da producéo de
ATP, e acumulo de anions no interior do citoplasma bacteriano, uma vez que esses sSao
incapazes de sair do interior da célula (Lues & Theron, 2011).

A parte anibnica dos acidos organicos ao se acumular no interior do citoplasma
compromete muitas funcfes metabdlicas e leva a um aumento da pressdo osmotica,
incompativel com a sobrevivéncia das bactérias. Podem também impedir a sintese de

DNA interferindo na traducgéo proteica (Franca, 2QQ&s & Theron, 2011).
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Os fatores que podem influenciar na atividade inibitéria dos acidos organicos
sobre os micro-organismos sdo, valor do pKa do acido, temperatura e pH do meio

(Tabela 1).

Tabela 1. Fatores que influenciam na atividade inibitoria dos acidos organicos sobre 0s micro-

organismos.

Fatores influéncia sobre a atividade inibitéria dos acidos organicos

pKa do acido guanto maior o valor do pKa, mai@ concentracdo da porcdo n

dissociada do acido que promove a acdo bactericida.

pH do meio quando o pH do meio for baixo, a constante de dissociacdo do &cid
reduzida (1 pKa = 1 [ndo dissociada]) e por isso melhor sera seu efeito

bactericida.

temperatura do | altas temperaturas do meio promovem maior fluidez da membrana ¢
meio . L. e , - . .
permitindo uma rapida difusdo do acido néo dissociado para o inter
citoplasma.

Fonte: Lues & Theron, 2013ung & Beuchat, 20Q@hikthimmah et al., 2003; Chaveerach et
al., 2002

3.4. Eficiéncia antimicrobiana dos acidos organicos

No estudo in vitro realizado por Alvarez-Orddfiez et al. (2010) sobre a
tolerancia acida de S. Typhimurium induzida pela presenca de acidos organicos,
observou-se que em temperaturas de 10 °C ou 45 °C e acidificacbes a pH menor ou
igual a 6,4 com &cido acético e pH menor ou igual a 5,4 com acido citrico, latico ou
hidrocloridrico, ocorria a inibicdo desse micro-organismo. Verificou-se também, que a
ordem decrescente dos acidos que promoveram melhor inibicdo no desenvolvimento de
S. Typhimurium foram: acético, latico, citrico, e hidrocloridrico.

Considerando a eficiéncia de &cidos organicos em diferentes concentracdes, 0s
resultados do estudo desenvolvido por Silva et al. (2001) demonstraram quaram test

acido acético a 1 e a 2% em nove carcacas de frango sanitizadas por aspersédo, aquelas
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que foram tratadas com o acido a 1%, quatro ainda apresentaram Salmonella spp.,
porém quando tratadas com acido a 2% nenhuma carcaca foi positiva, demonstrando
efetividade. Resultados semelhantes foram verificaglbspesquisa realizada por
Blackburn et al. (1997), onde &cido latico e acido acético a 2% foram mais letais para S.
Enteritidis (Dvaie de 1,7 e O respectivamente) do que as concentracdes {@&.l%de

13,3 e 14,8 respectivamente); além disso, constataram que o poder de inativacéo
microbiana foi em ordem decrescente: acido acético, acido latico, acido cloridrico, acido
citrico.

Dubal et al. (2004) avaliaram a eficiéncia de acidos orgéanicos sobre S. aureus
L. monocytogenesk. coli e S. Typhimurium inoculados em carne de cabra/ovelha e
analisados apos diferentes periodos de estocagem em temperatura de refrigeracao.
partir dos dados obtidos, verificou-se que a utilizacdo do acido latico a 2% e da
combinacdo de 1,5% de acido acético com 1,5% de acido propiénico, dimingiram a
contagens de bactérias viaveis na carne em 0,52 e 1,16 log respectivamente; e também
inibiram a multiplicacdo dos patégenos durante os diferentes dias de estocagem da
carne. Isto resultou num aumento da durabilidade correspondente a 5 dias quando
comparado as carnes nao tratadas com acidos (controle). Além disso, a combinacao dos
acidos acético e propionico foi mais eficiente do que a utilizagcdo de &acido latico
isoladamente.

No estudo de Tinney et al. (1997), foram realizados trés experimentos com
aplicacdo de quatro tratamentos cada: controle (carne ndo tratada), acido acético a 2%,
pulso elétricoe a combinacdo de &cido acético e pulso elétrico. No experimento 1 o
micro-organismo inoculado na carne foid6li; no experimento 2, S. Typhimuriure;
no experimento 3, a carne era inoculada com S. Typhimurium e depois esiocada
baixas temperatura para simular a etapa de resfriamento das carcagas. Os dados
demonstraram que a utilizacdo de acido acético a 2% diminuiu significativamente as
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contagensde E. coli em 67%e Salmonellaspgp. em 85% nos experimentos 1 e 2,
respectivamente. Ja no experimentat&cnica de descontaminag¢do mais eficiente para
reducdo das contagens de Salmonella spp. foi a utilizacdo da combinacdo aado acéti

e pulso elétrico (reducdo de 95%), quando comparado a utilizacdo dessas técnicas
isoladamente (reducdte 85%).

A eficiéncia do acido latico na reducéo de contagens de patégenos em carne de
frango foi estudada por Anang et al. (2007). Segundo os dados obtidos nesseaestudo,
utilizacdo de maiores concentracfes do acido latico (1,5% e 2%) foi mais eficiente na
reducdo das contagens bacterianas (S. Enteritidis, E. coli lDAB71.. monocytogengs
do que a utilizacdo de concentracdes menores (0,5%). Além disso, verificou-se que a
carne gue sofria a imersdo ao acido por um periodo dei@arantia uma maior
reducdo das contagens bacterianas apds 14 dias de estocagem a 4 °C, quando
comparado aos tempos de imersdo de 10 emB® Nesse mesmo estudo foi
demonstrado que a descontaminacdo de carcacas de frango € mais eficiente quando
realizada com acido latico, porém ha dependéncia da contaminacéo inicial da carne e da
combinacdo de parametros quimicos, fisicos e mecéanicos que podem estar envolvidos
na aplicacao do sanitizante.

Os resultados obtidos por Hwang & Beuchat (1995), apos avaliar a aplicacdo
de 0,5% de acido latico e 0,05% de benzoato de sodio em carne de frango,
demonstream a inativacdo e o controle da multiplicacdo de Salmonella spp., E. coli
0157:H7 e Campylobacter jejumorém, foi verificado menor eficiéncia para controle
de L. monocytogenes S. aureus. A combinacdo desses sanitizantes também permitiu
um retardamento na multiplicacéo de psicrotroficos a 4 °C.

No estudo realizado por Greer & Dilts (1995), a aplicacdo da solucdo de &cido
latico a 3% em carne suina teve agéo bactericida e também bacteriostatica sobre micro-
organismos deteriorantes (Pseudomonas fragBrochotrhix thermosphactae
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patogénice (L. monocytogenes, Yersinia enterocolitiea®deromonas hydrophilaque

eram inoculados na carne. Reducdes significativas das contagens bacterianas foram
verificadas logo apds a aplicacdo do acido e também a estabilizacdo das contagens apos
diferentes dias de estocagem da carne (até 15 dias a 4 °C). Na mesma pesquisa, 0
experimentos foram feitos com dois tipos de carne suina, um contendo tecido gorduroso
e 0 outro ndo: verificou-se que na carne com gordura o acido teve maior acao
bactericida, permitindo maiores reducdes das contagens bacterianas quando comparado
a carne sem gordura. Uma das razdes para a obtencdo desses resultados foi a reducéo d
pH em carne promovida pela gordura presente. Meios com pHs baixos permitem uma
menor dissociacdo do acido aplicado, fazendo com que maiores concentracfes da
porcdo nado-dissociada do acido latico estejam disponiveis no meio, porcdo que €
justamente a responsavel pelo efeito antimicrobiano (Greer & Dilts, 1995).

Pipek et al. (2005) avaliaram a combinacéo de dois tratamentos (vaporizacéo e
aspersao de acido latico a 2%) aplicados em carcacas bovinas ao final da linha de abate,
e observaram que as contagens de micro-organismos psicrotroficos e mesadfilos apds o
tratamento reduziu entre 1 e 3 logs de Unidades Formadoras de Colbénias (UFC) apds 5
dias de estocagem em baixas temperaturas.

Apoés comparar a efetividade dos métodos (aspersao versus imersao) utilizando
agua ou acido latico a 4,4% na reducao de patégenos inoculados em carne bovina, Wolf
et al. (2012) demonstraram que a imersdo em acido latico promoveu reducdes
significativas das populacbes de E. coli O7:(0,91 a 1,41 log), E. coli shiga
toxigénica- STEC (0,48 a 0,82 log Salmonella spp. (0,51 a 0,81 Joglenhum outro

tratamento promoveu redugdes significativas nas contagens bacterianas.
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4. Tolerancia acida de Salmonella spp.

A toleréncia acida é uma caracteristica encontrada em determinados micro-
organismos, e € um fator que permite sua sobrevivéncia durante o estresse acido,
condicdo encontrada, por exemplo, nos alimentos. Mas também € uma caracteristica
importante aos patdégenos de origem alimentar que precisam sobreviver as condi¢coes
acidas presentes no estbmago do homem (Lues & Theron, 2011). Estas respostas
adaptativas ocorrem em varios sorotipos de S. enterica, como por exemplo, S.
Typhimurium, S. Agona, S. Anatum, S. Enteritidis, S. Gaminara, S. Heidelberg, S.
Javiana, S. Mbandaka, S. Michigan, S. Montevideo, S. Poona, S. Leitura, S. Saintpaul, S
Senftenberg, e S. Typhi (Alvarez-Ordofiez et al., 2011).

Desde a década de 1990 numerosos estudos tém surgido descrevendo a relacéo
dos mecanismos de tolerancia acida de Salmonella spp. com outros fatores, como a fase
de multiplicacdo da bactéria (fase exponencial ou estacionaria), temperatura, modo de
acidificacdo (acidos organicos ou inorganicos), constituintes do meio e viruléncia
(Alvarez-Ordofiez et al., 2011). Acredgaque determinados genes que participam do
mecanismo de tolerancia acida estejam envolvidos na regulacdo de genes encontrados
nos plasmideos de viruléncia (spv) presentes em Salmonella spp. Estes genes de
viruléncia influenciam as taxas de multiplicacdo da bactéria no interior de células
hospedeiras, durante infeccbes sistémicas (Chen et al, EOG&daily et al., 1997
Fang et al., 199Heiskanen et al., 1994).

Além disso, outro fator importante € que o estresse acido pode proporcionar
protecdo cruzada contra outros desafios ambientais que a bactéria encontrar. Ao expor
as células que estdo em fase de multiplicacdo (exponencial) a um estresse acido, estas
podem proporcionar uma protecdo contra outros tipos de danos, tais como estresse
oxidativo, calor, osmolaridade e danos ao DNA. Entretanto, sabe-se que resposta
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reciproca de protecdo cruzada ndo ocorre, ou seja, 0 estresse oxidativo ndo induz
tolerancia acida (Audia et al., 2001).

Apesar dos esforcos significativos feitos recentemente para caracterizar a
tolerancia acida e relaciona-la a fatores ambientais ou intrinsecos das bactérias, ainda
encontra-se na literatura resultados bastante contraditorios. Neste sentido, mais estudos
devem ser realizados para se obter uma visdo completa dos parametros criticos que

est&o envolvidos na indugédo de uma tolerancia acida (Alvarez-Ordofiez et al., 2011).

4.1. Mecanismos moleculares envolvidos na tolerancia acida de Salmonella spp.

Como foi descrito anteriormente, o desenvolvimento da tolerancia acida pode
ser influenciada pelo estagio de multiplicacdo da bactéria. Dependendo do estagio em
gue o0 micro-organismo se encontra (exponencial ou estacionaria), diferentes sistemas de
adaptacdo a estas condicfes poderdo ser asivamanomento em que houver um
estresse acido.

Na fase de multiplicacdo bacteriana (fase exponencial), a tolerancia acida sera
ativada quando o pH do meio for moderado (4,5-58) células normalmente se
multiplicam ativamente a um pH neutro (7,0-7,7), porém podem morrer rapidamente
guando encontrarem uma condi¢cdo com pH abaixo de 4. Para que 0s micro-organismos
possam sobreviver, € preciso entdo se adaptarem primeiro a um pH mediano, de 5,8 por
um periodo de 30 a 6Min. A partir desta adaptacdo a proxima geracdo bacteriana
apresentara uma maior tolerancia acida a pHs extremos (3,0) (Foster & Hall, 1990).
Neste caso, 0 sistema que atua e permite que células adaptadas a pHs moderados
sobrevivam a pHs mais baixos, € conhecido como Homeostase de Emergéncia, e
ativado através da descarboxilagdo de lisina ou arginina (Alvarez-Ordofiez et al., 2011
Foster, 2000). A descarboxilacdo da lisina € composta por um regulador de transcricdo
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do operon CadBA (CadC), uma enzima de descarboxilacdo da lisina (CadA) e um
transportador de membrana lisina-cadaverina (CadB) (Foster, 2000). No momento em
que as condicdes externas apresentarem um pH reduzido, a lisina (CadC) atuara como
um sensor e também como regulador da transcricdo do operon CadBA. ApoOs esta
inducdo, a enzima CadA promovera a descarboxilacdo da lisina convertendo-a em
cadaverina, com o consumo de 1 proton que resultara no aumento do pH interno da
célula. Através do transportador de membrana CadB, a cadaverina sera entao
transportada para o meio extracelular (Figura 1) (Alvarez-Ordofiez et al;, FRixtdr,
2000).

Outro sistema semelhante descrito € o da arginina, que sofre descarboxilacéo
pela enzima AdiA e perde um préton, com consequente aumento do pH celular interno.
Agmatina € entdo transportada para o meio externo através do transportador AdiC

(Figura 1) (Alvarez-Ordofiez et al., 2011).

Extracellular

@ @ environment

Cytoplasmic
membrane

Intracellular
environment

Figura 1. Esquema de uma membrana celular de Salmonella spp. contendo os dois sistemas de

descarboxilase dos aminoécidos Lisina e Arginina. Fonte: Alvarez-Ordofiez et al. (2011).

No entanto, apenas a atuacdo da Homeostase de Emergéncia ndo € suficiente
para promover uma efetiva tolerancia acida. Sao necessarios que outros sistemas atuem
ainda na fase exponencial da bactéria. Nesta situacdo também conhecida como “pds-
choque”, dois grupos serdo ativados: Fator Sigma Independente e Fator Sigma

Dependente, ambos mecanismos responsaveis pela producdo de ASPs (acid shock
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proteins) que atuam na protecdo da célula contra danos ao estresse acido (Bearson et al.,
1997).

No primeiro grupo, Fator Sigma Independente, estdo 0s componentes
regulatorios PhoP/Q e Fur. PhoP/Q confere protecdo aos acidos inorganicos, aos
macrofagos e aos peptideos antimicrobianos. Além disso, é ativado em condi¢cdes
ambientais com baixas concentracdes dé' Mt a proteina Fur esta ligada a aquisicédo
de ferro pelas bactérias, mas também estd envolvida no controle de ASPs que
contribuem para a tolerancia a acidos organicos. Porém nao sacsedr¢o como a
proteina Fur regula esta sintese de ASPs (Audia et al., 2001).

No segundo grupo, Fator Sigma Dependente, esta 0 mecanismo conhecido
como fator sigma alternativo RpoS, o qual é essencial para permitir a sobrevivéncia de
Salmonella spp. sob condi¢des de estresse acido que poderdo ser encontradas no meio
durante a fase exponencial (Hengge-Aronis, 2002).

Na fase estacionaria da bactéria a tolerancia acida podera ser ativada por dois
sistemas distintos. No momento em que a célula bacteriana encontrar condicdes de
estresse acido, o sistema controlado por uma proteina chamada OmpR podera atuar.
Esta proteina sera ativada quando passar para seu estado fosforilado, capaz entdo de
induzir a expressdo de varios genes necessarios para promover a resposta adaptativa.
Apesar de se conhecer bem a importancia dessa proteina na resisténcia de Salmonella
spp. ao estresse acido, os mecanismos que a OmpR utiliza para regular a expressédo dos
genes envolvidos na tolerancia acida ndo estéo esclarecidos (Bang et al., 2000).

Outro sistema importante que estard presente nesta fase do desenvolvimento
bacteriano é o fator sigma alternativo RpoS. Como foi descrito anteriormente, este
mecanismo também exercera sua funcédo nas condi¢des acidas encontradas ja na fase
exponencial da bactéria. Esse fator é regulado de uma forma bastante complexa, e por
esse motivo sera descrito com mais detalhes no préximo item.

21



4.2. Regulacéo do fator sigma alternativo RpoS.

Muitas bactérias se adaptam as mudancas do meio através da utilizacdo de
fatores sigmas alternativos. Durante a fase exponencial e na transicdo para a fase
estacionaria de Salmonella spp., o fator sigma alternativo RpoS, também conhecido por

c° ou c°8

, € codificado pelo gene rpoS. Trata-se de uma proteina capaz de ligar a
molécula de RNA polimerase a promotores de genes envolvidos em varias condi¢des de
estresse, incluindo pH acido. A partir desta ligacdo inicia-se a transcricdo de RNA
mensageiros, capazes de traduzir proteinas responsaveis por proteger a célula bacteriana
contra os danos provocados pelo estresse (Lues & Theron, 2011).

O ¢° comeca a ser produzido jA na fase de multiplicacdo exponencial da
bactéria. Nesta fase, porém, as concentragdes de ¢° S0 mais baixas pelo fato de ser
rapidamente degradado (tempo de meia vidamir}. Quando a célula entra na fase
estaciondriapu entdo encontra uma condi¢do 4acida, a meia vida do ¢° aumenta para
mais de 30nin. Este aumento da estabilidade do fator sigma promove sua acumulacgéo e
entdo permite a expressdo de genes dependentes do ¢° (Bearson et al., 1998/oreno et
al., 2000).

A degradagdo do ¢° ocorre pela atuacdo de uma protease ClpXP e de uma
proteina MviA. Ja foi claramente demonstrado que a proteina MviA exibe dois tipos de
interagdes, uma com o ¢°€ uma com a subunidade ATPase da protease (a porcéo ClpX).
A interacédo da porcdo rminal da proteina MviA permite a ligagdo com o ¢°, jA a
porcao N-terminal permite a ligagdo com a protease ClpX. Assim, acredita-se que a
proteina MviA apresenta o ¢° a ClpX, possibilitando a formacédo de uma ponte entre as

duas proteinas (Foster, 2001).
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No momento em que houver estresse acido, o fator sigma ndo € mais
degradado e por isso acumula-se na célula. Nao se sabe ao certo como a gwesenca
acido impede esta degradacdo, porém acredita-se que o acido possa influenciar na
fosforilacdo das porcbes amino terminais da proteina MviA impedindo sua interacao

com ClpX e ¢° (Figura 2) (Foster, 2001)

Estresse
Acido
Acumulo

A

rpoS —» RNAm — Proteina 0 —» Degradacdo

Estresse T
Acido
Mvid
ClpXP

Figura 2. Aspectos da regulagdo do rpoS na presenca de estresse acido. Durante o estresse acidc
a transcricdo do gene r$é ativado e a degradagdo do ¢° & inibida, permitindo seu acimulo.
Fonte: Modificado de Foster (2001).

Na Figura 3 também é possivel observar como as diferentes condi¢cdes de
estresse influenciam a regulacdo do ¢°. A alta densidade celular, baixas temperaturas,
alta osmolaridade e baixo pH estimulam a traducdo do RNA mensageiro em proteina
(c®). Além disso, a degradacdo do fator sigma alternativo pode ser impedida quando as
condicOes de altas temperaturas, caréncia de carbono no meio e baixo pH estiverem

presentes.
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temperaturas Baixo pH
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celular \
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rpoS ——» RNAmM » Degradacio

Baixas

genes dependentes do o

Figura 3. Ainfluéncia de diversas condi¢des de estresse na regulagio do c°.

Fonte: Modificado de Hengge-Aronis (2002).

4.3. Caracteristicas Moleculares do genestpo

Estudos revelam que o RNA mensageiro que originaé policistronico, ou

seja, traduz uma mensagem com informacfes de mais de um gene, neste caso 0 rpoS e c
nlpD. Caso delecdes sejam feitas na regido dos promotores nlpD, uma reducéo de até
40% na expressdo de rpoS podera ser observada durante a fase exponencial de
multiplicacdo bacteriana. Isto indica que uma fracdo substancial de pequenos niveis de

c°séo sintetizados pela porcéo policistronica do RNAm que compreende a porcéo nipD.

(Hengge-Aronis, 20Q4.ange et al., 199%aesold & Krause, 1999).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo da presente pesquisa foi demonstrar o comportamento de
Salmonella spp. em diferentes situacdes de estresse acido, determinadas por acido latico

e acido acético em diferentes pHs e tempos de exposicéo.

Objetivos especificos

v' Avaliar as variacdes das populacdes de Salmonella spp. em diferentes condicées
de estresse acido, simuladas em caldo com &cido latico e acido acético

v Mensurar a expressédo de genes relacionados a tolerancia em estresse acido: rposS,
nlpD, clpP, clpX e mviA

v Associar as variacbes na expressdo dos genes relacionados a tolerdncia em

estresse acido com as popula¢cées de Salmonella spp. nas condicdes avaliadas.
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Resumo

Em condicdes de estresse acido, micro-organismos do género Salmonella spp. utilizam
como estratégia de sobrevivéncia um complexo mecanismo de tolerancia que envolve
0s genes rposS, nlpD, clpP, clpX e AviO presente estudo tem como objetivo associa

as variacfes na expressao desses genes com as populacdes de Salmonella spp. durant
estresse acido, condicdo que pode ser encontrada pela aspersédo de acidos organicos en
carcacas bovinas para descontaminacao microbiolégica. Trés cepas de Salmonella spp.
dos sorotipos Derby, Typhimurium e Meleagridis foram semeadas em caldo extrato de
carne com pH (4,0, 5,0, e 6,0), ajustados com acido latico e acido acético, e incubados
por 6, 12, 24 e 48 h a 37 °C. As populacdes bacterianas foram monitoradas por
plagueamento direto, e a expressdo dos genes por gPCR. Os resultados revelam que
Salmonella spp. pode se adaptar aos acidos testados (acético e latico), principalmente
guando estdo em pH 5,0 ou 6,0, com expressao evidente do gen&mpp8. 4,0,

houve reducdo completa das populacdes de Salmonella spp. apdés 6 ou 24 h de
incubacdo. A capacidade de adaptacdo de Salmonella spp. em pH 5,0 e 6,0, ressalta a
importancia de um monitoramento adequado da reducdo de pH durante aspersdo de
acidos organicos em carcacas bovirlagmportante que ocorra um equilibrio entre
aplicacao de &cidos organicos em concentra¢des que garantam o controle de Salmonella
spp. e de outros micro-organismos, e a auséncia de efeitos negativos sobre qualidade
sensorial dos produtos carneos, assim como descoloracdo e exsudacdo. Os dados
obtidos neste estudo podem ser complementados com o desenvolvimento de pesquisas
envolvendo sistemas carneos para demonstracdo desse comportamento.

Palavras-chaves Salmonella spp., tolércia acida, acido latico, acido acético, gPCR.
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Abstract

Under acid stress conditions, Salmonella spp. has as a complex mechanism of tolerance
that involves the genes rpoS, nlpD, clpX, clpP, and mviA. The aim of the present study
is to associate the variations in the genes expression and the populations of Salmonella
spp. under acid stress condition, a situation usually found during the microbiological
decontamination of bovine carcasses using organic acid spraying. Three strains of
Salmonella serovar Derby, Typhimurium and Meleagridis were inoculated in meat
extract brothadded lactic acid or acetic acid at final p#0, 5.0, 6.0, and incubated for

6, 12, 24 and 48 h at 37 ° C. Bacterial populations were monitored by direct plating, and
the genes expression by gPCR. The results show that Salmonella spp. can adapt to the
tested acids (acetic and lactic), especiatlpH 5.0 and 6.0, with evident expression of

the rpoS gene. At pH 4.0, there was a complete reduction of the Salmonella spp.
populations after 6 or 24 h of incubation. The adaptability of Salmonella spp. at pH 5.0
and 6.0, emphasizes the importance of adequate monitoring of pH reduction during
organic acids spraying in bovine carcasses. The ideal concentration of organic acids for
the application in meat products depends in the balance between the pathogen
contamination reduction and the absence of negative effects under sensorial quality. The
data obtained in this study can be complemented with research involving meat systems
to demonstrate this behavior.

Keyowords: Salmonella spp., acid tolerance, lactic acid, acetic acid, gPCR.
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1. Introducéo

A sanitizacdo de carcacgas bovinas com aspersao de acidos organicos tem sido
rotineiramente utilizada por abatedouros e frigorificos nos Estados Unidos e Canada,
visando minimizar riscos de contaminacdo por micro-organismos patogénicos e
deteriorantes (Adams & Hall, 198®elmore et al., 1998Goddard et al., 1996).
Entretanto, a utilizacdo dessas substancias pode mascarar possiveis falhas, ou mesmo
auséncia de procedimentos higiénicos adequados, apontadas como razdes que impedem
a sua utilizacaem paises da Unido Europeia e no Brasil (Del Rio et al., 2007).

Os principais acidos organicos utilizados como sanitizantes de carcacas Sao 0s
acidos latico, acético e citrico. Suas concentracdes durante a aplicacdo podem variar de
1 a 5% dependendo do acido ou da etapa de processamento da carne. Possuem atividade
bactericida quando estdo na forma n&o dissociada, comprometendo varias funcdes
metabodlicas nos micro-organismos, como interferéncia na expressao proteicag inibic
na producdo de ATP, acumulo de anions, aumento da pressdo osmatica e consequente
reducdes nas taxas de multiplicacédo bacteriana (Lues & Theron, 2011).

Para a utilizacdo adequada desses sanitizantes, é necessario o esclarecimento
de como os micro-organismos se comportam e quais fatores interferem durante a acéo
bactericida dos acidos. Esse conhecimento, por exemplo, permitiria evitar a selecdo de
micro-organismos resistentes a acidos organicos, o que repri@sentaimportante
risco a saude dos consumidores (Smulders & Greer, 1998). Adicionalmente, seria
possivel definir as condi¢cBes ideais de sua utilizacdo, visando o controle de diferentes
grupos microbianos.

Patogenos sdo usualmente os principais alvos de controle pelas indastrias de
alimentos e quando estdo sob a acdo dos acidos organicos podem apresentar
comportamentos variaveis (Dubal et al., 20B4eer & Dilts, 1995Hwang & Beuchat,
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1995 Tinney et al., 1997Wolf et al., 2012). Salmonella spp., um importante patdgeno
associado a carne bovina, utiliza como estratégia de sobrevivéncia em estresse acido,
um complexo mecanismo de tolerancia que envolve varios gesgsnes rpoS e nip
promovem a expressdo de proteinas de choque acido que protegem a célula bacteriana
contra danos provocados pelo estresse, e 0s genes clpP, clpX e mviA estdo envolvidos
na regulacdo dessas proteinas no interior da célula (Foster H#@fge-Aronis, 2002

Lange et al., 1993 ues & Theron, 201;1Paesold & Krause, 1999).

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar as variacbes em populacbes de
Salmonella spp. e expressdo de genes relacionados ao estresse acido em ensaios
controlados com acido latico e acido acético em diferentes pHs e tempos de exposicéo,
visando a demonstracdo das possiveis interacdes microbianas que ocorrem nessas

condicoes.

2. Material e Métodos

2.1. Micro-organismos

Foram utilizados 79 isolados de Salmonella spp. provenientes de diferentes
etapas de producdo de carne bovina e suina: amostras de campo, ambientes de
processamento e produtos finais. Correspondem aos projetos realizados pelas
Universidades, Federal do Parana (UFPR - campus Palotina) e Federal de Vigosa (UFV)
(Tabela 1). Todos os isolados foram previamente identificados por reacdes soroldgicas,
e mantidos em caldo tripticase de soja (TSB, Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra)
adicionado de glicerol a 20% (v/v) a -20 °C. Para utilizacdo nos experimentos descritos
a seguir, aliquotas das culturas estocadas eram transferidas para TSB (Oxoid),

incubadas a 37 °C por 24 h, e as culturas obtidas diluidas até atingir uma turbidez
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semelhante a escala 1 de MacFarland (3%Urlidades Formadoras de Coldnias por
mililitro - UFC/mL).

Tabela 1. Sorotipos e origens das cepas utilizadas no presente estudo.

Sorotipo n Origem
S. Dublin 7 carcaca bovina (7)
S. Derby 16 carcaca bovina (8),

amostra de campo-suinocultura (6),
carcaga suina (1),
fezes em abatedouro suino (1)

S. Agona 1 amostra de campo-suinocultura (1)

S. Typhimurium 28 amostra de campo-suinocultura (20),

fezes em abatedouro suino (4),

carcaca suina (3),

agua residual/lavagem de carcaga suina (1)
S. Mbandaka 7 amostra de campo-suinocultura (5),

fezes em abatedouro suino (2)

S. Give 2 carcaca bovina (2)
S. enterica subs. Salamae 3 carcaca bovina (3)
S. Panama 3 carcaca suina (1),

amostra de campo-suinocultura (1),
fezes em abatedouro suino (1)
S. Worthington 1 fezes em abatedouro suino (1)

S. 4,5, 12 9 amostra de campo-suinocultura (5),
fezes em abatedouro suino (1),
carcacga suina (3)

S. Infantis 1 carcaca bovina (1)

S. Meleagridis 1 fezes em abatedouro suino (1)

2.2. Pulsed Field Gel Eletrophoresis - PFGE

A determinacdo dos perfis genéticos de todas as cepas da colecdo de culturas
foi realizada por PFGE apoés restricdo com a enzima Xbal. As culturas previamente
obtidas foramliluidas para atingirem valores de absorbancia de 1,0 (A = 660 nm), e 400
puL foram transferidos para micro-tubos contendo 20 pL de uma solucédo de proteinase
K (20 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 400 pL agarose a 1% (m/v)
(Megabase Agarose, Bio-Rad Laboratories), para construcdo dos plugs. As etapas de

lise celular e lavagem dos plugs, seguiram o protocolo da PulseNet, para subtipagem
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molecular de Escherichia coli 0157:H7, sorotipos de Salmonella spp., Shigellaesonnei
Shigella flexneri (PulseNet, 2013).

Durante a etapa de restricdo enzimatica, fragmentos dos plugs foram colocados
em micro-tubos contendo 5 pL de uma solucédo com a enzima Xbal (10 U/uL, Promega,
Madison, WI, EUA), 20 uL de solucéo de restricdo 10X (Promed&b uL de agua
estéril. Apos incubacdo a 37°C por 2 h, a separacdo dos fragmentos oriundos da
restricdo foi realizada utilizando-se gel de agarose 1% (m/v) (Agarose, LE, Analytical
Grade, Promega) em um sistema de eletroforese em campo pulsado (CHIEFER-

Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) a 6 V/cm e angulo de 120°, durante o periodo de
19 h. Para verificagcdo das bandas, a coloracdo do gel foi realizada em banho de
GelRedM Nucleic Acid Stain (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) e a visualizacdo em
transiluminador. PulseMarker (50-1.000kb) (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) foi
incluido em todos os géis como marcador de peso molecular. A analise dos perfis de
restricio e a construgcdo do dendrograma foram realizados utilizando o software
BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Gand, Belgium), considerando um coeficiente de

Dice em 5% para similaridade.

2.3. Deteccao dos genes associados a tolerancia acida

A partir dos dados obtidos no PFGE, 35 perfis genotipicos com grau de
similaridade de 98% foram identificad@sem seguida, selecionados para deteccédo dos
genes de tolerancia acida (rpoS, nlpD, clpP, clpX e mviA) e do gene housekeeping
(gmK). A extracdo de DNA foi conduzida a partir das 35 cepas representantes de cada
um dos perfis genéticos identificados por PFGE, utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega), segundo as indicacdes do fabricante.

Os primers utilizados para deteccao dos genes rpoS, nlpD, clpP, clpX e mviA,
foram desenhados a partir dos acessos obtidos no banco de da@ask; pelo
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programa DNAMAN, e a sequéncia do primer utilizado na deteccdo do gene gmK foi
obtida de um estudo realizado por Botteldoorn et al. (2@@65)jeacbes de PCR foram
compostas por 12,5 pL de Go Taqg Green Master Mix, 2X (Promega), 2,0 puL de DNA,
1,0 uL de cada primer (10 pmol/uL) e 8,5 pL de &gua ultra pura e livre de DNA
(Promega). As condicdes da reacdo de amplificacdo por PCR foram: desnaturacdo
inicial a 94 °C por 1 min; 30 ciclos de desnaturacdo a 93°C por 1 min, anelamento em
diferentes temperaturas (Tabela 2) por 1 min, e extensdo a 72 °C poreextensao

final a 72 °C por 5 min. A verificacdo da amplifiéacdos produtos de PCR, foi
realizada por eletroforese em gel de agarose (1%, Promega) corado com™GelRed
Nucleic Acid Stain (Biotium) e visualizado em transiluminador. Os tamanhos dos
fragmentos obtidos também estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias dos primers obtidas através do nimero de acesso do genbank ou de
estudos prévios, e respectivos produtos de PCR (pb) e Temperatura de Anelamento.

gene sequéncia dos primers tamanho temperatura de referéncia/n°®
alvo frag. (pb) anelamento acesso
GeneBank

rpoS F:GGTGAGATTGGGTATTCACC 213 50°C NC_011294
R:TTCTCGACTGCACGGATAAGC

nlpD F-TATGGCTGGCAGGTTGTACC 237 50°C NC_011294
R:CCCATTTTCCATCTGCACG

clpP F:GATGGTCATTGAACAGACC 226 50,4°C NC_011294
R:GTGTCATAGATGGACATCC

clpX F:CAAAAGCCAGCATGAAGTGC 275 50,4°C NC 011294
R:TAACTCGACGCCATTGCTGG

mviA F-TGTATTTCGCTCGCTTCTGG 165 56,8°C AM933172.1
R:TTTCTACCAGTTTGAGACC

gmK FTTGGCAGGGAGGCGTTT 101 52,1°C Botteldoorn et
R:GCGCGAAGTGCCGTAGTAAT al, 2006

2.4. Expressao de genes relacionados a tolerancia a acidos organicos

Micro-organismos. Considerando os perfis genéticos obtidos por PFGE e a presenca de
genes relacionados a tolerancia acida, trés cepas de Salmonella spp. foram selecionadas
para realizagdo dos ensaios in vitro: cepa | (S. Derby), cepa Il (S. Typmm e cepa

Il (S. Meleagridis). Cada cepa foi semeada em placas contendo &gar Xilose Lisina
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Desoxicolato (XLD, Oxoid), incubadas a 37°C durante 24 horas. Com o auxilio de um
swab, as colonias isoladas foram transferidas um tubo de ensaio contendo 9 mL de
caldo extrato de carne, preparado conforme descrito por Freney et al. (1999), até atingir
uma turbidez semelhante a escala 4 de MacFarland, que corresponde a
aproximadamente 1,2x1QFC/mL.

Tratamentos. Aliquotas de 1 mL de cada uma das cufaras transferidas para tubos
contendo 9 mL de caldo extrato de carne (Freney et al., 1999) com valores de pH
ajustados para 4,0, 5,0 e 6,0, ajustados com solucdes de acido acético (4%, v/v) acido
latico (4%, v/v). Como controle, as culturas também eram transferidas para tubos
contendo caldo extrato de carne com pH ajustado em 7,0. Ao final foram obtidos sete
tratamentos para cada cepa testada. Cada tratamento foi incubado a 37 °C por 48 h, e
apos 0, 6, 24 e 48 h de incubacéo, aliquotas das culturas foram retiradas e utilizadas
para estimar as populacdes bacterianas por plaqueamento direto e expressdo dos genes
relacionados a tolerancia acida por gPCR.

Monitoramento das populacfese &almonella spp. Nos intervalos estabelecidos,
aliquotas de 1 mL foram retiradas dos tratamentos e submetidas a diluicdo seriada em
escala decimal com NaCl 0.85% (m/v), e semeadas por profundidade em agar padrao de
contagem (Oxoid) com incubacdo a 37°C por 24 h. As colénias formadas foram
enumeradas e 0s valores expressos ey tiyUnidades Formadoras de Coldnias por

mL (Log UFC/mL). A partir desses resultados, os calculos das taxas de multiplicacédo
bacteriana foram obtidos para avaliar em porcentagem o aumento ou a reducdo das
populacdes quando em contato com o0s acidos organicos, em funcdo das contagens
bacterianas que néo receberam tratamento acido.

Monitoramento da expressao de genes relacionadmder@ncia acid. Nos intervalos
estabelecidos, aliquotas de 250 L foram retirdoggratamentos para extragdo do RNA total,
segundo o protocolo indicado pela Life Technolo@&snd Island, NY, EUA), utilizando-se
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uma solucdo de Trizol (Life)O RNA extraido foi quantificado por espectrofotamaet
utilizando NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientifiw;., Waltham, MA, EUA

O RNA extraido foi submetido a uma etapa de purificacéo para a elimirecao d
DNA presente nas amostras. Em micro tubos estéreis foram adicionados 300 ng do
RNA extraido das amostras, 1 ul de Reaction Buffer a 10X (200mM Tris-HCI, pH 8,3,
20mM MgCh), 1 pl de DNAsel (1U, Sigma-Aldrich) e agua livre de nuclease
(Promega) até completar o volume de 10 pl. Em seguida os micro-tubos eram colocados
em termociclador e permaneciam por 10 min a 37 °C. Apdés essa etapa, 1 uL de Stop
Solution DNAse (50 mM de EDTA) foi adicionado por tubo para interromper a reacao
de purificacdo do RNA.

Apos purificacdo, 50 uM de primer Random Hexamer (Invitrogen) e 10 mM da
mistura de desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, Invitrogen) foram
adicionados em cada tubo, e entdo acondicionados em termociclador durante 5 minutos
a 65 °C,e1lmina4 °C. Em seguida, 4 puL de First Buffer 5 X (250 mM Tris-HCI
pH8,3; 375mM KCI, 15mM MgG), 2 pL de DTT (Invitrogen) e 1 uL de RNAse Out
(40 U, Invitrogen) foram adicionados por tubo e incubados a 37 °C por 2 min. Ao final,

1 ul (200U) da enzima transcriptase reversa Moloney Murine Leukemia (Mri4LV

RT) (Invitroger) foi adicionada a reacdo, e 0s micro tubos foram novamente
transferidos para termociclador para uma corrida de 10 min a 25 °C, 50 min a 37 °C, e
15 min a 70 °C. Ao final dessas reacoes, foi obtido o cDNA de cada tratamento nos
diferentes periodos de incubacao avaliados.

Através da técnica de Real-Time PCR quantificacdo relativa (QPCR), as
alteragcbes na expresséao dos genes rpoS, nlpD, clpP, clpX e mviA puderam ser estudadas
conforme as diferentes condicbes acidas testadas. Para se obter uma quantificacdo
relativa dos mesmos, foi necessario a utilizacdo de um controle enddégeno, neste caso o
gene gmK (Botteldoorn et al., 2006). Para cada gene estudado, foram realizadas reacdes
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em triplicata formadas por 10 pL de SYBR Green PCR Master Mix (2X) (Sigma-
Aldrich), 1 pL dos primers relacionados ao gene alvo na concentracdo final de 2
pMol/uL (Tabela 2), 1 pL do cDNA obtido anteriormente na concentracdo de
aproximadamente 15 ng/uL e agua livre de nuclease (Promega) até completar o volume
final de 20 pL.As reacdes foram realizadas em placas com 48 micro-compartimentos
no equipamento Eco Real Time PCR System (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA), que
foi programado para que as reacdes passassem por uma etapa de incubacdo de 2 min ¢
50 °C, seguida da ativacéo da polimerase por 10 min a 95 °C, e 40 ciclos 40 ciclos nas
seguintes condi¢des: 95 °C por 20 s e 60 °C por 1 min. Ao final, uma etapa de
dissociacéo foi realizada (95 °C por 15 s, 55 °C por 15 s e 95 °C por 15 s) para a
obtencéo da curva de Melting, para verificar a especificidade de cada reacdo. Em cada
corrida foram utilizados dois controles negativos, sendo uma reacdo sem o cDNA e uma
reacao de cDNA sem a enzima transcriptase reversa (M-MLV RT).

Finalmente, os resultados dos valores médios de curvas theresfold (Cts) obtidos
por triplicata foram utilizados para calcular a expressao génica relativa dos genes alvos

através do método comparativo utilizando a formifia2(Livak & Schmittgen, 2001).

3. Resultados e Discussao

A analise de similaridade dos perfis genéticos obtidos por PFGE dos 79
isolados de Salmonella spp. considerados no presente estudo € apresentada da Figura 1.
Por essa analise, foi possivel identificar 35 perfis genotipicos distintos considerando um
grau de similaridade de 98%, e também perfis de macrorestricdo com 6 a 15 fragmentos
ou bandas (Figura 1). Adicionalmente, foi possivel o agrupamento das cepas em 3
grandes clusters, com taxas de similaridades entre os isolados variando entre 70 e 90%
(Figura 1).
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Figura 1. Os perfis genotipicos dos isolados de Salmonella spp. estdo agrupados em trés

principais clusters, sendo que e os isolados destacados em vermelho foram os utilizados nos



Considerando esses resultados, uma cepa representativa de cada perfil genético
foi selecionada para a pesquisa dos genes relacionados a tolerancia acida (rpoS, nlpD,
clpP, clpX, mviA) e do gene housekeepimgK) (Figura 1). Todas as 35 cepas
selecionadas apresentaram resultado positivo para todos os genes pesquisados (Figura
2), demonstrando que 0s mesmos estao presentes num conjunto de cepas de Salmonella
spp. com diferentes perfis genéticos e evidenciando a capacidade desse género em

desenvolver mecanismos de resisténcia a ambiente acido.

C- oS nipD  clpP clpX  mviA

gmK

Figura 2. Produtos de PCR dos genes rpoS (213pb), nlpD (237pb), clpP (226pb), clpX (275pb),
mviA (165 pb)egmK (101pb). O controle negativo estd identificado como c-.
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Figura 3. Variacdes da expresséo dos genes relacionados a resisténcia acida {Sdperby
durante os intervalos de analise de 0, 6, 24 e 48 horas. A, B e C: Testes realizados com acido
latico em pH 6,0, 5,0 e 4,0, respectivamente. D, E e F: Testes realizados com acido acético em
pH 6,0, 5,0 e 4,0, respectivamente. Gene rpe3J, Gene nlpD (-0-), Gene clpRQ,
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Figura 4. Variacbes da expressao dos genes relacionados a resisténcia acida (dperby
durante os intervalos de analise de 0, 6, 24 e 48 horas. A, B e C: Testes realizados com acido
latico em pH 6,0, 5,0 e 4,0, respectivamente. D, E e F: Testes realizados com acido acético em
pH 6,0, 5,0 e 4,0, respectivamente. Gene rpeJ, Gene nlpD (-0-), Gene clpRQ,
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Figura 5. VariacOes da expressao dos genes relacionados a resisténcia acida (S. Meleagridis
cepa ll) durante os intervalos de andlise de 0, 6, 24 e 48 horas. A, B e C: Testes realizados com
acido latico em pH 6,0, 5,0 e 4,0, respectivamente. D, E e F: Testes realizados com acido

acético em pH 6,0, 5,0 e 4,0, respectivamente. Gene rg9SGene nlpD (-0-), Gene clpR

), Referéncia -¢-).

49



Tabela 3. Taxas de multiplicagéo de S. Derby (cepa I) quando em contato com acido latico e

acido acético em diferentes pHs e tempos de exposicao.

acido pH Tempo
Oh 6h 24h 48h
6.0 0,3% -5,8% 1,3% 3,8%
acido latico 5.0 1,5% -5,4% 2,3% 0,5%
4.0 24%  -375% SC SC
6.0 1,9% -2,9% 2,0% 1,1%
acido acético 5.0 3,5% -4,8% -1,3%  -5,0%
4.0 -3,8% SC SC SC

SC: sem contagem

Tabela 4. Taxas de multiplicacdo de S. Typhimurium (cepa Il) quando em contato com acido

latico e acido acético em diferentes pHs e tempos de exposi¢ao.

acido pH Tempo
Oh 6h 24h 48h
6.0 3,3% 0,0% -6,9%  3,1%
acido latico 5.0 0,7% 8,9% 2,6% 3,1%
4.0 -2,6% SC SC SC
6.0 0,7% 2,7% -6,8% 4,9%
acido acético 5.0 0,7% -6,9% -8,3% 2,8%
4.0 -43% SC SC SC

SC: sem contagem

Tabela 5. Taxas de multiplicacdo de S. Meleagridis (cepa Ill) quando em contato com acido

latico e acido acético em diferentes pHs e tempos de exposicao.

acido pH Tempo
Oh 6h 24h 48h
6.0 -1,9% -1,1% -2,9%  -0,2%
acido latico 5.0 23% -2,7% -3,0% 0,6%
4.0 -1,9%  -38,6% -76,4% SC
6.0 -1,8%  -39% 2,0% -0,9%
acido acético 5.0 -1,9% -6,2% -9.4%  -8,4%
4.0 -89% -57,0%0 SC SC

SC: sem contagem
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As alteracbes observadas no comportamento das populacdes de Salmonella
spp. em contato com acido latico ou acético em diferentes pHs (tabelas 3, 4 erb), pode
ser explicadas pela expressdo de genes que estdo envolvidos no mecanismo de
tolerancia acida desta bactéria (figuras 3, 4 e 5). Os trés genes pesquisados neste estudc
(rpoS, nlpD e clpP) produzem ou regulam proteinas capazes de proteger a bactéria
contra danos celulares provocados por estresse (Foster, 2&0dge-Aronis, 2002
Lange et al., 1995Lues & Theron, 2011Paesold & Krause, 1999\ pesquisa dos
genes mviA e clpX também seria incluida no presente estudo, entretanto nao foi
possivel a padronizacdo de suas reacbes por gPCR. Usualmente, o gene mviA esta
presente em niveis intracelulares muito baixos, o que pode ter comprometido a
padronizacao para a sua quantificacdo (Moreno et al., 2000).

Em relacdo a expressao dos genes relacionados a tolerancia acida, pode ser
observado que as cepas de Salmonella spp. avaliadas apresentam menor expressao dc
gene rpoS quando em contato com &cido acético (Figuras 3D, 3F, 4D, 4E, 4F, 5D e 5E),
e maior expressdo do mesmo gene quando em contato com o acido latico (exceto figuras
3C, 4C e 5A Esse comportamento pode explicar a maior eficiéncia do acido acético
sobre o controle das populacdes de Salmonella spp., Como observado nas tabelas 3, 4 e
5, é possivel verificar maiores taxas de reducao da populacéo principalmente quando em
contato com o &cido acético em pH5,0 ou pH#Aficionalmente, esta eficiéncia
também pode ser explicada pelo fato do acido acético possuir menor poder de
dissociacao e consequente maior poder bactericida (Lues & Theron, 2011).

Observando individualmente o comportamento de cada cepa na expressao do
gene rpoS, é possivel verificar gqaecepa | expressa este geeen trés principais
momentos: na presenca do acido latico a um PHFégura 3A),e na presenca do acido
latico e do acido acético a um pH 5,0 (Figuras 3B e 3E). Este comportamento ocorre nas
24 h de exposicdo aos acidos. Quando se avalia a influéncia desta expressdo génica
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sobre as taxas de multiplicacdo da cepa |, observa-se que a expressao do gene rpoS
ocorre justamente apdés o0 momento em que ha uma queda na multiplicacdo ba6teriana (

h — Tabela 3. Este comportamento indica uma tentativa da populacdo em reagir a
condicdo adversa determinada pela presenca dos acidos organicos. Além disso, a
expressdo deste gene pode ter proporcionado o restabelecimento das taxas de
multiplicacdo bacteriana ap6s o periodo de 24h, principalmente nas condicdes
determinadas pelo &cido latico a um pH 6,0 e pH 5,0.

Nos ensaios realizados com a cepa Il, a expressao do gene rpoS ocorre no
primeiro contato da bactéria com o acido latico (Figuras 4A e 4B). Pode-se observar
que tanto o pH 6,0 quanto o pH 5,0 induzem esta expressdao. Apds avaliar o
comportamento da populacdo bacteriana nestas condicdes, observa-se que apés 6 h de
exposicao ao acido latico a um pH 5,0, a expresséo do gene rpoS pode ter eséimulado
populacdo bacteriana ao promover um aumento em mais de 8% nas taxas de
multiplicacéo (Tabela)2

A reacdo da cepa lll quanto a expressdo do gene rpoS foi menos evidente.
Verifica-seuma expressao baixa quando a populacao esta sob a acédo do acido latico ou
acido acético a um pH 6,0 ou pH 5,0 (Figuras 5A, 5B,e58F). Jano contato da
bactéria com o acido latico a um pH 4,0, a expressdo do gene aumenta até as 24 h de
exposicao. Esta condicdo pode ter permitido a sobrevivéncia da populacdo por mais
tempo, uma vez que sua eliminacdo completa (SC) sé ocorre apos o periodo de 24h de
exposicao ao acido (Tabela 3), diferente do comportamento observado nas outras cepas,
onde a um pH4sgpopulacdes foram eliminadas antes, a partir de 6 h de exposicédo aos
acidos.

As respostas adaptativas de Salmonella spp. quando em contato com acidos
organicos ja foram descritas para diferentes sorotipos (Alvarez-Ordéfiez et al., 8011): n
presente estudo, os trés sorotipos avaliados (S. Derby, S. Typhimurium e S. Meleagridis)
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apresentaram este comportamento de tolerancia acida. Os resultados obtidos revelam
que Salmonella spp. pode se adaptar aos acidos orgéanicos, principalmente quando estao
a um pH 6,0 ou pH 5,0. No entanto, quando o pH é inferior (pHadsdbrevivéncia

desta bactéria torneeinviavel apos 6 a 24 h. Essas condicfes podem ser obsemzadas
pratica comercial, uma vez que o pH de uma carcaca bovina que sofre a aspersédo de
acidos organicos, pode variar entre 3,3 e 5,8. Esta variacdo vai depender do acido
utilizado, do tempo de asperséo, da concentracdo e da combinacdo com outras técnicas
de descontaminacédo (Alvarez-Ordonez et al., 2009).

Neste caso, a principal preocupacdo seria em como garantir que as carcacgas
atinjam um pH ideal para promover a eliminacdo dos patdogenos. Como descrito, as
variaveis sdo muitas, e até que ponto o aumento na concentracao do acido ou no tempo
de aspersdao poderiam conferir problemas na qualidade sensorial ou resultar em
descoloracéo e/ou exsudacao da carne (Smulders & Greer, 1998).

Outro fator limitante no uso d@kidos organicos pela industria estd no tempo
de estocagem das carcacas. Durante este periodo ogaithelgpode aumentar uma vez
que o tecido céarneo tera capacidade de promover um tamponamento do meio
(Alvarez-Ordonez et al., 2009). Como observado nos resultados apresentados pela
Figuras 3C, 3F, 4C, 4F, 5C e 5F, os acidos quando em pH 4,0 promovem a etiminaca
completa da populacdo bacteriana somente apds 6 ou 24 h. Este tempo poderia ser
suficiente para que as proteinas da carne promovessem o aumento do pH do meio,
possibilitando dessa forma a adaptacao de Salmonella spp. no tecido carneo.

A capacidade de S. Typhimurium desenvolver tolerancia a acidos organicos
aumenta a preocupacao quanto a seguranca alimentar, uma vez que este sorotipo esta
entre 0os mais relatados em surtos e casos de toxinfec¢do alimentar (Hendriksen et al.,
2011). Além disso, a industria de alimentos utiliza agentes sanitizantes, como 0s acidos
organicos, justamente com o principal objetivo de eliminar patbgenos responsaveis por
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toxinfeccdes alimentares. Outra evidéncia importante, e que pode refletir em problemas
na saude publica, € que determinados genes que participam do mecanismo de tolerancia
acida podem eat envolvidos na regulacdo de genes encontrados nos plasmideos de
viruléncia (spv) presentes em Salmonella spp.. Esses genes podem interferir nas taxas
de multiplicacdo da bactéria no interior de células hospedeiras, durante infeccdes
sistémicas (Chen et al., 1995l-Gedaily et al., 1997Fang et al., 1992Heiskanen et

al., 1994).

Alvarez-Ordonez et al. (2009), também demonstraram o desenvolvimento de
tolerancia acida de Salmonella spp. em ensaios realizados in vitro. A tolerancia foi
verificada em ordem decrescente para 0s acidos citrico, acético, latico,, malico
cloridrico e ascorbico. Nesse estudo é ressaltado a ampla utilizacdo dos &cidos citrico,
acético e latico pela indastria de alimentos, sendo os que mais induzem o
desenvolvimento de tolerancia acida por Salmonella spp.

Segundo Audia et al. (2001), o mecanismo utilizado por Salmonella spp.
durante estresse acido também pode proporcionar protecdo cruzada contra outros
desafios ambientais que a bactéria encontrar, como estresse oxidativo, calor,
osmolaridade e danos ao DNA. Nestas condicbes a acdo de outros sanitizantes
utilizados pela industria de alimentos nédo teriam a mesma eficiéncia sobre os micro-
organismos, como por exemplo, os compostos a base de cloro. Essas substancias
possuem efeito oxidative sao o0s principais biocidas utilizados pelo Brasil para
desinfeccao de equipamentos e utensilios das industrias de alimentos (Brasil, 2004).

Como descrito previamente, o mecanismo de tolerancia acida em Salmonella
spp. também envolve o gene nlpD. Sua participacdo ainda ndo € bem conhecida pelos
pesquisadores, porém acredita-se que este gene, juntamente com 0 rpoS, compde um
RNA mensageiro policistronico (Hengge-Aronis, 200ange et al., 1995Paesold &

Krause, 1999). Como demonstrado nas Figuras 8,54 a expressdo do iipesta
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relacionada a participacdo do gene rpno8 momento em que ha um aumento da
expressao do rpoS, a expresséo do nlpD diminui, e o contrario também ocorre (Figuras
3A, 3B, 3D, 3E, 4A, 4B, 4E, 5B, 5C e 5F). Alguns estudos indicam que uma fracao
substancial da® é produzida pela por¢cdo do RNA policistronico que compreende o
gene nlpD, sendo que delecdes nessa regido comprometem a producdo em até 40%
(Lange et al., 1995Paesold & Krause, 1999). Nesse sentido, os resultados podem
indicar que a participacdo do nlpD na producédo das proteinas acontece nos momentos
em gue o rpoS nao esta atuando.

Na avaliacdo da expressao do gene clpP, é possivel identificar comportamentos
gue ndo seguem um padrdo comum, e por isso torna-se dificil compreender de que
forma este gene se comporta no interior da célula bacteriana diante de um estresse
acido. No entanto, o gene clpP estd envolvido em mecanismos que promovem a
degradacao de°® quando a célula ndo encontra uma condicéo de estresse (Foster, 2001)
Nos momentos onde houve uma expressdao mais pronunciada deste gene (Figuras 3D,
5D, 5E e 5F), o rpg@e/ou nlpD foram menos expressos. Esta caracteristica pode indicar
gue a populacdo bacteriana ndo apresentou um comportamento de tolerancex acida,
por isso ndo houve a necessidade de acumafarno interior da célula.
Consequentemente, a ativacdo do mecanismo de degradaggmde ter influenciado
a maior expresséao do gene clpP.

Os resultados obtidos demonstraram a capacidade de adaptacdo de Salmonella
spp. quando em contato com solucdes de &cido latico e acido acético em valores de pH
entre 5,0 e 6,0, com evidente expressdo do gene rpoS. Esse comportamento indica que
em situagbes similares, como durante a aspersdo de &cidos organicos em carcagas
bovinas para sanitizagéo, os valores de pH devem ser adequadamente monitorados para
evitar o desenvolvimento de tolerancia acida por Salmonella spp. eventualmente
presente.
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CONCLUSOES

Salmonella spp. podem se adaptar aos &cidos testados (acético e latico),
principalmente quando entram em contato com pH 5,0 ou 6,0, enquanto que em pH
4,0, a reducado completa da populacéo é observada apos 6 e/ou 24 h.

O principal gene que apresentou maior relacdo com a adaptacdo das cepas de
Salmonella spp. em pH 5,0 e 6,0, foi 0 rpoS: em determinadas condicdes, a
expressdo deste gene foi importante para o restabelecimento das contagens de
Salmonella spp ap6s queda provocada pelo estresse acido, e em outras, sua
expressao ocorreu logo apds contato de Salmonella spp. com os &cidos testados,
permitindo um estimulo na multiplicacdo bacteriana.

A participacdo do gene ripfoi verificada em momentos onde o0 rpoS néo teve
atuacdo, sendo que o contrario também ocorreu.

O gene clpP esteve envolvido nos momentos em que a populacdo bacteriana néo
apresentou comportamento de tolerancia acida (evidenciado pela menor expressao
dos genes rpoS e nlpD) e a necessidade de ativar o mecanismo de degradacédo do
nessas condi¢cdes, pode ter influenciado a maior expresséo deste gene.

As respostas adaptativas de Salmonella spp. em pHs 5,0 e 6,0, ressalta a
importancia de um monitoramento adequado na reducdo do pH das carcacas
bovinas, durante a aspersao dos acidos organicos. Sua aplicacdo deve ser feita em
condicbes adequadas e que permitam uma reducdo suficiente do pH para um
controle efetivo de Salmonella spp. e outros micro-organismos, sem que promovam

efeitos negativos sobre a qualidade sensorial dos produtos carneos.
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