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RESUMO: Considerando que a tolerancia ao acido é um importante fator de viruléncia relacionado &
sobrevivéncia ao baixo pH da secrecdo gastrica em patégenos veiculados por alimentos e 0 expressivo aumento da
prevaléncia de Salmonella sorovar Enteritidis nos ultimos anos, como agente etioldgico de salmonelose humana, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de &cido sobre o crescimento e sobrevivéncia de Salmonella sorovar
Enteritidis. O crescimento de S. Enteritidis CCS3, isolada de carcaca suina, e S. Enteritidis ATCC 13076 foi
determinado em Caldo Tripticaseina e Soja (TSB) com valores de pH que variaram de 3,5 a 7,2. A sobrevivéncia foi
avaliada no mesmo meio com pH entre 1,5 e 3,5. Avaliou-se também a toleréncia ao Fluido Géstrico Simulado
(FGS) dessas bacteérias. S. Enteritidis CCS3 apresentou valores maiores de velocidade especifica de crescimento em
TSB acidificado e sobreviveu por mais tempo em pH inferior a 3,5 do que S. Enteritidis ATCC 13076. As células de
S. Enteritidis CCS3 apresentaram tolerancia a exposicdo ao FGS por até uma hora. Contrariamente, células de S.
Enteritidis ATCC 13076 perderam a culturabilidade ap6s 10 minutos de desafio ao FGS.

Palavras-chave: Sobrevivéncia. Carne. Patdgeno

EFFECT OF ACID ON GROWTH AND SURVIVAL OF Salmonella enterica
ENTERITIDIS ISOLATED FROM SWINE

SUMMARY : Considering that the acid tolerance is an important virulence factor related to survival at low pH of
gastric barrier of foodborne pathogens and the expressive increasing of prevalence of Salmonella serovar Enteritidis
in recent years as etiologic agent of human salmonelosis, this work aimed evaluate the effect of acid on the growth
and survival of on Salmonella serovar Enteritidis. The growth of S. Enteritidis CCS3 isolated of swine carcass and S.
Enteritidis ATCC 13076 at Trypticasein and Soya Broth (TSB) with pH values between 3.5 and 7.2 and the survival
in the same media with pH values betweenl.5 and 3.5 were investigated. The tolerance to simulated gastric fluid
(SGF) of these cells was also evaluated. S. Enteritidis CCS3 presented higher values of specific growth rate in
acidified TSB and this culture had longer time survival in pH < 3.5 than S. Enteritidis ATCC 13076. The cells of S.
Enteritidis CCS3 were tolerant until one hours SFG exposure. Instead, cells of S. Enteritidis ATCC 13076 lost
culturability after 10 minutes of SFG challenge.
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INTRODUCAO

A carne suina € a mais consumida em termos de mercado mundial, devido seu elevado
teor nutritivo e atributos sensoriais. O Brasil é o quarto maior produtor e exportador de carne
suina. Para atender as exigéncias do mercado e evitar toxinfec¢fes ocasionadas pelo consumo de
produtos contaminados o sistema de biosseguranca, de qualidade e seguranga alimentar, vem se
aprimorando (ABPA, 2014).
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O género Salmonella pode ser responsavel por infec¢Bes veiculadas por alimentos de
origem animal, incluindo carne suina, representando um risco a saude publica.

Sorovares de Salmonella enterica sdo os agentes mais comuns de doenca de origem
alimentar no mundo. Microrganismos desse género sdo capazes de colonizar e causar infecgdes
em varios animais, tais como aves, suinos, gado, roedores e seres humanos. Sorovares como
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) infectam diferentes animais,
enquanto outros, como Salmonella Typhi sdo restritos a hospedeiros especificos (STEVENS et
al., 2009).

S. Enteritidis € um dos sorotipos mais encontrados nos alimentos. A fonte mais comum de
isolamento s&o os ovos, no entanto, outras fontes como o leite cru, carnes bovina e suina também
estdo associadas aos surtos causados por esse patdégeno (CDC, 2010).

No Brasil a presenca de Salmonella spp. em abatedouros de aves e suinos é significativa
(BESSA et al., 2004; BORSOI et al., 2011; KICH et al., 2011; MILBRADT et al., 2014). Além
disso, o isolamento desse patdgeno em linguica, carcacas de suinos, em carnes de frango e em
vegetais minimamente processados tem sido documentada (OLIVEIRA et al., 2005;
MURMANN et al., 2009; FREITAS et al., 2010; SANT’ANA et al., 2011).

Estratégias tém sido empregadas nos abatedouros a fim de evitar a contaminacéo por esse
patdgeno, dentre elas, temperaturas altas e baixas, pressdo e aplicacdo de sais, acidos e a
combinacdo de vapor com solugdes acidas (SUN et al., 2003; PIPEK et al., 2006). Porém essas
estratégias geram ambientes de estresse moderado e 0s microrganismos possuem a capacidade de
responder e de se adaptar a essas condicdes adversas. Essa resposta varia principalmente com o
tipo e intensidade do estresse e o estado fisiolégico do microrganismo (LOU; YOUSEF, 1997).

Poucos microrganismos sdo capazes de lidar com essa variedade de estresses presente nos
ambientes como os sorovares de Salmonella enterica (STOCKER; MAKELA, 1986; D’AOUST;
BAILEY, 2001; RYCHLIK; BARROW, 2005; KENYON; SPECTOR, 2011).

Esses estresses tém um efeito significativo na sobrevivéncia de Salmonella durante o
processamento, preparo e estocagem dos alimentos, bem como durante sua passagem pelas
barreiras do corpo humano, incluindo o suco gastrico. Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi
avaliar a sobrevivéncia e crescimento de duas cepas de S. Enteritidis inoculada em TSB

acidificado e em Fluido Gastrico Simulado (FGS).
MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas neste estudo duas culturas do sorotipo S. Enteritidis. O isolado CCS3

obtido a partir de carcaca de suino por Lima et al. (2004); e a cultura de referéncia S. Enteritidis

Nucleus Animalium, v.7, n.1, maio 2015



61

ATCC 13076. As culturas foram mantidas em caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo - BHI
(Merck®) contendo 20% de glicerol e congeladas a -18 °C.

Em cada experimento, CCS3 e ATCC 13076 foram reativadas em Caldo Tripticaseina e
Soja (TSB) e incubadas a 37 °C por, aproximadamente, 12 horas. Apos esse periodo, as células
foram coletadas por centrifugacdo em centrifuga Sorvall RT 6000D (Du Pont Company, USA), a
1275 g por dez minutos, ressuspendidas em solucéo salina 0,85%, novamente centrifugadas sob
as mesmas condicBes e padronizadas em 10° UFC mL™ correspondente a uma densidade Gtica de
aproximadamente 0,60 em espectrofotdmetro Spectronic 20D, em comprimento de onda de 600
nm.

As culturas padronizadas conforme citado acima foram inoculadas em TSB acidificado
com os valores de pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,2 (controle) até que as amostras
atingissem DOgoo nm 0,05. Em seguida, um volume de 180 pL desta suspenséo foi transferido, em
triplicata, para microplacas esterilizadas e incubadas a 37 °C + 1. Foram realizadas leituras
periédicas de DOgoo nm em aparelho leitor de placas de ELISA (Versa Max® Molecular Devices)
com intervalos de 30 minutos por até 12 horas.

Foram construidas curvas de crescimento e calculados os valores de velocidades
especificas de crescimento (u) para determinar o valor de pH que afeta a taxa de crescimento
dessas bactérias.

As culturas padronizadas foram inoculadas na proporcéo de 1:3 em caldo TSB ajustado
para 0s seguintes valores de pH 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5, e incubadas a 37 °C + 1. Aliquotas das
suspensdes de células foram retiradas em intervalos de tempo que variaram de acordo com o
valor de pH. Em caldo TSB com valores de pH 3,0 e 3,5 as amostras foram retiradas de quatro
em quatro horas, em pH 2,5 de duas em duas horas e em pH 2,0 e 1,5, de 20 em 20 minutos por
até 24, dez e quatro horas, respectivamente. Essas amostras foram plaqueadas em agar
Tripticaseina e Soja (TSA) pela técnica de microgotas (MORTON, 2001) para determinacdo do
numero de células sobreviventes.

As culturas de CCS3 e ATCC 13076 foram avaliadas quanto a tolerdncia ao FGS,
seguindo metodologia adaptada de Campbell et al. (2004). Aliquotas de 5 mL das culturas
padronizadas foram diluidas na proporcéo de 1:1 em FGS (pH 1,5) e mantidas a 37 °C.

O FGS foi preparado de acordo com Beumer et al. (1992), e foi previamente aquecido a
37 °C antes da mistura com as amostras.

A tolerancia a acido foi monitorada por meio de plagueamento, em triplicata, utilizando a
técnica de microgotas descrita por Morton (2001) em agar TSA, em intervalos de tempo de 10
minutos por até uma hora para a cultura CCS3, e de dez minutos por até meia hora, para a cultura
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ATCC 13076. O pH da mistura do FGS com as amostras foi monitorado ao final de todos os

experimentos.

RESULTADO E DISCUSSAO

O efeito do pH sobre o crescimento de S. Enteritidis CCS3 e ATCC 13076 esta
apresentado nas Figuras 1 e 2, respectivamente. A CCS3 apresentou crescimento semelhante em
caldo TSB com valores de pH acima de 5,5, enquanto que a ATCC 13076 cresceu de forma
similar em valores de pH acima de 5,0. CCS3 entrou em fase estacionaria apos trés horas de
crescimento, enquanto que a ATCC 13076 entrou apds cinco horas. Ndo foi observado
crescimento de CCS3 e ATCC 13076 em meio TSB ajustado para valores de pH 3,5 e 4,0,
respectivamente, no periodo de 12 horas de incubacdo Estes resultados estdo de acordo com o0s
obtidos por Lin et al. (1995) que verificaram que S. Typhimurium teve crescimento inibido em
caldo Luria Bertani (LB) com pH ajustado para 4,0 e com os observados por Bryan et al. (1979),
que verificaram que Salmonella apresenta crescimento no intervalo de pH 4,0 a 9,0, sendo pH
6timo proximo de 7,0.

Na Tabela 1, sdo apresentados os parametros cinéticos de crescimento, velocidade
especifica de crescimento () e densidade Optica méaxima (D.O.max), de ambas as culturas. A
reducdo da velocidade especifica de crescimento e da densidade éptica maxima foi observada
com a diminuicdo do valor de pH do meio. Além de crescer em uma faixa mais ampla de pH, S.
Enteritidis CCS3 apresentou valores maiores de velocidades especificas de crescimento do que S.
Enteritidis ATCC 13076 em todas as condigdes avaliadas.

No entanto, os valores de densidade dptica méaxima da cultura ATCC 13076 foram
discretamente maiores que os da CCS3 em valores de pH igual ou maior a 5,0. Somente nos
valores de pH 4,0 e 4,5 a CCS3 alcangou maiores valores de D.O.yna. COmo essa variagdo nos

valores de D.O.nax € pequena, acredita-se que a populacdo final das culturas seja semelhante.
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Figura 1.

Crescimento de Salmonella Enteritidis CCS3 em TSB a 37 °C com pH ajustado para

valores entre 3,5e 7,2. pH 3,5 (A); pH 4,0 (0); pH 4,5 (®); pH 5,0 (*); pH 5,5 (A); pH 6,0
(w); PH6,5(0), pH7.2 @
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Figura 2. Crescimento de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 em TSB a 37 °C com pH ajustado
para valores entre 4,0 e 7,2. pH 4,0 (A); pH 4,5 (7); pH 5,0 (@); pH 5,5 (%*); pH 6,0 (A); pH
6,5 (m); pH 7,2 (O).
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Tabela 1. Velocidade especifica de crescimento () e densidade éptica maxima (D.O.max) de
Salmonella Enteritidis CCS3 e ATCC 13076, cultivadas em TSB com pH ajustado para valores
entre 4,0 e 7,2, por 12 horas

Valores S. Enteritidis CCS3 S. Enteritidis ATCC 13076

de pH u (h? D.O.(max) u (h™h) D.O.(max)
4,0 0,1644 +0,1145™ 0,3931 - -
4,5 0,3338 +0,1676 0,6445 0,1852 +0,0098 0,5798
5,0 0,3867 +0,0456 0,6580 0,2675 +0,0208 0,8166
55 0,3875 +0,0448 0,8057 0,2949 +0,0158 0,8938
6,0 0,4293 +0,0334 0,8794 0,3611 +0,0272 0,9827
6,5 0,4907 + 0,0397 1,0124 0,3766 + 0,0042 1,0573
7,2 0,5175 + 0,0455 1,1599 0,3882 +0,0108 1,1721

“ Média da velocidade especifica de trés repeticdes; ~ Média da densidade optica determinada a 600 nm de trés
repeticdes;  Desvio padrdo de trés repeticdes.

Os valores de pH influenciaram a velocidade especifica de crescimento das culturas,
quando o pH aumentou de 4,0 para 7,2. Considerando que estresse € uma alteracdo das condicdes
6timas de crescimento na qual ha reducdo da taxa de crescimento ou da sobrevivéncia dos
microrganismos (YOUSEF; JUNEJA, 2002), a faixa de pH entre 4,0 e 6,0 foi considerada
condicdo de estresse acido sub-letal para S. Enteritidis CCS3, pois os valores de |1 apresentaram
reducdo variando de 17 a 68,2% em relagdo ao controle (pH 7,2) e a faixa de 4,5 a 5,5, para S.
Enteritidis ATCC 13076 que apresentou reducdo de p variando de 24 a 52,3%. Esses valores de
estresse acido sub-letal estdo de acordo com os valores empregados em alguns estudos de
tolerancia a acido em Salmonella, que variam entre pH 4,0 e 6,0 (FOSTER; HALL, 1991,
LEYER; JOHNSON, 1993; BAIK et al., 1996).

Figura 3. Efeito dos diferentes valores de pH sobre a velocidade especifica de crescimento () de
Salmonella Enteritidis CCS3 (O) e ATCC 13076 (m).
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A incubacdo de S. Enteritidis CCS3 e ATCC 13076 em caldo TSB com o pH ajustado

para valores entre 1,5 e 3,5 resultou na inativacgao celular e 0 nimero de sobreviventes diminuiu
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com a queda do pH em meio de cultura (Tabela 2). S. Enteritidis CCS3 demonstrou ser mais
tolerante ao pH baixo e a reducdo do nimero de ciclos logaritmicos foi sempre menor do que a
reducdo observada para S. Enteritidis ATCC 13076.

Tabela 2. Logaritmo do nimero de unidades formadoras de colénias por mL (UFC mL™) de
Salmonella Enteritidis CCS3 e ATCC 13076 em caldo TSB a 37 °C com pH ajustado para valores
entre1,5e 3,5

. Populacido Populacdo . Tempo
Estirpe pH nicia) Pinal A (hF))
35 8.27 777 05 24
m 3,0 8,38 6,88 15 24
S. Enteritidis 25 7.59 6,11 148 10
Ccs3 2.0 8,00 <20™ > 6,0 4
15 7.36 <20 > 536 4
35 8,58 8,00 0,58 24
m 3,0 8,50 2.64 5,86 24
i-TEC”éegg'g?'% 25 8,50 <20 >65 8
2.0 8,58 <20 > 6,58 13
15 8,53 <20 > 6,53 1

" Diferenca entre populagdes inicial e final, corresponde a redugdo em ciclos logaritmicos; = Tempo maximo
avaliado em horas para cada condicdo de pH; — Valor corresponde ao limite de deteccdo da técnica de microgotas
utilizada.

A sobrevivéncia das culturas foi semelhante no pH 3,5. Em valores de pH menores que
3,5, a reducdo média de ciclos logaritmicos para a ATCC 13076 foi sempre superior a de CCS3,
além disso, o tempo necessario para essa queda de ciclos logaritmicos foi sempre menor para a
ATCC 13076. Nos valores de pH 1,5 e 2,0, um periodo de exposicdo trés vezes menor foi
suficiente para a reducéo da populacdo da cultura ATCC 13076 até o limite de deteccéo (10 UFC
mL™). Os resultados de sobrevivéncia em pH 3,0 de CCS3 sdo semelhantes para Salmonella
Typhimurium que, crescida até fase estacionaria, sobreviveu em meio minimo ajustado com pH
3,0 por mais de quatro horas (LIN et al., 1995). Outro trabalho realizado com Enterobactérias
indica que Escherichia coli K-12 e Shiguella flexneri, crescidas até a fase estacionaria,
sobreviveram por varias horas em pH 2 e 3, sendo que esses valores sdo considerados menores
que o limite acido para crescimento que é de aproximadamente 4,5 (SMALL et al., 1994). Esses
resultados de sobrevivéncia em baixo pH sdo preocupantes, uma vez que esse € um dos recursos
utilizado para se controlar a contaminacao de alimentos contra patdgenos e deterioradores.

Os dados obtidos quanto ao efeito do pH sobre o crescimento e sobrevivéncia do sorotipo
S. Enteritidis evidenciam a diferenca entre as culturas CCS3 e ATCC 13076 quanto a resisténcia
natural ao pH baixo nas condicOes testadas. S. Enteritidis CCS3 apresentou maior crescimento e
sobrevivéncia que a ATCC 13076. Segundo Kenyon; Spector (2011), a resisténcia natural é
controlada geneticamente e pode ser diferente entre espécies relacionadas ou sorotipos diante das

mesmas condi¢Oes de estresse, o que foi observado neste estudo. A maior resisténcia da cultura
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CCS3 pode ser devida ao fato de se tratar de um isolado de campo, isto &, obtido na linha de
abate de suinos, podendo estar mais adaptado ou ser naturalmente mais resistente como resultado
da selecdo em funcgéo das condi¢bes ambientais a que teria sido submetido.

Vérios trabalhos j& evidenciaram a resisténcia a &cido em Salmonella (YUK;
SCHNEIDER, 2006; ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2010; MULLER et al., 2012). Esse
comportamento ocorre principalmente devido a uma rea¢do do microrganismo na presenca do
4cido, que é chamada de Resposta de Tolerancia a Acido (ATR). Esta resposta tem sido bem
caracterizada em Escherichia Coli e Salmonella Typhimurium, nas quais tem sido demonstrada
que a exposicdo a pH sub-letal induz a expressdo de varias proteinas do choque acido (FOSTER,;
HALL, 1992; HALL; FOSTER, 1996; BAIK et al., 1996; BEARSON et al., 1998; FOSTER,
1999; FOSTER; MORENO, 1999).

Foi observado nesse estudo que CCS3 sobreviveu em FGS por até 1 hora (Figura 4), por
outro lado a ATCC 13076 ndo foi detectada apds 10 minutos de exposicdo, indicando grande
sensibilidade desta bactéria ao ambiente acido. Essa reducéo € apresentada até o limite da técnica
empregada neste estudo que é de 102 UFC mL™.

Figura 4. Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis CCS3 em FGS.
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Dentro do intervalo estudado, verificou-se que as contagens de CCS3 diminuiram uma
unidade log a cada 12,87 minutos. Durante os 60 minutos de desafio em FGS, a redugédo da
contagem de células foi de 4,60x10* unidades log.

Esse resultado é semelhante ao obtido por Yuk; Schneider (2006), que observaram a
sobrevivéncia de sorovares de Salmonella em FGS, além disso, eles verificaram que a adaptagédo
de sorovares de Salmonella em sucos que apresentam pH moderado como o de laranja, magé e
tomate sob temperaturas de refrigeracdo, resultou em um aumento da sobrevivéncia dessas
celulas em FGS.
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Com relacdo a sobrevivéncia no FGS, a diferenca é também acentuada entre as culturas,
enquanto a maior parte da populacdo de CCS3 permanece viavel por mais de uma hora de
exposicdo ao FGS, a populagdo de ATCC 13076 apresenta intensa perda da culturabilidade em
apenas 10 minutos de exposicdo. Esse resultado é muito similar ao observado em Salmonella
Typhimurium, que perdeu culturabilidade em apenas cinco minutos ao ser submetida ao FGS
(ROERING et al., 1999). Além disso, foi verificado em outro estudo que diversos sorotipos de
Salmonella ndo foram detectados em FGS ap6s 100 segundos de inoculacdo (YUK;
SCHNEIDER, 2006).

Neste trabalho, a ATCC 13076 foi mais sensivel que a CCS3 quando submetida ao
estresse acido. Esse fato pode estar relacionado as diferencas entre as culturas CCS3 e ATCC
13076 na expressdo de genes que codificam proteinas necessarias para 0 reparo e protecdo de
componentes celulares envolvidas nos mecanismos de resisténcia a esses tipos de estresse.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que a exposi¢cdo ao FGS, pH 1,5, ndo
promove reducdo expressiva da populacdo de CCS3, podendo-se considerar que contaminacdes
de carnes suinas por esse patdgeno representam risco potencial para a sadde dos consumidores.
No entanto, é menos provavel que a cultura ATCC 13076 sobreviva a passagem pelo suco
gastrico do estbmago. Cabe ressaltar que o pH da mistura do FGS com as células variou de 1,9 a
2,2, durante todo o experimento. Esses valores de pH sdo compativeis com os valores médios
encontrados no ambiente do estdbmago em humanos (MARTINSEN et al., 2005). Além disso, 0
tipo de alimento pode influenciar essa sobrevivéncia, pois, sorovares de Salmonella expostos a
pH 2,5 sobreviveram melhor quando foram inoculados em alimentos proteicos como bife de boi e
ovos, comprovando que o alimento possa favorecer a passagem de bactérias patogénicas pelo
trato gastrointestinal (WATERMAN; SMALL, 1998).

Este conhecimento, associado ao histdrico de resisténcia de S. Enteritidis em ambientes
adversos e sua disseminacdo por meio da carne suina poderdo ser uma alerta para 0s
consumidores para que durante a aquisi¢do dessa carne se atente para as boas praticas de higiene

no local de compra, bem como durante sua manutencdo no ambiente domiciliar.
CONCLUSAO

S. Enteritidis CCS3 apresentou valores maiores de velocidade especifica de crescimento
em TSB acidificado e sobreviveu por mais tempo em Ph inferiora 3,5do que S. Enteritidis
ATCC 13076.

Houve diferenca pronunciada entre as culturas com relagdo a sobrevivéncia em FGS,
enquanto S. Enteritidis ATCC 13076 perdeu culturabilidade ap6s 10 minutos de desafio, S.
Enteritidis CCS3 apresentou tolerancia por até uma hora.
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