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RESUMO

NASCIMENTO, Danielle Cristina de Oliveira, MSc, Universidade Federal de
Vicosa, marco de 2010. Obtencao de células de Salmonella resistentes
a desidratacao para o preparo de Material de Referéncia. Orientadora:
Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-orientadoras: Miriam Teresinha dos
Santos e Virginia Maria Chaves Alves.

Programas de controle e gestdo da qualidade em laboratorios, a
necessidade de padroniza¢do dos métodos de andlise e repetibilidade dos
dados experimentais tém impulsionado o aumento da utilizacdo de Material
de Referéncia (MR) nas analises microbiolégicas. Considerando que as
etapas de preparo e armazenamento do MR s&80 processos estressantes
gue ocasionam injdrias ao micro-organismo teste faz-se necessario a
preparacdo das células para tolerar a variacdo de temperatura e umidade a
que sao submetidas durante a liofilizacdo e o armazenamento. Objetivou-
se, neste trabalho, obter células de Salmonella enterica resistentes a
liofilizacdo para o preparo de MR e avaliar a estabilidade destas células ao
longo da estocagem. O crescimento de Salmonella enterica sorotipo
Enteritidis PT4 578 foi acompanhado em caldo infusdo cérebro coracao
(BHI) e meio minimo de sais (MMS) acrescido dos solutos 0,5 M de cloreto

de sédio (NaCl), 3 mM de trealose e, ou 0,05 mM de glicose. A
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sobrevivéncia apos a liofilizacdo foi determinada pela contagem do nimero
de unidades formadoras de coldnias (UFC.g™"). Avaliou-se o efeito do
choque térmico nas células de Salmonella Enteritidis PT4 578 a 50 °C por
30 min no aumento da resisténcia a liofilizacdo. Foi também avaliada a
influéncia dos substratos de desidratacdo na resisténcia de células de
Salmonella Enteritidis PT4 578 e a estabilidade do MR preparado durante
90 dias de estocagem a -20 °C e 4 °C. O meio de cultivo que garantiu a
maior sobrevivéncia das células de Salmonella Enteritidis PT4 578 a
liofilizacdo foi o MMS, adicionado de NaCl, trealose e sacarose indicando
que o estresse nutricional confere resisténcia cruzada a liofilizacdo. O
choque térmico diminui a viabilidade celular, apés a liofilizag&do. A adicédo de
100 mM de trealose e, ou sacarose ao leite desnatado reconstituido (LDR
10 %) como substrato de desidratacdo, aumentou a estabilidade das
células de Salmonella Enteritidis PT4 578 no MR estocado a 4 °C e - 20 °C.
A temperatura de estocagem de 4 °C resultou em perda da viabilidade
celular em cerca de 2 ciclos logaritmicos ap6s 90 dias de estocagem
enquanto a -20 °C nao houve perda na viabilidade celular significativa. Os
resultados indicam que, para a obtencdo de MR com maior estabilidade, ha
a necessidade do preparo da células de Salmonella Enteritidis PT4 578
para apresentar maior resisténcia a liofilizagdo, submetendo estas células a
condic¢des de estresses nutricional e osmotico durante o cultivo e a incluséo

de osmoprotetores (trealose ou sacarose) no substrato de desidratacao.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Danielle Cristina de Oliveira, MSc, Universidade Federal de
Vicosa, March of 2010. Attainment of resistant cells of Salmonella
the dehydration for the preparation of Material of Reference.
Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-Advisers: Miriam Teresinha dos
Santos e Virginia Maria Chaves Alves

Programs of control and management of the quality in laboratories,
the necessity of standardization of the analysis methods and repeatability of
the experimental data have stimulated the increase of the use of Reference
Material (RM) in the microbiological analyses. Considering that the stages of
preparation and storage of the MR are stress processes that causes to
injuries to the microorganism test the preparation of the cells becomes
necessary to tolerate the variation of temperature and humidity the one that
is submitted during the frezze-drying and storage. It was objectified, in this
work, to get resistant cells of Salmonella enterica the frezze-drying for the
RM preparation and to evaluate the stability of these cells throughout the
stockage. The growth of enteric Salmonella sorotipo Enteritidis PT4 578
was folloied in broth brain heart infusion (BHI) and mineral salts medium
(MMS) increased of 0,5 M sodium chloride (NaCl), 3 mM of trehalose e, or
0,05 mM of glucose. The survival after the frezze-drying was determined by
the counting of the number of form units of colonies (UF.g-1). The effect of
the thermal shock in the cells of Salmonella Enteritidis PT4 578 was

evaluated the 50 °C in the increase of the resistance to the frezze-drying.



Also the influence of substrata of dehydration in the resistance of cells of
Salmonella Enteritidis PT4 578 and the stability of the RM was evaluated
during 90 days of stockage in the 4 °C the - 20 °C. The way of culture that
guaranteed the biggest survival of the cells of Salmonella Enteritidis PT4
578 to the frezze-drying was the MMS, added of the evaluated solutos
indicating it nutricional stress confers resistance crossed to the frezze-
drying. The thermal shock diminishes the cellular viability, after the frezze-
drying. The addition of 100 mM of trealose e, or sacarose to skimmed milk
reconstituted (LDR) the 10%, increased the stability of the cells of
Salmonella Enteritidis PT4 578 in the storaged MR the 4 °C and - 20 °C.
The temperature of stockage of 4 °C resulted in loss of the cellular viability
in about 2 logarithmic cycles after 90 days stockage while the -20 °C the
loss in the cellular viability was ten times lesser. The results detach that, for
the attainment of MR with bigger stability, it has the necessity of the
preparation of the cells of Salmonella Enteritidis PT4 578 to present greater
resistance the frezze-drying, considering conditions of nutricional stress and
osmotic during the culture and the inclusion of osmoprotectant in the

dehydration substratum.
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1. INTRODUCAO

Material de referéncia (MR) é definido pela norma ISO Guia 30: 1992
como “material ou substédncia homogénea que tem uma ou mais
propriedades bem estabelecidas para ser usado na calibracdo de um
equipamento, na avaliagcdo de um meétodo de medigcao ou atribuicao de
valores a materiais”. MRs quimicos, biologicos, clinicos, industriais e
ambientais sdo amplamente usados para calibragdo de instrumentos,
validacdo de métodos e controle de qualidade e sao ferramentas
indispensaveis para o controle de qualidade nos procedimentos analiticos.
Na preparacdo de um MR diversos aspectos devem ser levados em
consideracdo como: selecdo do material, preparagdo, embalagem,
armazenamento, ensaios de homogeneidade e estabilidade, estudos de
certificacao, estimativa da incerteza de medi¢cdo, documentagao, gestao da
qualidade, aprovacao da certificagao, distribuicdo e revalidacao.

Varios fatores podem influenciar diretamente na estabilidade de um
MR microbiolégico como o tipo de micro-organismo teste, a composigao e
as condi¢des de cultivo usado para multiplicagao celular, a composi¢ao do
substrato de suspensao para desidratacdo e as condicbes de estocagem.
Os desafios para o desenvolvimento de MRs para analises microbiolégicas
nao sao apenas de natureza fisica ou quimica, mas também devem ser
considerados os aspectos biolégicos, como estabilizacdo, sobrevivéncia e

reativacido de células viaveis.



MRs microbiolégicos sdo encontrados em varias formas, sendo a
mais comum, a forma desidratada. O processo de liofilizacdo usado na
desidratacido é letal para muitas células, pois afeta consideravelmente os
componentes celulares. Portanto, torna-se necessario a preparagao das
células do micro-organismo teste para resistir a variagao de temperatura e
umidade a que sdo submetidas nas etapas de producdo, transporte e
estocagem. Estruturas celulares como membrana citoplasmatica, acidos
nucléicos e certas enzimas sao os alvos celulares dos danos causados pela
desidratacido e devem ser estabelecidas condi¢cdes de produgao das células
que minimizem os estresses sobre essas estruturas.

A utilizagdo de agentes osmoprotetores, como sacarose e trealose,
no preparo das células para liofilizagdo é uma alternativa a ser considerada.
Trealose € capaz de manter a estrutura tridimensional de lipideos e
proteinas sob estresse, preservando suas funcdes bioldgicas. Células
liofilizadas e estocadas na presencga de trealose tém diminuicdo na fase de
adaptacao e recuperam o volume celular anterior quando reidratadas.

Além de contribuir para o preparo de MR microbiolégicos, a obtencao
de células desidratadas estaveis pode impulsionar a preparagao de
biosensores, melhorar a estocagem de clones em laboratério e de estirpes
usadas na fabricacdo de alimentos. Considerando o potencial de aplicacao
de células resistentes aos processos de producido e armazenamento de MR
e a necessidade de metodologias certificadas para a deteccdo de
Salmonella o objetivo do presente trabalho foi o de obter células de
Salmonella enterica sorotipo Enteritidis resistentes a desidratagao para o

preparo de MR liofilizado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Material de Referéncia

Um laboratério, para produzir dados consistentemente confiaveis deve
implementar um programa apropriado de procedimentos de garantia da
qualidade. Os métodos analiticos devem ser validados como adequados ao
uso antes de serem utilizados no laboratério. O Ensaio de Proficiéncia &
ferramenta fundamental para a verificagdo e acompanhamento dos
resultados analiticos laboratoriais. Isso se da por meio da avaliacido do
desempenho do laboratério por monitoramento continuo e da identificacao
de problemas relacionados com a sistematica de ensaios, possibilitando o
emprego de acgdes corretivas e, ou preventivas e, consequentemente,
levando a implementacdo dos seus procedimentos (INCQS, 2003). O uso
de MR é de suma importancia para os ensaios de proficiéncia, uma vez que
sendo esse material estavel o bastante, este pode ser empregado desde a
calibragdo de equipamentos até a validagao de metodologias analiticas.

O material de referéncia certificado (MRC) sempre é acompanhado de
certificado de analise, mencionando os valores das grandezas de interesse
com as respectivas incertezas e a sua certificagao é realizada utilizando-se
metodologias primarias ou comparagdes interlaboratoriais (ISO GUIA
30:1992). MRs e MRCs necessitam atender a varios requerimentos

incluindo: (1) representativo a cujo uso € usado; (2) homogeneidade



especifica com limites definidos e (3) estabilidade especifica com limites
sobre um periodo de tempo especifico (VELD, 1998).

O MRC deve estar numa matriz o mais compativel possivel em
relagdo aquela que esta sendo utilizada no procedimento de medicéo e as
propriedades certificadas no MRC em uso num processo de medi¢cao
devem ser estaveis no decorrer do experimento. O certificado do MRC deve
estabelecer os parametros referentes a estabilidade e a incerteza do valor
certificado deve ser compativel com a exatidao e a confiabilidade requeridas
no processo de medigao. (ISO GUIA 30:1992)

Estao disponiveis no mercado diferentes tipos de MRs usados para
dar suporte a medigbes voltadas para a composigdo quimica, biologica,
clinica, fisica, propriedades de engenharia e outras areas como na
avaliacdo sensorial de alimentos e bebidas. Sdo requeridos ainda para
estimativa da incerteza de medi¢cdo, na calibragdo e na adequagao de
equipamentos, reagentes e padrdes. Eles podem ser caracterizados para
‘identidade” de um material, como por exemplo, a estrutura quimica, tipo de
fibra, espécies microbioldgicas, ou para “valores de propriedades”, como
por exemplo, a quantidade de substancia quimica especifica e a dureza
(INMETRO, 2005).

MRs sao ferramentas indispensaveis para o controle de qualidade de
analises microbiolégicas (PHILIPP et al., 2007). Para que o material de
referéncia seja certificado o numero de micro-organismos presentes deve
estar distribuido homogeneamente entre as amostras e deve permanecer
estavel por longo periodo de tempo (VELD, HAVELAAR e STRIJP-
LOCKEFEER, 1999). MRs para analise microbioldégica de alimentos sao,
em sua maioria, capsulas de gelatina contendo leite em pd contaminado
artificialmente pelo microrganismo de interesse. Existem ainda materiais no
formato de pastilhas, lenticulas, discos de gelatina e discos liofilizados
(STAMP, 1947; MOOIJMAN et al., 1992; CODD, RICHARDSON e
ANDREWS, 1998; LIGHTFOOT, RICHARDSON e HARFORD, 2001;
VENELINOV e QUEVAUVILLER, 2003; PHILIPP et al., 2007).

Atualmente nao existem MR para todos os ensaios quimicos, fisicos
e microbioldgicos realizados pelos laboratérios de analise de alimentos.

Somente estdo disponiveis MRs para as técnicas analiticas mais



rotineiramente empregadas e para um numero muito restrito de matrizes.
Esses MRs s&o muito caros, ja que as etapas de certificagcdo sao
demoradas e dispendiosas. Além disso, ndo ha MRCs para a analise
microbiolégica de alimentos produzidos no Brasil e a importagdo destes é
dificil, o que desperta o interesse do pais em se firmar no mercado nacional
e internacional como produtor de MR (AVILA et al., 2003).

Em se tratando de MR microbiolégico, varios fatores podem
influenciar diretamente na estabilidade do material como tipo de micro-
organismo teste, as condicbes do meio de cultura usado para multiplicagao
celular, composi¢cado do substrato de suspensao para desidratagcdo, umidade
relativa do laboratorio e da matriz do material e as condi¢gées de estocagem
(JANNING et al., 1995). Os desafios para o desenvolvimento de MRs para
analises microbiolégicas ndo sdo somente de natureza fisica ou quimica,
mas também devem ser considerados o0s aspectos bioldgicos, como
estabilizacdo, sobrevivéncia e reativagao de células viaveis (PHILIPP et al.,
2007).

Como os MRs sao ferramentas indispensaveis para a certificacdo de
métodos de analise e sendo a analise de Salmonella uma ferramenta muito
importante e muito usada para determinar a qualidade e seguranga de
alimentos, faz-se necessario o0 desenvolvimento de MRs para a

harmonizagao de metodologias de detecgédo desse patdgeno.

2.2Importancia do género Salmonella em alimentos

O género Salmonella é significante ndao somente por ameacar a
saude publica mundial, mas também por ser um sistema modelo para o
estudo de mecanismos fundamentais de patogénese bacteriana (OHL e
MILLER, 2001). As principais sindromes clinicas associadas com infecgdes
por Salmonella sao febre tifoide, paratiféide e gastroenterites agudas e
severas (OHL e MILLER, 2001) A importéncia clinica desta bactéria foi
reconhecida muito tempo antes dos modernos métodos de especificacido
baseados em homologia de DNA (SALYERS e WHITT, 1994). Salmonella

enterica subsp. enterica € a maior causa das infecgdes nao tifdides



relacionadas a alimentos em humanos e animais de sangue quente
(BRENNER et al., 2000; BETANCOR et al., 2009).

Salmonella € um bastonete gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae nado formador de esporos, anaerdbio facultativo e
oxidase negativo (TERRAGNO et al., 2003; FORSYTHE, 2005; JAY, 2005;
SILVA et al., 2007). Normalmente os membros do género sdao moveis,
reduzem nitrato a nitrito e geralmente produzem acido (prova bioquimica de
vermelho de metila positiva) e gas a partir da fermentagdo da glicose. A
temperatura e o pH de crescimento varia entre 5 °C e 7 °C e 46 °C, com
6tima entre 35 °C € 43 °C e o pH entre 3,8 € 9,5 com étimo entre 7 e 7,5. A
atividade de agua minima para crescimento é de 0,94 (ICMSF, 1996; YAN
et al., 2003; POPOFF e LE MINOR, 2005).

Alimentos de origem animal particularmente carne de aves e ovos de
galinha sao as principais fontes deste patégeno, mas outros alimentos como
vegetais frescos também sdo importantes (HALD at al., 2004). Ovos e
alimentos que contem ovos sdo os mais frequentemente envolvidos em
surtos por Salmonella (EFSA, 2009). Diferentes sorotipos de Salmonella
podem ser isolados de ovos, mas os dominantes sdo Typhimurium e
Enteritidis responsaveis pela maioria dos surtos entre 1988 e 2008 (ICMSF,
1996; EFSA, 2009; HIERRO et al.,, 2009). A contaminagdo dos alimentos
ocorre devido ao controle inadequado de temperatura, de praticas de
manipulacdo ou por contaminagdo cruzada de alimentos crus com
processados (D’AOUST, 1994; FORSYTHE, 2005).

O micro-organismo multiplica-se no alimento até atingir a dose
infecciosa que varia de 20 até 10° células de acordo com a idade e a satde
da vitima, com o alimento e ainda com o sorotipo de Salmonella
(FORSYTHE, 2005; SILVA et al., 2007). Apds colonizar o intestino delgado,
0 micro-organismo pode atravessar a camada de muco intestinal aderindo
as células do epitélio intestinal. Salmonella expressa diversas fimbrias que
contribuem para a sua capacidade de aderir as células epiteliais do intestino
(BAUMLER, TSOLIS e HEFFROM, 1997; BAUMLER, HARGIS e TSOLIS,
2000). Ap6s a adesédo as células intestinais o patégeno induz endocitose
por parte da célula hospedeira formando vesiculas onde ira se multiplicar. A

infeccdo desencadeia uma resposta inflamatéria. O periodo de incubagao



antes do aparecimento dos sintomas varia de 16 a 72 horas, sendo a
enfermidade normalmente, autolimitante e persiste durante 2 a 7 dias. Os
sintomas da doencga incluem geralmente diarréia, dor abdominal, febre
branda e calafrios, ndusea e algumas vezes vémito, dor de cabeca e
fraqueza (SALYERS e WHITT, 1994; FORSYTHE, 2005; ANDREWS e
BAUMLER, 2005).

O género Salmonella consiste de somente duas espécies: S. enterica
e S. bongori. A espécie S. enterica é dividida em seis subespécies: S.
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp.
arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S.
enterica subsp. indica (POPOFF e LE MINOR, 2005; SILVA et al., 2007).
Esta nomenclatura esta de acordo com o sistema atual adotado pelo CDC
que tem como base as propriedades de hibridizacgdo do DNA. Sabe-se
ainda que as subespécies sado diferenciadas quanto as caracteristicas
antigénicas em cerca de 2.500 sorotipos, como por exemplo S. enterica
subsp. enterica sorotipo Typhimurium ou ainda os sorotipos Typhi e
Enteritidis (BRENNER et al., 2000).

A técnica convencional de detec¢cao de Salmonella em alimentos é
um meétodo cultural classico de presenga ou auséncia, desenvolvido com a
finalidade de garantir a deteccdo mesmo em situagbes extremamente
desfavoraveis. Esse é o0 caso de alimentos com uma microbiota
competidora muito maior do que a populacao de Salmonella e, ou alimentos
em que as células de Salmonella se encontram em numero muito reduzido,
ou ainda naqueles em que as células de Salmonella se encontram
injuriadas pelo processo de preservagdo como calor, congelamento ou
desidratacao (SILVA et al., 2007). Segundo a Instrugcdo Normativa n° 62 do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, os meétodos para
isolamento e identificagdo de Salmonella em alimentos, usualmente, sao
divididos em cinco etapas sucessivas: pré-enriquecimento ou
enriquecimento nao-seletivo; enriquecimento seletivo; isolamento e selegao
em meios solidos seletivos e diferenciais; identificacdo bioquimica das
coldnias suspeitas; analise antigénica com anti-soro polivalente O (BRASIL,
2003).



Diante da problematica de surtos com Salmonella, a necessidade de
garantir alimentos seguros e de qualidade a populagdo nacional e
internacional faz se necessario o uso de metodologias certificadas para a
deteccdo desse patégeno. O MR é uma ferramenta importante para se
alcancar esse objetivo. Além disso, como a forma mais comum de producao
de MRs ¢é a desidratagao, € necessario que se estabelecam condi¢cdes que
aumentem a tolerancia das células de Salmonella a estresses como

congelamento, liofilizagdo e choque osmético.

2.3 Conservacdao de células bacterianas por liofilizagao

A liofilizagdo € um dos métodos mais comumente utilizados para a
preservacdo de colecbes microbianas e oferece a conveniéncia da
estocagem, do transporte e também por manter os micro-organismos
viaveis por longos periodos de tempo (MIYAMOTO-SHINOHARA, 2006).
Este método ndo é recomendado para micro-organismos anaerobios ou
microaerofilos, como os do género Clostridium, Helicobacter, e Microcyclus
por estes serem sensiveis aos radicais do oxigénio (RUDGE, 1991; MALIK
e LANG, 1996).

A liofilizagdo pode ser definida como um processo de estabilizagéo,
no qual um material € previamente congelado e entdo a quantidade de
solvente €& reduzida, primeiro por sublimagcdo e posteriormente por
dessorgdo para valores tais que impegam a atividade biologica e reagdes
quimicas (AYROSA, FAINTUCH e PITOMBO, 2001). A finalidade do
congelamento dentro do processo de liofilizagdo consiste na imobilizagao do
produto a ser liofilizado, interrompendo o metabolismo celular. O material,
previamente congelado, é desidratado por sublimagdo seguida pela
dessorgdo, utilizando-se baixas temperaturas de secagem a pressdes
reduzidas. A estrutura e forma do produto, assim como a taxa de
sublimacgao, sao determinadas pelo processo de congelamento. A estrutura
nao deve ser alterada durante o processo de liofilizacdo para se evitar a
ocorréncia de danos irreversiveis ou perda do produto. O congelamento é
uma das etapas mais criticas do processo de liofilizagado (MURGATROYD
et. al., 1997).



O liofilizador consta basicamente de quatro partes: cadmara de
secagem, condensador, bomba de vacuo e compressor. A camara de
secagem se destina a receber o material a secar, € construida de forma a
suportar as pressdes negativas de operagdo e possui porta que fecha
hermeticamente, através da qual se faz a carga e descarga do
equipamento. A camara de secagem esta diretamente conectada ao
condensador e este, por sua vez a bomba de vacuo. O condensador opera
em temperaturas abaixo de — 40 °C, dependendo dos obstaculos que o
vapor encontra para atingir o condensador. A temperatura da superficie do
condensador deve ser mantida em valores tais que a pressao de vapor do
gelo esteja bem abaixo da pressado total da camara. Quanto maior for o
gradiente de temperatura entre o produto e o condensador, maior sera a
velocidade de secagem. O calor deve ser fornecido ao material através do
aquecimento das placas por um fluido circulante ou por resisténcia elétrica.
A razao de remocao da umidade depende da taxa de fornecimento de calor
ao produto. Portanto depende da condutividade térmica do material e da
sua espessura (JENNINGS, 1988).

Para um material ser congelado, de forma que a liofilizacdo possa
ocorrer, deve haver mudanca de fase envolvendo o solvente. Se o solvente
€ agua, entdo devem ser formados cristais de gelo o que resulta na
separacao do soluto do solvente. Os solutos sdao entdo, confinados a uma
localizacdo conhecida como a regido intersticial da matriz. Quando a
temperatura e pressao requeridas séo atingidas no condensador e camara
respectivamente, inicia-se a secagem primaria. A temperatura € entao
aumentada de tal forma que a sublimag¢ao do gelo possa ocorrer na matriz
do produto. Apds a secagem primaria, prossegue-se com a evaporagao da
agua remanescente por um periodo em geral de 30 % a 50 % do tempo
gasto na primeira fase. O processo de secagem secundaria serve para
diminuir o conteudo de umidade residual no produto, de tal forma que ja néao
havera crescimento microbiano ou reagdes quimicas (JENNINGS, 1999;
AYROSA, FAINTUCH e PITOMBO, 2001; REY, 2002).

O processo de liofilizagdo pode causar diversas mudancgas
estruturais no espectro das proteinas. Roy e Gupta (2004), por meio de

analises por espectroscopia com infravermelho, estudaram as alteragdes



estruturais nas proteinas apoés a liofilizacdo. Geralmente, a secagem de
uma proteina induz a diminuicdo e desordem das estruturas de a-hélice e o
aumento nas estruturas folhas-f3.

Além das mudancas em proteinas sensiveis a liofilizacdo altera
também o estado fisico dos lipideos das membranas celulares. Ao remover
as ligagdes de hidrogénio da agua com as regides polares dos fosfolipidios
acontece aumento no empacotamento destes, e forgas na cadeia acil
aumentam a probabilidade de interagbes de Van der Waals. O resultado
dessa mudanca de conformacao dos fosfolipidios leva a mudanca de fase
da membrana, da fase liquido cristal para a fase gel (CROWE et al., 1988).

Uma vez que o processo de liofilizagdo pode ser letal para algumas
células ocasionado a perda de aproximadamente um ciclo logaritmico, ja
que este procedimento afeta severamente os componentes celulares
(LIEVENSE et al., 1994), torna-se necessario a preparagao das células do
micro-organismo teste para tolerar a variagdo de temperatura e umidade a
que sado submetidas nas etapas de produgao, transporte e estocagem de
MR (SILVA, 2008). Estruturas celulares como membrana citoplasmatica,
acidos nucléicos e certas enzimas sao os alvos celulares dos danos
causados pela desidratacdo (TYMCZYSZYN et al., 2007) e devem ser
consideradas condigcdes de producdo das células que minimizem os

estresses sobre essas estruturas.

2.4 Agentes osmoprotetores

A estocagem durante longos periodos de tempo de células vivas é
uma etapa critica para diversas técnicas emergentes como a engenharia de
células e tecidos, transplante de células e o uso de células vivas como
biosensores para a detec¢cdo de xenobidticos e patdégenos no ambiente
(ACKER, 2002).

Diversos tipos de substancias, como agucares e outros carboidratos
tém sido usados para diminuir os danos as células causados pela
liofilizagdo (SIMIONE e BROWN, 1991). Esforgos vém sendo feitos na
intencdo de entender a fungao dos acgucares intracelulares na protegao das
células dos danos da desidratacdo (CROWE e CROWE, 2000; ACKER,

10



2002). Carboidratos de baixo peso molecular como a trealose, sacarose e
maltose, apresentam capacidade de estabilizar material bioldégico durante a
secagem (GUO et al., 2000; CROWE et al., 2001). O mais comum e mais
efetivo desses agucares é a trealose, que corresponde a 20% do peso da
matéria seca de muitos organismos que sobrevivem naturalmente a
desidratacdo, um fendbmeno conhecido como anidrobiose (CROWE,
HOEKSTRA e CROWE, 1992; CROWE et al., 1997; GUO et al., 2000)

A utilizagdo de agentes osmoprotetores, como a trealose, no preparo
das células para liofilizagdo € uma alternativa a ser considerada (SILVA et
al., 2008). Trealose é amplamente distribuida nas células vivas, sendo em
geral associada com a protegao a estresses (ARGUELLES, 2000; ELBEIN
et al., 2003), é um dissacarideo ndo-redutor e carboidrato de reserva e pode
ser acumulado como soluto compativel em resposta a varias condicdes
estressantes, como desidratagdo, congelamento e estresse osmotico,
aumentando a viabilidade das células a temperaturas baixas (KANDROR,
DELEON e GOLDBERG, 2002; KWON et al., 2003; OREN, 2003). Esse
dissacarideo € frequentemente encontrado em leveduras, fungos
filamentosos, plantas, muitas bactérias e em archaeas termofilicas e
halofilicas (SANTOS e DA COSTA, 2001; ELBEIN et al., 2003).Tem
demonstrado também diminuir os danos oxidativos causados por radicais
oxigénio (BENAROUDJ et al., 2001). A trealose acrescentada ao meio de
desidratacdo ou acumulada como soluto compativel em resposta ao
estresse osmotico, ocasionou aumento consideravel na toleréncia de
Escherichia coli a processos de secagem (WELSH e HEBERT, 1999).

O mecanismo de protecao pela trealose ainda ndo é bem conhecido.
Uma hipdtese é de que a trealose possa substituir as moléculas de agua
apos a desidratagdo, pela formacgéo de ligagdes de hidrogénio ao redor de
grupos polares e carregados presentes na membrana fosfolipidica e em
proteinas (CROWE, CROWE e CHAPMAN, 1984; CROWE, 2002). A
exclusao total ou parcial das moléculas de agua e a auséncia de formacao
de uma fase gel nas células desidratadas previne a ruptura de organelas
celulares e reagbes de oxidagdo, o que mantém a integridade da estrutura e
assim a viabilidade celular (POTTS, 1994; CROWE, 2002). Quando

reidratadas as células retomam sua atividade normal sem danos letais
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causados pelo ciclo desidratagao/reidratacdo (CROWE, 2002). A trealose é
capaz de manter a estrutura tridimensional de lipideos e proteinas sob
estresse e preservar suas fungdes bioldgicas. Em trabalhos anteriores foi
demonstrado essa capacidade da trealose de preservar moléculas
biologicas em situagdes de dessecacdo, exposi¢cao a luz e ao ar e estresse
térmico (LESLIE et al., 1995; PENNA e MEYER-FERNANDES, 1998).
Células de diversos grupos biolégicos como leveduras e vegetais, quando
liofilizadas e estocadas na presenca de trealose tém uma diminuigdo na
fase de adaptacao (lag) e recuperam o volume celular anterior quando
reidratadas (ISRAELI et al., 1993; TYMCZYSZYN et al., .2007).

Salmonella Typhimurium é também capaz de acumular trealose em
resposta ao estresse osmético (CANOVAS et al., 2001) e é um importante
elemento da resposta a escassez de nutrientes (SPECTOR, 1998) sendo
parcialmente controlada por RpoS (HENGGE-ARONIS et al.,, 1991).
Quando a osmolaridade externa aumenta, as células tendem a transportar
solutos compativeis como prolina, glicina-betaina, glutamato ou trealose,
por transportadores de membrana do tipo ABC osmosensiveis para
contrabalancear o aumento na pressao externa, glicina-betaina e prolina
servem como osmoprotetores quando adicionados extracelularmente, mas
glutamato e trealose podem ser sintetizados pela célula (FOSTER e
SPECTOR, 1995). Quando a osmolaridade externa diminui a célula libera
os solutos acumulados para o meio externo por meio de canais
mecanosensiveis (ROMANTSOV, GUAN e WOQD, 2009).

As enzimas trealose-6-fosfato fosfatase (OtsB) e trealose-6-fosfato
sintase (OtsA) sdo responsaveis pela conversdao de UDP glicose e glicose-
6-fosfato em trealose, sendo localizados em um Unico operon, o OtsBA,
(GIAEVER et al., 1988). Salmonella Typhimurium mutantes nesse operon,
crescem muito lentamente em meios de cultura contendo concentragdes de
0,5 M de NaCl e diminuem a viabilidade para 0,6 % da densidade inicial de
células (HOWELLS et al., 2002).

Em estudo que E. coli foi geneticamente engenheirada para sintetizar
sacarose pela adicdo do gene que codifica a sintase de sacarose (spsA) e
testada para a sobrevivéncia apds a desidratacdo. A estirpe recombinante

exibiu uma sobrevivéncia dez vezes maior que a estirpe selvagem (BILLI et
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al., 2000). Estirpes de E. coli, destinadas a producédo de etanol,
sobreviveram mais a desidratacdo quando o agucar disponivel para a
fermentagdo foi a sacarose, sendo a sobrevivéncia 6tima entre 50 e 70
gramas de sacarose por litro (MILLER e INGRAM, 2008).

A obtengdo de células desidratadas estaveis podera dar maior
impulso na preparacdo de biosensores, estocagem de clones em
laboratorio, linhagens usadas na manufatura de alimentos (BILLI e POTTS,
2002) e na produgao de materiais de referéncia microbioldgico.

Sendo Salmonella um patégeno importante para a saude publica e o
material de referéncia necessario para laboratérios de analise de alimentos
na certificagcdo de suas metodologias e nos ensaios de proficiéncia, a
obtencdo de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 estaveis podera
encurtar as etapas de desenvolvimento de MR e ainda garantir maior
repetibilidade nas analises e consequentemente menor numero de
resultados falso negativo. Em estudo que E. coli foi geneticamente
engenheirada para sintetizar sacarose pela adicdo do gene que codifica a
sintase de sacarose (spsA) e testada para a sobrevivéncia apds a
desidratacdo. A estirpe recombinante exibiu uma sobrevivéncia dez vezes
maior que a estirpe selvagem (BILLI et al., 2000). Estirpes de E. coli,
destinadas a produgéo de etanol, sobreviveram mais a desidratagdo quando
o0 acucar disponivel para a fermentacdo foi a sacarose, sendo a
sobrevivéncia 6tima entre 50 e 70 gramas de sacarose por litro (MILLER e
INGRAM, 2008).

A obtencdo de células desidratadas estaveis podera dar maior
impulso na preparacdo de biosensores, estocagem de clones em
laboratdrio, linhagens usadas na manufatura de alimentos (BILLI e POTTS,
2002) e na produgao de materiais de referéncia microbioldgico.

Sendo Salmonella um patdégeno importante para a saude publica e o
material de referéncia necessario para laboratorios de analise de alimentos
na certificacdo de suas metodologias e nos ensaios de proficiéncia, a
obtengdo de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 estaveis podera
encurtar as etapas de desenvolvimento de MR e ainda garantir maior
repetibilidade nas analises e consequentemente menor numero de

resultados falso negativo.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos
do Departamento de Microbiologia Agricola (DMB) da Universidade Federal
de Vicosa (UFV)- MG.

3.1 Micro-organismo usado e preparo do inéculo

Foi utilizada a estirpe Salmonella enterica sorotipo Enteritidis fagotipo
PT4 578, cedida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). A
confirmacdo da pureza da cultura foi feita inoculando-se Salmonella
Enteritidis PT4 578 em caldo infusdo de cérebro e coragédo - BHI (Difco,
Sparks, USA) e, apés incubacao por 18 h a 37 £ 1 °C, a cultura ativada foi
estriada em agar padrao de contagem- PCA (Difco, Sparks, USA) e
incubada nas mesmas condi¢gdes. Uma colbnia isolada foi estriada em agar
xilose lisina desoxicolato- XLD (Acumedia, Lasing, Michigan) e incubada por
mais 18 a 24 h a 37 £ 1 °C. A cultura estoque para o experimento foi feita a
partir de células sobreviventes a estresse nutricional por 3 h em solugao
salina tamponada a 37 + 1 °C, seguido de liofilizagdo e estocagem a - 20 °C

por 16 meses. O estoque desta cultura foi feito em caldo infusdo de cérebro
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e coragédo (BHI) contendo 20 % de glicerol e mantido a -20 °C até o
momento do uso.

O crescimento de Salmonella Enteritidis foi acompanhado em caldo
BHI acrescido de 0,5 M de cloreto de sddio (NaCl), 3 mM de trealose e, ou
0,05 M de glicose e meio minimo de sais - MMS e glicerol (K.HPO,4 7 g L;
KH2PO4 2 g L; MgS04.7H20 0,2 g L™ (NH4)2S04 1 g L™; glicerol 4 g L™ e
CaCl, 1 mmol L") acrescido de 0,5 M de NaCl, 3 mM de trealose e, ou 0,05
M de glicose, em microplacas de Elisa. A leitura de absorvancia a 630 nm
foi realizada em intervalos de uma hora até que o micro-organismo atingisse
a fase estacionaria. O experimento foi feito com trés réplicas em duas

repeticoes.

3.2 Determinagcéo das condicOes de cultivo de Salmonella Enteritidis
PT4 578

Salmonella Enteritidis PT4 578 foi ativada em caldo BHI por duas
vezes consecutivas por 18 a 24 horas a 36 = 1 °C. Aliquotas de 300 pL da
cultura ativada foram adicionadas em 30 mL dos meios de cultura contendo
caldo BHI acrescido de 0,5 M de NaCl, 3 mM de trealose e, ou 3 mM de
sacarose e meio minimo de sais — MMS e glicerol acrescido de 0,5 M de
NaCl, 3 mM de trealose e, ou 3 mM de sacarose. A incubacao feita foi a 36
+1°C e, apos 6 e 12 h de crescimento foram retiradas aliquotas de 1mL
das culturas em caldo BHI para plaqueamento pela técnica de microgotas
(MORTON, 2001). As amostragens feitas quando o cultivo foi em MMS e
ocorreram apos 20 e 26 h de crescimento.

As células foram coletadas nos mesmos tempos por centrifugagéo a
2513 g por 15 min a uma temperatura de 18 °C. O centrifugado foi lavado
por duas vezes em solugdo salina peptonada 0,1 % esterilizada e entao
ressuspendido em leite desnatado reconstituido (LPD) a 10 % (p/v). O leite
em po desnatado foi obtido no comercio local e esterilizado por irradiagao
gama com a dose de 10 kGy no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia
Nuclear - CDTN, Minas Gerais, Brasil. A suspensao foi agitada por alguns

minutos em agitador de tubos € o numero de células viaveis foi determinado
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pela técnica de plaqueamento em microgotas (MORTON, 2001) em PCA.
As placas foram incubadas a 36 + 1 °C por 18 h. Volumes de 500 pyL das
suspensdes de células cultivadas nos diferentes meios de cultura foram
distribuidos em frascos de vidro e congelados a - 80 °C para serem
liofilizados (Heto Lab. Equipament, Heto-Holten A/S, Denmark) por 18 + 2 h.
Apos liofilizagdo o conteudo dos frascos foi ressuspendido com o volume de
500 uL de salina peptonada 0,1 % esterilizada, o numero de células viaveis
foi determinado pela formacdo de colénias em agar PCA pela técnica de
microgotas (Morton, 2001), e expressa em unidades formadoras de col6nias
(UFC.mL™).

A condigdo de cultivo que resultou em maior sobrevivéncia de células
de Salmonella Enteritidis PT4 578 foi escolhida para a continuidade dos
experimentos.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos inteiramente

casualizados num fatorial dois por cinco por dois.

3.3 Avaliacdo da influéncia de choque térmico sobre a sobrevivéncia
de Salmonella Enteritidis PT4 578 a liofilizagéo

As células de Salmonella Enteritidis PT4 578 foram cultivadas na
condigdo que garantiu maior sobrevivéncia a liofilizagdo. Apds o tempo de
crescimento foi determinado o numero de UFC.mL" pela técnica de
microgotas (MORTON, 2001) em agar PCA. As células entdo foram
submetidas a choque térmico a 50 °C por 30 min em banho-maria com
circulagao de agua. Em seguida, foi novamente determinado o numero de
UFC.mL™". As células foram entdo preparadas para a liofilizagdo como
descrito anteriormente e liofilizadas sendo o numero de células viaveis
determinado apds a processo de liofilizagao.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos inteiramente

casualizados num fatorial cinco por dois.
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3.4 Determinacédo do substrato de suspensao de células de Salmonella
Enteritidis PT4 578 para o preparo de Material de Referéncia.

Células de Salmonella Enteritidis PT4 578 cultivadas na condigcao
que resultou em maior sobrevivéncia foram preparadas para liofilizacao
conforme descrito anteriormente e ressuspendidas em substrato de
suspensao, contendo leite desnatado reconstituido a 10 % (p/v) adicionado
ou nao de 100 mM de trealose e, ou 100 mM sacarose. Apos a liofilizacao o
numero de células viaveis foi determinado em PCA pela técnica de
microgotas (MORTON, 2001).

O substrato de suspensdo que resultou em maior sobrevivéncia de
células de Salmonella Enteritidis PT4 578 foi escolhido para a continuidade
da pesquisa. O material foi liofilizado em frascos de vidro e em seguida
fechado com lacres de aluminio e estocados a temperatura de refrigeragao
e congelamento. O numero de sobreviventes foi analisado nos tempos de 0,
30, 60 e 90 dias de estocagem a temperatura de refrigeracdo (4 + 2 °C) e
de congelamento (- 20 + 2 °C) pela técnica de microgotas (MORTON,
2001). Para a determinacao de sobreviventes, trés amostras do material
liofilizado, de duas repeticdes, foram analisadas.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos inteiramente

casualizados num fatorial cinco por quatro.

3.5 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de varidncia e posteriormente

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade,
utilizando-se o programa SAEG, verséo 9.1 (FUNARBE, 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento de Salmonella Enteritidis PT4 578

Por meio da curva de crescimento determinou-se o tempo para
Salmonella Enteritidis PT4 578 atingir a fase estacionaria em caldo BHI
adicionado de 0,5 M de NaCl, 3 mM de trealose e, ou 0,05 M de glicose
(Figura 1) e em meio MMS e glicerol também adicionado dos mesmos
solutos (Figura 2).

A adicdo de solutos aos meios de cultivo provocou um estresse
osmotico indicado pelo retardamento do tempo de crescimento de
Salmonella Enteritidis PT4 578. Quando culturas de S. Typhimurium sao
expostas a uma alta osmolaridade, estas diminuem instantaneamente sua
densidade Optica o que ¢é causado pela diminuicdo do volume
citoplasmatico, a densidade o6ptica € lentamente restabelecida quando
ocorre a adaptacao da cultura a nova condigcdo ambiental (JOVANOVICH et
al., 1988). O crescimento de S. Typhimurium em meio minimo com 0,3 M de
NaCl leva a um aumento de quatro a seis vezes no transporte de prolina
para o interior celular (DUNLAP e CSONKA, 1985). Além disso a
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hiperosmolaridade prolonga o tempo de adaptagcdo celular, retardando a
entrada na fase logaritmica de crescimento (MILLER e INGRAM, 2007).

Para a obtencdo de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 em fase
estacionaria estabeleceu-se os tempos de cultivo de 6 e 12 h em caldo BHI

e 20 e 26 h em MMS, ambos adicionados dos solutos acima citados.

Absorvancia (630 nm)
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Tempo (horas)
Figura 1- Crescimento de Salmonella Enteritidis PT4 578 em caldo BHI
(—*-); BHI adicionado de 0,5 M de NaCl (—>-); BHI adicionado de 0,5 M de
NaCl e 3 mM de trealose (—¥) e BHI adicionado de 0,5 M de NaCl, 3 mM

de trealose e 0,05 M de glicose (——).

Absorvancia (630 nm)
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Figura 2- Crescimento de Salmonella Enteritidis PT4 578 em meio MMS
(—*-); MMS adicionado de 0,5 M de NaCl (—=-); MMS adicionado de 0,5 M
de NaCl e 3 mM de trealose (—%) e MMS adicionado de 0,5 M de NaCl, 3
mM de trealose e 0,05 M de glicose (—=).
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4.2 Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis a liofilizag&o

Células de Salmonella Enteritidis PT4 578 em fase estacionaria
cultivadas em caldo BHI acrescido de NaCl, trealose e sacarose foram
mais sensiveis ao processo de liofilizacdo, indicado pelo maior numero de
redu¢cdes no numero de ciclos log de células viaveis (P>0,05) comparado
aos valores observados quando as células foram cultivadas apenas em
caldo BHI (Tabela 1).

Tabela 1- Média de reducdo de ciclos logaritmicos de células apos

liofilizagdo, de Salmonella Enteritidis PT4 578 cultivada em diversos meios

de cultura.
Meios de cultura N° de ciclos log reduzidos
Tempo de cultivo
6h 12h
BHI' 1,72 A 1,85 A
BHI+ 0,5 M NaCl 2,31B 2,59 B
BHI+ 0,5 M NaCl + 3 Mm trealose 2,17 B 242 B
BHI+ 0,5 M NaCl + 3 Mm sacarose 2,22 B 2,70 B
BHI+ 0,5 M NaCl + 3 Mm trealose + 3 Mm de sacarose 2,41B 2,54 B
Tempo de cultivo
20 h 26 h
MMS? 1,21C 1,05C
MMS+ 0,5M NaCl 1,44 C 0,85D
MMS+ 0,5M NaCl + 3 mM trealose 1,51C 0,88 D
MMS+ 0,5M NaCl + 3 mM sacarose 1,52C 1,04 D
MMS+ 0,5M NaCl + 3 mM trealose + 3 mM de sacarose 1,27C 1,16 C

"BHI - Caldo cérebro coragao; “MMS - Meio minimo de sais. Médias seguidas de mesma letra néo diferem

significativamente entre si (P= 0,05)

A restricdo nutricional provocada pelo cultivo em MMS e glicerol
aumentou a resisténcia de Salmonella Enteritidis PT4 578 a liofilizacao
constatada pelo menor redugcao de ciclos log (Tabela 1). Os solutos NaCl,
trealose ou sacarose adicionados separadamente ao MMS e glicerol,
ocasionou aumento significativo do numero de sobreviventes apods
liofilizacdo apenas apds 26 h de cultivo. Esta informacdo pode ser
constatada pela observagdo do numero menor de ciclos log reduzidos

(Tabela 1). Neste periodo de incubac&o as culturas encontravam-se ha
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mais de 6 h em fase estacionaria o que poderia conferir maior oportunidade
de resposta ao estresse. Segundo Legg (1998), a resisténcia de
Pseudomonas fluorescens a desidratacdo aumentou significativamente em
células com maior tempo na fase estacionaria, aproximadamente 6 h,
comparada com as células que estavam do inicio da mesma fase. Em
Salmonella, a escassez de nutrientes pode levar a diminuicdo da
culturabilidade e das atividades metabdlicas, diminuicdo da capacidade de
aderéncia e formacao de biofilmes e ainda indugao do acumulo de trealose
(SPECTOR, 1998; CARO, GOT e BALEUX, 1999; SUTHERLAND, 2001;
GIAOURIS e NYCHAS, 2006).

A capacidade de acumular trealose ou outro carboidrato esta
associada ao aumento da tolerancia a processos de desidratacdo e
estresse osmatico. Esse acumulo s6 € possivel se 0 micro-organismo nao
puder utilizar esse carboidrato como fonte de carbono (STREETER, 2003)
ou for capaz de concentrar as enzimas de utilizagdo desse carboidrato
dentro de vacuolos, como no caso de leveduras (JULES et al.,, 2004;
SAMPEDRO e URIBE, 2004).

A manutencdo de células por mais tempo em fase estacionaria
resultou em maior resisténcia a liofilizagdo quando Salmonella foi cultivada
em MMS com adi¢do de cada um dos solutos analisados (Tabela 1). De
fato, a resisténcia a diversos tipos de estresses € desenvolvida durante a
transicdo entre a fase exponencial e a fase estacionaria de crescimento
(ROPERS et al., 2006). Uma complexa rede genética regulatéria integrada
com varios sensores de fatores ambientais controla as mudancas
morfologicas e fisioldégicas durante a transigcdo na fase de crescimento.
Segundo Gottesman (1984), essa rede é composta por numerosos genes,
proteinas e metabdlitos, e os reguladores globais tém fungdo chave nessa
rede. Resultados similares ao encontrado em Salmonella Enteritidis PT4
neste trabalho foram observados em outras bactérias. Células de
Enterobacter sakazakii em fase estacionaria exibiram maior tolerancia ao
estresse osmoético e a desidratagdo, possivelmente pelo acumulo de
trealose, identificada por HPLC (BREEUWER et al., 2003). Maior
recuperacao de células viaveis de Lactobacillus rhamnosus foi verificada

apos a desidratacao de células em fase estacionaria de 31 a 50 % quando
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comparada com células em fase logaritmica (14 %) e na fase de adaptagao
(lag) (2 %) (CORCORAN et al., 2004).

Outras bactérias também apresentam aumento de resisténcia a
liofilizacdo quando submetidas a estresse nutricional, como por
exemplo,Pseudomonas putida cultivada sob estresse nutricional causado
pela escassez de fontes de carbono apresentou resposta protetora contra a
liofilizagcao (PALMFELDT, RADSTROM e HAHN-HAGERDAL, 2003).

A etapa de congelamento faz parte do processo de liofilizagdo e
Palmfeldt, Radstrom e Hahn-Hagerdal (2003) observaram que células de P.
putida em condi¢des limitantes de carbono tiveram taxas de sobrevivéncia
de 77 a 100 %, enquanto as células congeladas em fase exponencial de
crescimento apresentaram taxas de 55 a 80 % de sobrevivéncia. A maior
sobrevivéncia a liofilizacdo pode ser atribuida a protecdo cruzada conferida
por proteinas expressas durante o estresse nutricional (DICKSON e
FRANK,1993). Em E. coli, dois grupos de genes codificam proteinas em
resposta ao estresse nutricional: os genes cst, expressos em condigdes
limitantes de carbono; e os genes pex, expressos em limitagado de carbono,
nitrogénio ou fésforo (CHUNG, BANG e DRAKE, 2006). A expressao de
proteinas codificadas por esses genes pode induzir a prote¢cdo cruzada ao
frio (SCHULTZ e MATIN, 1988); ao calor (ROWE e KIRK, 2000); a agentes
quimicos (JENKINS et al., 1988; MATIN et al., 1989; HENGGE-ARONIS,
1993); ao estresse osmotico (JENKINS et al.,, 1990) e ao estresse acido
(JACKSON et al., 1996; ELHANAFI et al., 2004; CAMPBELL et al., 2004).

O estresse osmatico causado pela adicao dos solutos NaCl, trealose
e sacarose ao meio BHI ndo conferiu aumento de resisténcia de Salmonella
apos liofilizagao, independente do tempo de cultivo das células (Tabela 1).
E provavel que as condicdes nutritvas do meio BHI associadas s
concentracdes dos solutos adicionadas ndo tenham resultado em resposta
ao estresse osmotico suficiente para aumentar a sobrevivéncia a
liofilizagdo. Por outro lado, quando cultivada por 26 h em MMS e glicerol na
presenca dos mesmos solutos foi possivel obter menor redu¢gdo no numero
de células viaveis de Salmonella apés a liofilizagao (Tabela 1). O cultivo das
células em meio com alta osmolaridade permite o ajuste na distribuicdo de

osmorreguladores na membrana citoplasmatica (LANG, 2007; MUNNS e
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TESTER, 2008) e resulta no acumulo de solutos na tentativa de evitar a
desidratacdo do citoplasma (ROMANTSOV, GUAN e WOOD, 2009).
Salmonella Typhimurium em ambientes com alta osmolaridade importa
rapidamente ions potassio, via sistemas de transporte que respondem a
pressao de turgor, aumenta também a sintese de glutamato como forma de
conter a pressao osmotica de forma rapida além de ativar outras respostas
osmorregulatérias (ALTENDORF, 2009). Outros osmdlitos organicos sao
entdo acumulados em menor velocidade pela importacédo e pela sintese, o
que leva a redugao da concentragao de potassio e de glutamato. Quando os
osmolitos exdgenos sdo escassos, essa bactéria sintetiza e acumula
trealose. Entretanto, betaina e prolina, se presentes no meio, sao
preferencialmente acumuladas por importacdo, e a sintese de
osmoprotetores produzidos endogenamente ¢é reduzida (BURG e
FERRARIS, 2008). Pode-se sugerir entdo que houve acumulo de osmalitos
nas celulas de Salmonella disponiveis no meio de crescimento em resposta
ao estresse osmotico, como o potassio, induzido pela adicdo de NaCl,
trealose e sacarose e, dessa forma, houve aumento da capacidade de
sobreviver ao processo de liofilizagao.

Os resultados obtidos reforcaram a informacao de que a resisténcia
de células a liofilizacdo deve ser induzida desde o meio de cultivo e nao
somente constar da adicdo de agentes protetores na matriz de
desidratacao. Isso foi demonstrado por Morgan et al. (2006), que relataram
que ceélulas microbianas devem ser condicionadas para a tolerancia a
desidratacdo, sendo expostas previamente a diversos tipos de estresses,
como fase estacionaria e condicbes de crescimento acidificadas. Na
preparagao de MRs células estaveis sao de fundamental importancia uma
vez que nesse material ndo deve haver variagdo do numero de unidades
formadoras de col6nias entre as amostras do mesmo lote, ndo haver
interferéncia da matriz na analise e garantir a identificagdo do micro-

organismo teste em ensaios qualitativos (PHILIPP et al., 2007).
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4.3 Influéncia do choque térmico sobre a resisténcia de Salmonella
Enteritidis PT4 578 a liofilizacao

O choque térmico de 37 °C para 50 °C durante 30 min ndo aumentou
a resisténcia a liofilizagao, pois culturas que receberam o choque térmico
apresentaram média de reducgédo de ciclos logaritmicos maior do que o

grupo controle, que n&o recebeu o referido tratamento (Tabela 2).

Tabela 2- Média de redugédo de ciclos logaritmicos apos liofilizagdo, de
células de Salmonella Enteritidis PT4 578 em fase estacionaria apés cultivo
em diversos meios de cultura e expostas a choque térmico de 37 °C para 50
°C por 30 min.

N° ciclos log reduzidos

Meios de cultura Controle Choque térmico
MMS' 1,99 A 1,82 A
MMS+ 0,5 M NaCl 1,18 B 1,97 A
MMS+ 0,5 M NaCl + 3 Mm trealose 1,47 B 1,92 A
MMS+ 0,5 M NaCl + 3 Mm sacarose 1,58 B 1,94 A
MMS+ 0,5 M NaCl + 3 Mm trealose + 3 Mm de sacarose 1,70 A 1,92 A

"MMS - Meio minimo de sais. Médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si (P=
0,05)

Resultado similar foi encontrado por Carmo (2006) em que a
viabilidade de células de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 expostas a
choque térmico por 30 min a 50 °C foi reduzida apos a liofilizagdo. Os
resultados apresentados neste trabalho contradizem informacgdes
encontradas na literatura a respeito de Salmonella. Howells et al. (2002)
verificaram que a estirpe de Salmonella Typhimurium que continha o gene
para a sintase de trealose (otsA) silenciado apresentou sobrevivéncia 10
vezes menor ao tratamento a 50 °C, do que a estirpe selvagem, o que levou
a conclusdo de que a trealose influénciou na sobrevivéncia a altas
temperaturas. Como a trealose €& importante na sobrevivéncia de
Salmonella a altas temperaturas e desempenha fungédo osmoprotetora, foi

suposto que o choque térmico induziria uma resposta cruzada a liofilizagao.
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Entretanto, nas condigbes usadas neste estudo, nao foi detectado aumento
de resisténcia a liofilizagdo em células submetidas ao choque térmico.

O estresse térmico além do estresse acido induz o mesmo regulador
de resposta RpoH em E. coli, que confere resisténcia ao calor e ao pH
baixo e, por isso, &€ constatada a resisténcia cruzada a esses fatores
estressantes (JENKINS, AUGER E MATIN, 1991). Mccormick et al. (2003)
constataram que a exposicdo de Salmonella a temperaturas um pouco
superiores a temperatura de crescimento 6timo resultaram na producgao de
proteinas do choque térmico (HSP) que aumentam a tolerancia térmica.
Humprey et al. (2003) verificaram que a transferéncia de Salmonella
Enteritidis PT4 de 20 °C para 45 °C proporcionou resposta cruzada ao
acido. Entretanto, o choque térmico ndo confere resisténcia cruzada ao
choque osmotico uma vez que a resisténcia ao estresse por falta de
nutrientes na fase estacionaria e no choque osmotico € dada pelo regulador
global codificado pelo gene rpoS (WILDE et al., 2000).

Outra hipétese para a ndo observacado de resposta cruzada do
estresse térmico ao estresse osmotico estaria relacionada a fase de
crescimento e ao tempo de choque térmico a que as células foram
expostas. Em P. fluorescens na fase estacionaria a exposi¢cdo ao choque
térmico de 20 para 37 °C por cerca de 10 min levou ao aumento de apenas
trés vezes mais a sobrevivéncia apds desidratacdo, enquanto que células
na fase logaritmica de crescimento expostas ao mesmo tratamento
aumentaram em 95 vezes a sobrevivéncia (LEGG, 1998).

Além do tempo de crescimento e a duragdo do choque térmico neste
trabalho terem sido diferentes, as HSPs sintetizadas em resposta ao
choque térmico nao foram capazes de evitar os danos causados pelo

congelamento e desidratacdo em Salmonella Enteritidis PT4 578.

4.4 Substrato de desidratacdo para as células de Salmonella Enteritidis
PT4 578.

Considerando que o estresse nutricional pelo cultivo em MMS e o

estresse osmotico pela presenca de NaCl, trealose e sacarose em MMS
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resultou em maior resisténcia de Salmonella Enteritidis PT4 ao processo de
liofilizagdo, estes meios foram selecionados para a continuidade do estudo
de sobrevivéncia em diferentes substratos de liofilizagdo. Os resultados de
sobrevivéncia de Salmonella cultivada em MMS com ou sem adi¢cao de
solutos e liofilizadas em quatro tipos de substratos de desidratagcao estao
apresentados na tabela 3.

Como a analise estatistica dos dados ndo demonstrou diferenca
significativa do numero de sobreviventes em relagcdo ao substrato de cultivo
a ao meio de liofilizacdo, foram realizados testes de média individualmente.
O meio de cultivo que apresentou menores médias de redugao de ciclos
logaritmicos foi o MMS acrescido de 0,5 M NaCl, 3 mM trealose e 3 mM de

sacarose (Tabela 3).

Tabela 3- Média de reducao de ciclos logaritmicos de células de Salmonella
Enteritidis PT4 578 cultivada em MMS acrescido de diversos solutos,
liofilizadas em diferentes substratos de liofilizagao.

Substratos de desidratacdo

LDR10% + LDR10 % + LDR 10 % + 100

LDR?10% 100 Mm 100 Mm Mm trealose + 100
. trealose sacarose Mm de sacarose
Meios de cultura
MMS' 2,00 A 1,53 B 1,24 C 1,09C
MMS+ 0,5 M NaCl 1,84 A 0,64 C 0,85BC 1,01 BC
MMS+ 0,5 M NaCl + 3 Mm trealose 1,65 A 1,06 BC 0,93C 1,24 BC
MMS+ 0,5 M NaCl + 3 Mm sacarose 1,82 A 1,35B 1,17 B 1,12B
MMS+ 0,5 M NaCl + 3 Mm trealose 147 A 0.75B 0.65B 0.70 B

+ 3 Mm de sacarose

TMMS - Meio minimo de sais, 2LDR — Leite desnatado reconstituido. Médias seguidas de mesma letra néo
diferem significativamente entre si (P= 0,05)

A presenca de 100 mM de trealose e, ou sacarose usados como
agentes crio e osmoprotetores adicionados isolados ou combinados ao LDR
10 % para liofilizagdo levou ao aumento da sobrevivéncia de Salmonella
Enteritidis PT4 578 (Tabela 3). Estes substratos foram ent&o utilizados para
a continuidade da pesquisa.

O LDR é amplamente empregado como meio para desidratagdo de
bactérias laticas, por prevenir injuria celular, pois contribui para

estabilizacdo dos constituintes da membrana, formando uma estrutura
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porosa no produto desidratado o que leva a formagdao de uma capa
protetora para as células (ANANTA et al., 2005, MIYAMOTO e
SHINOHARA, 2006). Em raz&o dessas caracteristicas, essa matriz de
suspensdo é preferencialmente usada para o preparo de MRs para analise
microbiolégica de alimentos (LIGHTFOOT, RICHARDSON e HARFORD,
2001).

O efeito protetor de células microbianas ao processo de desidratagao
exercido pelos carboidratos é registrado na literatura. A desidratagdo de
bactérias ressuspendidas em solugcdes contendo os dissacarideos trealose
e sacarose levou ao aumento da sobrevivéncia apdés a desidratagao
(POTTS, 1994; LESLIE et al., 1995). Trealose e sacarose sao agucares nao
redutores conhecidos por estabilizarem proteinas, membrana citoplasmatica
e macromoléculas, mantendo-as num ambiente quimico inerte (SUSSICH et
al., 2001; SAMPEDRO e URIBE, 2004). Como o mecanismo de prote¢cao
pela trealose ainda ndo € bem conhecido, trabalhos vém sendo
desenvolvidos para elucidacido desse fendmeno. Células de E. coli e de
Bacillus thuringiensis se desidratadas na presenca de trealose tém uma
sobrevivéncia de 70 % e 57 %, respectivamente (LESLIE et al., 1995).
Quando esses mesmos micro-organismos sao liofilizados na presenga de
sacarose a sobrevivéncia de E. coli é de 56 % e de B. thuringiensis de 44
%, entretanto a desidratagdo na auséncia dos agucares resultou numa
sobrevivéncia de apenas 8 % e 14 %, respectivamente (LESLIE et al.,
1995). A trealose tem ainda a capacidade de aumentar a tolerancia a luz e a
secagem ao ar, capacidade nédo observada na sacarose (LESLIE et al.,
1995).

A indugdo da biossintese de trealose por uma pré-exposicao ao
estresse osmotico com a adicdo de sais pode ser combinada com a
desidratacdo em solugdes contendo trealose adicional e aumentou a
sobrevivéncia de E. coli em 80 % (GARCIA et al., 2000). Estirpes de E. coli
que receberam um cassete integrado no cromossoma (tac-otsBA) para
aumentar a sintese de trealose intracelular, sobreviveram mais a
desidratagdo quando cultivadas em sacarose do que em xilose (MILLER e
INGRAM, 2008). O efeito benéfico de trealose e sacarose na tolerancia a

desidratacdo pode resultar da sua natureza nao reativa (MILLER e
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INGRAM, 2008) e da capacidade de diminuir a temperatura de transigao
(Tm) da membrana seca pela troca da agua entre os grupos apolares de
lipidios, prevenindo a fase de transicdo e seu consequente rompimento
durante a reidratagéo (LESLIE et al.,1995).

4 .4 Estabilidade do material liofilizado

O numero médio de células viaveis de Salmonella Enteritidis PT4
apos a liofilizagdo em LDR 10 % contendo 100 mM de trealose ou 100 mM
de sacarose ou da mistura dos dois acutcares foi de 2, 8 x 10’ UFC. mL™.

A perda de viabilidade de células liofilizadas e estocadas a 4 °C foi
maior no substrato de desidratagcdo LDR 10% acrescido de 100 Mm de

sacarose (Tabela 4).

Tabela 4- Média de redugao de ciclos logaritmicos de células de Salmonella
Enteritidis PT4 578 liofiizadas em LDR acrescido de diversos solutos,
durante 90 dias de estocagem a 4 °C.

Meios de desidratacéo Temperatura de Estocagem

4°C
LDR" 10 % + 100 Mm Trealose 1,3788 A
LDR 10 % + 100 Mm Sacarose 1,8248 B
LDR 10 % + 100 Mm Trealose + 100 Mm de Sacarose 1,3438 A

" LDR — Leite desnatado reconstituido. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente
entre si (P=0,05)

Durante 90 dias de estocagem, nao houve diferenca significativa
entre os trés substratos de desidratacdo, a presenca de trealose no
substrato garantiu um maior numero de sobreviventes (Figura 3). A
liofilizacdo na presenca de trealose também levou ao aumento da
sobrevivéncia de células de Campylobacter jejuni em dois ciclos
logaritmicos quando comparadas com a sobrevivéncia de células nao
tratadas, durante dois meses a 4 °C (PORTNER, LEUSCHNER e MURRAY,
2007). A temperatura de estocagem é fator importante na sobrevivéncia de
células bacterianas liofilizadas. Beckers et al. (1985) avaliaram as

temperaturas de 4 °C, 22 °C e 37 °C para estocagem de MR e verificaram
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que 4 °C foi suficiente para manter a viabilidade de Salmonella por 120 dias.
A variagao nos resultados pode ser atribuida a natureza da embalagem do
material e, no trabalho citado acima, os autores utilizaram o MR
acondicionado em capsulas e com silica gel para diminuir a reidratacdo do
material durante a estocagem. Costa et al. (2000) analisaram a vida util de
Pantoea agglomerans desidratada em diferentes temperaturas e concluiram
que as células que ficaram armazenadas a 4 °C por 90 dias apresentaram
reducdo de viabilidade em 0,5 ciclos logaritmicos, enquanto na populagao
decélulas armazenadas a 25 °C por 28 dias houve reducao da viabilidade
em trés ciclos logaritmicos. Portner, Leuschner e Murray (2007) verificaram
que células de C. jejuni liofilizadas na presenca de trealose tiveram
viabilidade de dois ciclos logaritmicos maior do que as células nao tratadas,

durante dois meses a 4 °C.

N° de células viaveis
(Log UFC.mL™
[e))

5 4

4 T T T T
0 20 40 60 80

Tempo (dias)

Figura 3- Estabilidade do material com células de Salmonella Enteritidis
PT4 578 liofilizado em LDR 10 % adicionado de 100 mM de trealose (—#-),
LDR 10 % adicionado de 100 mM de sacarose (—>-) e em LDR 10 %
adicionado de 100 mM de trealose e 100 mM de sacarose (—¥ ), durante
estocagem a 4 °C.
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A reducdo do numero de células viaveis de Salmonella Enteritidis
PT4 em cerca de 0,1 ciclo logaritmico constatado aos 30 dias de estocagem
a — 20 °C (Figura 4) foi 10 vezes menor do que no material estocado a 4 °C
no mesmo periodo (Figura 3) e que se manteve praticamente sem
alteracao até 90 dias de estocagem. No substrato de desidratagcdo LDR 10
% acrescido de 100 Mm de trealose a reducdo do numero de ciclos

logaritmicos foi menor (Tabela 5).

N° de células viaveis
(Log UFC.mL™)
»

4 T T T T
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Tempo (dias)

Figura 4- Estabilidade do material com células de Salmonella Enteritidis
PT4 578 liofilizado em LDR 10 % adicionado de 100 mM de trealose (—#-),
LDR 10 % adicionado de 100 mM de sacarose (—=2~) e em LDR 10 %
adicionado de 100 mM de trealose e 100 mM de sacarose (—¥), durante

estocagem a - 20 °C.

A presencga dos agucares no substrato de suspensdo em conjunto
com a temperatura de estocagem a - 20 °C foi determinante para a
manutengdo de maior viabilidade celular. Linsinger et al. (2001) verificaram
que Salmonella Thyphimurium usada no preparo de MR em capsula
manteve viabilidade por 50 meses a - 20 °C.

Na literatura consultada ndo foram encontrados trabalhos que
relatam o efeito de trealose e sacarose combinados na sobrevivéncia de

bactérias a desidratacdo. Os resultados relativos ao uso separado de

30



osmoprotetores indicaram efeitos no aumento da resisténcia bacteriana a
desidratacdo. A suplementacdo do meio de crescimento de bactérias do
acido latico com os acucares que sao adicionados ao substrato de
desidratacdo levaram ao aumento da protecdo a desidratacdo durante a
estocagem (CARVALHO et al., 2004). Em Bradyrhizobium japonicum
Streeter (2003) demonstrou que a adigdo de trealose ao meio de
crescimento foi mais efetiva na protegao contra a desidratagdo que apenas

a adicao de trealose ao substrato de desidratacao.

Tabela 5- Média de redugao de ciclos logaritmicos de células de Salmonella
Enteritidis PT4 578 liofiizadas em LDR acrescido de diversos solutos,
durante 90 dias de estocagem a - 20 °C.

Temperatura de

Meios de desidrataga
eios de desidratagdo Estocagem 20 °C

LDR' 10 % + 100 Mm Trealose 0,114 A
LDR 10 % + 100 Mm Sacarose 0,6767 C
LDR 10 % + 100 Mm Trealose + 100 Mm de Sacarose 0,4137B

" LDR - Leite desnatado reconstituido. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente
entre si (P=0,05)

A presenca de trealose no substrato de desidratacdo além de manter
as moléculas estaveis durante a desidratagcdo, ajuda na manutengdo da
viabilidade celular durante o congelamento, pois moléculas de trealose se
intercalam na membrana celular entre os grupos apolares dos fosfolipidios,
tanto extra quanto intracelularmente, diminuindo a formacao de cristais de
gelo no interior da célula durante o congelamento mantendo a integridade
da membrana e proteinas (RODRIGUES et al., 2008).

Entretanto, além da temperatura de estocagem, a atmosfera exerce
influéncia sobre a sobrevivéncia de células bacterianas desidratadas. No
presente estudo, células de Salmonella Enteritidis PT4 578 foram liofilizadas
em frascos de vidro e lacrados em atmosfera ambiente. Bozoglu et al.
(1987) analisaram o efeito da estocagem ao ar, com nitrogénio e a vacuo,
sobre a sobrevivéncia de células de Lactobacillus bulgaris e Streptococcus
thermophilus desidratadas. A estocagem de células desidratadas em
frascos de vidro a vacuo, ou em atmosfera de nitrogénio, resultou em maior
sobrevivéncia do que as estocadas em ar atmosférico. Esses autores

atribuiram esses resultados a difusao do oxigénio pela interface das células,
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uma vez que estas permanecem permeaveis durante a estocagem, e que
resulta em acumulo de radicais livres do oxigénio. Como as células nao
podem metaboliza-los ou ndo conseguem transporta-los de forma ativa para
o0 meio extracelular, esses radicais podem danificar de forma irreversivel as
estruturas celulares. Outro fator importante € a umidade do ambiente de
estocagem, que pode afetar também a estabilidade do produto (MORGAN
et al., 2003). A adigdo de silica gel em MR de Salmonella Typhimurium por
Beckers et al. (1985) aumentou a estabilidade do mesmo na temperatura de
4 °C.

Os resultados reforcam a importdncia de que a escolha da
temperatura adequada de estocagem influencia diretamente na
recuperacao das células. Resultados evidenciados por Janning et al. (1995)
reforcaram que abusos de temperatura na estocagem e no transporte do
material de referéncia podem afetar a sua utilizagao.

Os resultados do presente estudo reafirmam que devem ser
utilizadas alternativas de preparo das células de Salmonella para tolerar a
variacao de temperatura a que sdo submetidas nas etapas de preparo,
transporte e estocagem do MR. Essas alternativas devem ser adotadas
desde o meio de cultivo das células até o substrato em que a células sao
liofilizadas e estocadas.

A obtencdo e uso de células mais resistentes ao processo de
liofiizagdo e ao periodo de estocagem podem impulsionar o
desenvolvimento de MRs com um maior prazo de validade, com um menor
numero de variagbes entre as unidades e mais homogéneo. Esses
conduzem a melhorias significativas dos resultados analiticos, seja por meio
da calibragdo dos instrumentos ou validagbes das metodologias
empregadas (JENKS, 1995). Os materiais de referéncia sdo somente um
dos itens necessarios a confiabilidade metroldgica das analises e por isso
outros fatores também sao importantes, como a aplicagdo de conceitos de
boas praticas de laboratério e treinamentos dos analistas sdo também
imprescindiveis (JENKS, 1995).
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5. CONCLUSOES

O estresse nutricional e osmaético induzido em Salmonella Enteritidis
PT4 578 pelo cultivo em Meio minimo de sais e glicerol acrescido de 0,5 M
de NaCl, 3 mM trealose e 3 mM de sacarose conferiu maior resisténcia a
liofilizacdo. A exposicao adicional de Salmonella ao choque térmico nao
aumentou a sobrevivéncia a liofilizagao.

O cultivo de Salmonella Enteritidis PT4 578 em condicbes de
estresse nutricional e osmodtico seguido da ressuspensdo em Leite
desnatado reconstituido (LDR 10 %) acrescido de 100 mM de trealose, de
100 mM de sacarose e 100 mM de trealose combinado com 100 mM de
sacarose nao resultou em diferenca significativa na resisténcia de células
de Salmonella logo apos a liofilizagao.

O numero de células viaveis de Salmonella Enteritidis PT4 578
liofilizadas e estocadas a — 20 °C foi cerca de 10 vezes maior do que o
material estocado a 4 °C. Durante a estocagem a 4 °C a redugao na
viabilidade celular foi de dois ciclos logaritmicos e na estocagem a — 20 °C
0 substrato que continha os dois acucares de forma combinada manteve
maior viabilidade celular, com redugdo de apenas 0,1 ciclo logaritmico

durante os 90 dias de estocagem.
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