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RESUMO

Algumas espécies de Salmonella, expostas a condicdes de estresse osmotico (baixa aw),
apresentam inicialmente diminuicdo do numero de células viaveis, seguido por uma
recuperacdo do crescimento e o aumento no nivel da contagem. Este comportamento foi
denominado como Fenomeno Fénix. A exposi¢ao de determinados microrganismos a condi¢des
estressantes nao letais pode resultar no aumento da sua resisténcia a estresses posteriores. O
objetivo desse trabalho foi avaliar e modelar o efeito da exposicdo ao estresse osmotico
(aw=0,950), durante a ocorréncia do Fendmeno Fénix, na resisténcia de diferentes sorotipos de
S. enterica ao tratamento por luz UV-C. Os sorotipos de S. entérica (S. Typhimurium; S.
Enteritidis, S. Heidelberg e S. Minnesota) foram inoculados em 300ml de caldo BHI com 7%
de NaCl em massa, atingindo a a, de 0,950. As amostras foram incubadas a 25 ° C. Os dados
cinéticos de S. enterica foram medidos por contagens de vidveis ao longo do tempo. As curvas
de inativacdo foram obtidas a partir da exposi¢do a radiagdo UV-C utilizando diferentes doses
de irradiacdo: 0, 0,78, 1,56, 2,34, 3,12, 3,9 e 4,68 KJ/m?*(irradiancia de 6,5 W/m2, nos tempos
0, 2,4, 6,8, 10 e 12 minutos), para amostras controle (sem passar pelo estresse osmotico) e
amostras expostas ao estresse osmotico (durante o Fendmeno Fénix). O modelo primario de
Weibull foi ajustado aos dados experimentais para modelar a cinética de inativacdo dos
sorotipos de S. enterica. A capacidade preditiva do modelo foi avaliada por meio de indices
estatisticos. Todos os sorotipos estudados, expostas a condi¢do de estresse osmotico,
apresentaram o Fendmeno Fénix, com diferentes comportamentos. S. Heidelberg e
S. Minnesota, isoladas da industria, mostraram mais rapida adaptacdo ao meio osmotico,
quando comparada aos outros dois sorotipos. A concentragdo de S. Enteritidis diminuiu mais
rapidamente, apresentando maior sensibilidade da populagao inicial ao ambiente osmotico. Em
relacdo a inativacdo, também se observou diferencas nas resisténcias dos sorotipos de S.
enterica. A passagem pelo Fendomeno Fénix causou variagdes nos pardmetros p € d, para todas
as condicdes estudadas. S. Typhimurium, S. Heidelberg e S. Minnesota tornaram-se mais
resistentes ao tratamento com luz UV-C ap6s o Fenomeno Fénix, em relagdo ao t0 e ao controle.
S. Enteritidis, porém, ndo seguiu a mesma tendéncia dos outros sorotipos. S. Minnesota foi a
que apresentou melhor capacidade de adaptagdo e resisténcia a irradiagdo UV-C em t96 (apoOs
a ocorréncia do Fendmeno Fénix), necessitando de uma dose (d2) de 3,43 KJ/m? para uma
reducio de 2 ciclos logaritmicos, seguido por S. Heidelberg com d» de 3,32 KJ/m?. S. Enteritidis
foi a menos resistente com d> de 1,75 KJ/m? apds Fenomeno Fénix (t120). Todos os sorotipos,
exceto S. Typhimurium, apresentaram d» maior para t0 (antes do Fenomeno Fénix), em relagao
a amostra controle sugerindo que um estresse osmatico instantaneo (as células foram apenas
colocadas em contato com o meio osmotico e logo retiradas para o teste de inativagdo), em
algumas cepas bacterianas, pode oferecer alguma resisténcia a populagdo sobrevivente. O
modelo de Weibull apresentou bom ajuste aos dados experimentais. Os resultados mostram a
necessidade do estudo da resisténcia de microrganismos que sdo expostos a estresses
sequenciais, que podem ocorrer durante o processamento de alimentos.

Palavras chaves: Salmonella enterica. Fendmeno Fénix. Resisténcia bacteriana. Condigdes de

estresse. Luz UV-C.



ABSTRACT

Some Salmonella species, exposed to osmotic stress conditions (low aw), initially show a
decrease in the number of viable cells, followed by a recovery of growth and an increase in the
level of the count. This behavior was termed as the Phoenix Phenomenon. Exposure of certain
microorganisms to non-lethal stressful conditions can result in increased resistance to
subsequent stress. The aim of this work was to evaluate and model the effect of exposure to
osmotic stress (aw = 0.950), during the occurrence of the Phoenix Phenomenon, on the
resistance of different S. enterica serotypes to UV-C light treatment. The S. enterica serotypes
(S. Typhimurium; S. Enteritidis, S. Heidelberg and S. Minnesota) were inoculated in 300ml of
BHI broth with 7% NaCl by mass, reaching 0.950 aw. The samples were incubated at 25 ° C.
Kinetic data of S. enterica were measured by viable counts over time. Inactivation curves were
obtained from exposure to UV-C radiation using different doses of irradiation: 0, 0,78, 1,56,
2,34, 3,12, 3,9 e 4,68 KJ/m? for control samples (without going through osmotic stress) and
samples exposed to osmotic stress (during the Phoenix Phenomenon). Weibull's primary model
was adjusted to experimental data to model the inactivation kinetics of S. enterica serotypes.
The predictive capacity of the model was assessed using statistical indexes. All serotypes
studied, exposed to the condition of osmotic stress, presented the Phoenix Phenomenon, with
different behaviors. S. Heidelberg and S. Minnesota, isolated from the industry, showed faster
adaptation to the osmotic environment, when compared to the other two serotypes. The
concentration of S. Enteritidis decreased more rapidly, showing greater sensitivity of the initial
population to the osmotic environment. Regarding inactivation, there were also differences in
resistance in the S. enterica serotypes. The passage through the Phoenix Phenomenon caused
variations in the parameters p and 9, for all conditions studied. S. Typhimurium, S. Heidelberg
and S. Minnesota became more resistant to treatment with UV-C light after the Phoenix
Phenomenon, in relation to t0 and control. S. Enteritidis, however, did not follow the same trend
as the other serotypes. S. Minnesota was the one that showed the best adaptability and resistance
to UV-C irradiation in t96 (after the occurrence of the Phoenix Phenomenon), requiring a dose
(d2) of 3.43 KJ / m2 for a reduction of 2 logarithmic cycles, followed by S. Heidelberg with d»
0f 3.32 KJ / m2. S. Enteritidis was the least resistant with a d> of 1.75 KJ / m2 after the Phoenix
Phenomenon (t120). All serotypes, except S. Typhimurium, had a higher d> for t0 (before the
Phoenix Phenomenon), compared to the control sample suggesting an instantaneous osmotic
stress (the cells were just placed in contact with the osmotic medium and then removed for
testing. inactivation), in some bacterial strains, may offer some resistance to the surviving
population. The Weibull model presented a good fit to the experimental data. The results show
the need to study the resistance of microorganisms that are exposed to sequential stresses, which
can occur during food processing.

Keywords: Salmonella enterica. Phoenix phenomenon. Bacterial resistance. Stress conditions.
UV-C light.
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1. INTRODUCAO

O crescimento microbiano ¢ influenciado por diferentes fatores como por exemplo,
disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH, niveis de oxigénio e niveis de soluto ideais
(SPECTOR; KENYON, 2012). A alteragao de alguma dessas condi¢cdes pode causar ao
microrganismo um estresse letal ou subletal. Em indutstrias de alimentos, comumente
microrganismos enfrentam mudangas ambientais, que podem representar um tipo de estresse.
De acordo com Spector e Kenyon (2012), quando microrganismos sdo submetidos a condi¢des
estressantes, proximas aos limites de crescimento, diferentes respostas no comportamento
bacteriano podem ser encontradas.

Dentre os tipos de estresse, o estresse osmoético pode ser facilmente encontrado como
uma estratégia de preservagdo no processamento de alimentos, seja pela adi¢do de soluto, ou
pela evaporagdo da dgua. Porém, estudos encontrados na literatura mostram que a exposicao de
microrganismos a ambientes osmoéticos pode causar aumento na resisténcia, habilidade de
adaptacao e diferentes respostas bacterianas. (SPECTOR e KENYON, 2012; TIGANITAS et
al., 2009; ZHOU et al., 2011).

Sorotipos pertencentes a espécie Salmonella enterica sdo considerados um dos agentes
mais comuns responsaveis por doengas transmitidas por alimentos (DTA), causando grande
preocupacao mundial em saude publica (ANTUNES, et al, 2016). Em todo o mundo, estima-
se que Salmonella spp. seja responsavel por 80,3 milhdes de casos de doengas transmitidas por
alimentos, resultando em problemas que afetam a satde publica e o desenvolvimento
econdmico. Poucos microrganismos possuem a capacidade de lidar com a gama de estresses
presentes em ambientes naturais, comerciais € hospedeiros como sorotipos de Salmonella
enterica (STOCKER E MAKELA, 1986; CABELLO et al., 1993; D 'AOUST et al., 2001;
RYCHLIK E BARROW, 2005; KENYON E SPECTOR, 2011). A sua resisténcia a mudangas
de condi¢des ambientais, como atividade de agua (aw), pode levar a sua sobrevivéncia
acarretando em problemas de contaminacao (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Algumas populacdes bacterinas expostas a condigdes de estresse osmotico (baixa aw)
mostram um comportamento denominado “Fendmeno Fénix”, reportado pela primeira vez em
1961 por Collee, Knowlden e Hobbs. Os autores observaram que, logo apds a inoculacdo,
a curva de contagem viavel exibiu uma diminuicdo, seguida de um periodo em que os nimeros

permanecem inalterados e, a partir de entdo, ocorre um crescimento exponencial. Zhou et. al


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691100439X?via%3Dihub#bb1535
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691100439X?via%3Dihub#bb0240
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691100439X?via%3Dihub#bb0370
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691100439X?via%3Dihub#bb1445
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691100439X?via%3Dihub#bb0880

13

(2011) observaram o Fendmeno Fénix para Salmonella enterica sorovar Typhimurium
cultivada em diferentes condi¢des de baixa a,. Aspridou, Akritidou e Koutsoumanis (2018)
avaliaram o Fendmeno Fénix em Salmonella enterica Agona exposta a condi¢des de estresse
osmotico e constataram que o fendmeno envolve trés fases simultaneas: crescimento,
sobrevivéncia e a morte celular.

A conservagao de alimentos por métodos ndo térmicos, como o método de inativagao
de microrganismos por radiacdo ultravioleta (UV), vem ganhando bastante destaque. A luz
ultravioleta de onda curta (UV-C) envolve uma regido do espectro eletromagnético (200-280
nm) com um pico de efeito germicida em bactérias, leveduras, fungos e virus em 250-270 nm
(KEYSER ET AL., 2008 ; SANTHIRASEGARAM ET AL., 2015 ). A absor¢ao da luz UV-C
gera uma reagdo fotoquimica das bases nucleotidicas pirimidinas vizinhas na mesma fita de
acido desoxirribonucléico (DNA). O dimero inibe a formagdo de novas cadeias de DNA no
processo de replicagdo celular e, eventualmente, pode causar a morte celular ( BOLTON E
LINDEN, 2003 ; KOUTCHMA ET AL., 2009 ).

Varios estudos relataram a eficacia da tecnologia de aplicagao de UV-C na eliminacao
e redugdo de uma ampla variedade de microrganismos em produtos alimenticios (MENEZES
et al., 2019; UNLUTURK; ATILGAN, 2014; CARRILLO et al., 2017; POSSAS et al., 2018
entre outros). Entretanto, estudos reportam que a exposicdo de determinados microrganismos a
condi¢des estressantes nao letais pode resultar no aumento da sua resisténcia a condi¢do de
estresse aplicada, ou a outros diferentes estresses (SIRSAT, 2011; YADAV, 2016). Ressaltando
assim a necessidade do estudo da resisténcia de microrganismos que sao expostos a estresses
sequenciais, que podem ocorrer durante o processamento de alimentos.

A microbiologia preditiva ¢ uma das principais alternativas para descrever o
comportamento microbiano (crescimento e/ou inativacdo microbiana) € uma importante
ferramenta para a avalia¢do de riscos (ZHOU et al., 2012; ZHOU et al., 2011). E uma area
muito util para a industria de alimentos, podendo ser utilizada para predizer a seguranca
microbioldgica de produtos, identificando os pontos criticos de controle no processamento, e
sendo importante no desenvolvimento de novas tecnologias. Entretanto, poucos estudos
abordam a modelagem matematica na caracterizacdo de células expostas a ambientes
estressantes sequencias, como em baixa a,, (que pode levar ao Fendomeno Fénix), seguido de

tratamento com radia¢ao UV-C.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520302671#bb0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520302671#bb0150
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520302671#bb0025
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520302671#bb0025
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520302671#bb0090
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Frente ao exposto, o presente estudo objetiva avaliar e modelar o efeito da exposicao ao
estresse osmotico no comportamento de diferentes sorotipos de S. enterica (S. Typhimuirum,

S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Minnesota) por luz UV-C, durante o Fenomeno Fénix.

1.1.  Objetivos

1.1.1. Objetivo Geral

Avaliar e modelar o efeito da exposi¢ao ao estresse osmotico (aw 0,95) na resisténcia ao
tratamento por luz UV-C de diferentes sorotipos de S. enterica (S. Typhimuirum, S. Enteritidis,

S. Heidelberg e S. Minnesota), durante a ocorréncia do Fenomeno Fénix.

1.1.2. Objetivos Especificos

Para que o objetivo geral fosse alcangado, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:

e Obter a cinética de comportamento de S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Minnesota e
S. Heidelberg expostas as condi¢des de estresse osmotico (a, 0,950), incubadas a 25°C,
que levam ao Fendmeno Fénix;

e Obter a cinética de inativacdo dos sorotipos de S. enterica (S. Enteritidis,
S. Typhimurium, S. Minnesota e S. Heidelberg), submetidas e ndo submetidas ao
estresse osmotico, durante o Fenomeno Fénix; utilizando diferentes doses de radiagao
UV -C:0,0,78,1,56,2,34,3,12, 3,9 ¢ 4,68 KJ/m? (irradiancia de 6,5 W/mZ nos tempos
0,2,4,6,8, 10 e 12 minutos);

e Modelar e comparar a inativacdo dos sorotipos de S. enterica (S. Enteritidis,
S. Typhimurium, S. Minnesota e S. Heidelberg), submetidas e ndo submetidas ao
estresse osmotico, durante o Fenomeno Fénix; utilizando diferentes doses de radiagao
UV-C:0,0,78,1,56,2,34, 3,12, 3,9 e 4,68 KJ/m? (irradiancia de 6,5 W/m2, nos tempos
0,2,4,6,8, 10 e 12 minutos).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Salmonella ssp.

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae. Sao bactérias Gram-
negativas, anaerobicas facultativas que apresentam forma de bastonetes medindo de (0,7 — 1,5
x 2,0 - 5um) (PAULA, 2002; LEVINSON, 2005). Sao catalases positivas, normalmente,
reduzem nitrato a nitrito e apresentam positivo para vermelho de metila. Além disso, a maioria
dos sorotipos fermenta a glicose com producdo de 4cido e gas e ndo fermentam a lactose e a
sacarose (SILVA et al.,, 2007). Estas bactérias tém em sua estrutura lipopolissacarideos,
flagelos, fimbrias, e algumas proteinas da membrana externa que contribuem na jun¢do e/ou
incursdo do epitélio do trato intestinal (MENDONCA, 2016). A maioria apresenta grande
quantidade de fimbrias a fim de expandir a capacidade de fixacdo a diversos substratos. No
geral, sdo moveis pela presenga de flagelos peritriquios (RAVAGNANI, et al. 2012).

Salmonella spp. possue ampla faixa de atuagdo, com temperatura 6tima de crescimento
de 35-37 °C e faixa de crescimento entre 5 a 45 °C. A faixa de pH 6timo para o crescimento
desses microrganismos ¢ entre 7,0 e 7,5 com faixa de crescimento variando de 3,8 a 9,5,
apresentam atividade de 4gua minima para crescimento de 0,94 (FORSYTHE, 2002). Sao
microrganismos intracelulares facultativos, podendo resistir no interior de fagocitos e se
multiplicar intracelularmente (RODRIGUES, 2011).

A classificacdao das bactérias pertencentes ao género Salmonella ¢ realizada de acordo
com sua epidemiologia, reagdes bioquimicas e estruturas antigénicas. Nesse sentido, o género
¢ composto de duas espécies geneticamente distintas: Salmonella enterica e Salmonella
bongori. Sendo Salmenella enterica dividida em seis subespécies, denominadas: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (BRASIL, 2011). Cada subespécie ¢
constituida de diferentes numeros de sorotipos. Segundo Shinohara (2008), a sorotipificacdo ¢
baseada no documento denominado Kauffmann-White Scheme, tendo por base a caracterizagao
de seus antigenos somaticos (O) e flagelares (H), padrdes de fermentacdo de aglcar e
susceptibilidade a bacteriofagos.

Segundo as modifica¢des taxondmicas vigentes quanto a nomenclatura, os sorotipos ndo
sdo mais consideradas espécies (SILVA, 2017). Os sorotipos de Sa/monella enterica subespécie

enterica detém nomenclatura especifica, a qual ndo deve ser escrita em italico, mas sim com a
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primeira letra maitscula. Usualmente utiliza-se apenas o género da bactéria seguida do sorotipo,
ficando a espécie e subespécie subentendidas (Ex: Salmonella sorotipo Typhimurium, ou
Salmonella Typhimurium) (GRIMONT & WEILL, 2007). A tabela 1 mostra a distribui¢do das
espécies com a quantidade de sorotipos conhecidos.

Tabela 1. Distribui¢ao de sorotipos de acordo com espécie e subespécie de Salmonella.

Espécie/subespécie Sorotipos
Salmonella enterica subsp. enterica 1547
Salmonella enterica subsp salamae 513
Salmonella enterica subsp. Arizonae 100
Salmonella enterica subsp. Diarizonae 341
Salmonella enterica subsp. Houtenae 73
Salmonella enterica subsp. Indica 13
Salmonella bongori 23

Fonte: GUIBOURDENCHE et al., 2010

Entre as espécies de S. enterica, a subespécie enterica apresenta maior numero de
sorotipos, sendo responsavel por 99% dos isolamentos, usualmente de animais de sangue
quente (SILVA, 2017).

Essas bactérias patogénicas sdo responsaveis por muitos surtos de origem alimentar e
infectam principalmente o trato digestivo. De acordo com o Ministério da Satde, dentre os
agentes etiologicos responsaveis pelos surtos de DTA, no periodo de 2000 a 2015, o género
Salmonella foi o agente mais prevalente, responsavel por 14,4% dos surtos notificados
(BRASIL, 2015). Entre 2007 e 2016, o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN) notificou 6.632 surtos de DTAs no Brasil, sendo 90,5% deles provocados por
bactérias. Salmonella spp foi o agente predominante quando foi possivel a identificacdo do
agente etiologico (BRASIL, 2016). Nos Estados Unidos (EUA), este patdogeno também esteve
amplamente envolvido em DTAs, representando 40% dos casos registrados no ano de 2012
(CDC, 2014). O Center for Disease Control and Prevention (CDC) relata que o género
Salmonella ¢ responsavel por cerca de 1,4 milhdes de doentes, 15.000 hospitalizagdes e 400
mortes por ano nos Estados Unidos (GAST, 2008). MAJOWICZ et al. (2010) estimaram que
93,8 milhdes de casos de gastroenterite devido a Sa/monella spp. ocorrem mundialmente a cada

ano, com 155.000 mortes, sendo 80,3 milhdes desses casos transmitidos por alimentos.
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A transmissao de Salmonella spp. pode ocorrer por meio da ingestdao direta de dgua e
alimentos crus ou malpassados, contendo fezes de animais contaminados. Pode ocorrer também
por meio de contaminacdao cruzada, na qual o alimento ¢ contaminado por meio de
equipamentos, manipuladores, roedores, insetos ou até mesmo por outros alimentos, sendo esse
um fator frequentemente citado nos surtos de salmonelose em estabelecimentos alimenticios
(GOUVEA, et.al, 2012; MALDONADO, 2008; CARDOSO & CARVALHO, 2006).

Clinicamente, existem dois tipos de doencas causados por Salmonella: salmonelose nao
tifoide e febre tifoide. Salmonella ndo tifi (ou ndo tifoide) comumente causa uma gastroenterite
autolimitada entre pessoas saudaveis, embora em imunodeprimidos possa até levar a morte.
Entretanto, Sa/monella tifoide, causadora da febre tifoide, ¢ a mais grave, apresentando maior
taxa de mortalidade. Embora essa tltima seja mais invasiva, ela estd quase sempre associada a
transmissdo de pessoa para pessoa, sendo menos frequentes que a nao tifoide, que conta com
uma ampla quantidade de reservatdrios animais (SANDY, 2019). Nesse aspecto Salmonella
nao tifoide estd entre as principais causas de doengas bacterianas transmitidas por alimentos
nos Estados Unidos (SCALLAN et al., 2011).

Mesmo com o constante investimento em monitoria € controle, Salmonella spp.
continua sendo um dos agentes etiologicos mais identificados nos surtos de DTA no Brasil,
estando envolvido em 11,2% dos casos registrados entre 2009 e 2018 (BRASIL, 2019).
Salmonelose €, portanto, considerada a zoonose mais difundida do mundo, com sua veiculagdo
associada a ingestao de alimentos e seu ciclo de transmissdao envolvendo praticamente todos os
vertebrados. Seu controle representa um desafio para a satide publica, tendo em vista também
a emergéncia de novos sorotipos, tanto nos paises emergentes quanto nos industrializados
(BRASIL, 2011). O Regulamento (CR) n.® 2073/2005 da Comissdo, relativo aos critérios
microbiologicos  aplicaveis aos géneros alimenticios, estabeleceu a auséncia
de Salmonella spp. em 25g de alimento como requisito para obter acesso ao mercado,

particularmente para economias em desenvolvimento ( LAKE et al. , 2015).

2.1.1. Salmonella enterica Enteritidis

S. Enteritidis sdo bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, sorologicamente

relacionados, nao esporulados, ndo encapsuladas, moéveis com flagelos peritriquios,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119441771#bib11
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-09352020000100208&lang=pt#B12
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diferenciam-se bioquimicamente e sorologicamente por meio de testes com soros polivalente
“0” e “H” e apresentam distribuicdo mundial (BERCHIERI J.R., 2000).

Dados da literatura reportam que S. Enteritidis representa 85% dos casos de salmonelose
na Europa, 38% na Asia e 31% na América Latina e no Caribe. Desde a primeira pandemia
relatada em 1980, S. Enteritidis tem surgido como um dos principais patégenos associados a
transmissao por alimentos contaminados (GALANIS et al., 2006). Embora uma tendéncia de
queda tenha sido estabelecida nas ultimas décadas, 91.857 casos de salmonelose em humanos
foram registrados na Unido Europeia em 2018, sendo S. Enteritidis o sorotipo mais isolado
(EFSA, 2019).

Estima-se que a introducdo de S. Enteritidis no Brasil, ocorreu no final da década de
80, por aves reprodutoras infectadas adquiridas de paises europeus (IRINO et al., 1996). O
primeiro surto de infec¢do causado por S. Enteritidis no Brasil, foi descrito em 1981 (MOTA et
al., 1983; KAKU et al., 1995). Em seguida, a partir da década de 90, surgiram diversos relatos
de surtos de infeccdo alimentar em seres humanos devido, principalmente, a ingestdo de
produtos de origem avicola (TAUNAY et al., 1996).

A infec¢do causada por S. Enteritidis ¢ denominada de infec¢do ndo tifoide (GELLI,
1995), que é uma doenga aguda ou cronica ndo-especifica. Esse sorotipo é patogeno de todas
as espécies de mamiferos domésticos e de répteis, podendo infecta-los cronicamente, fazendo-
os portadores assintomaticos, que eliminam a bactéria nas fezes. Roedores sdo também
portadores do agente, € em conjunto com moscas, besouros, entre outros, que sao vetores da
bactéria, podem causar infecgdes em lotes sucessivos de aves. Portanto, sdo capazes de

sobreviver e multiplicar-se com facilidade no ambiente (NASCIMENTO; SANTOS, 2005).

2.1.2. Salmonella enterica Typhimurium

Mundialmente, Sa/monella Typhimurium, considerado um sorotipo ndo tifoide ¢ um
dos mais isolados de seres humanos, sendo responsaveis por 57-67% dos casos relatados por
ano, (WHO, 2008). Entre os sorotipos frequentemente responsaveis por episodios de
salmonelose humana na Unido Européia (UE) em 2008, S. Typhimurium representou 21,9%
dos casos (EFSA, 2010b). Na Europa, 7,1% das salmoneloses humanas estd associada a

ingestao de carne suina contaminada por S. Typhimurium (EFSA, 2010b).
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Em 2004, nos EUA, uma cadeia de supermercados foi apontada como responsavel por
infecgdes alimentares em nove estados devido a comercializagdao de carne moida contaminada
por S. Typhimurium (CDC, 2006). Na Australia em 2005, figado de cordeiro foi responsavel
por um surto de S. Typhimurium (HESS et al., 2008). Na Europa, em 2008, 3,9% dos surtos
relatados foram causados por esse sorotipo, tendo a carne de porco como alimento veiculador.
(EFSA, 2010b).

S. Typhimurium na Pensilvania, EUA, em 2007, também esteve associada a surtos,
dessa vez, pelo consumo de leite cru. O agente foi isolado em seres humanos e no leite (CDC,
2007). Em 2006, 165.023 casos confirmados de salmonelose humana foram relatados pela
Unido Europeia, através do Sistema Europeu de Vigilancia (EFSA, 2009). S. Typhimurium, foi
identificado como o agente etiologico responsavel por 12,9% dos casos (BRADEN, 2006).

2.1.3. Salmonella enterica Minnesota

Salmonella Minnesota, considerado um sorotipo de Sa/monella ndo tifoide, vem sendo
muito relatada em aviculturas e esta relacionada a surtos de salmonelose humana no mundo
todo (SCIENTIFIC, 2014). Foi isolada pela primeira vez, em 1936, em um peru de uma granja
no estado de Minnesota nos EUA (EDWARDS; BRUNER, 1938). S. Minnesota tem causado
preocupagao pelo aumento no nimero de isolamentos na cadeia de producdo de carne de aves
(FREITAS, 2011; CODA-CERVA, 2014; VOSS-RECH et al., 2015) e pelo fato de pouco se
conhecer sua sobre seu potencial zoonotico (STEINEBRUNNER et al., 2013).

No Brasil, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, foi constatada a
presenca de Salmonella spp. em cerca de 2,7% das carcacas congeladas de frangos de corte em
estudo realizado em 15 cidades brasileiras sendo que o sorotipo Minnesota representou cerca
de 1,2 % dos isolados (MEDEIROS et al., 2011). Segundo VossRech et al. (2015) entre as
Salmonelas paratificas mais isoladas de aves no Brasil, o sorotipo Minnesota tem ganhado
destaque, mostrando ter a maior prevaléncia em amostras de frango, sendo 40,24% dos
1solamentos, seguido de Salmonella. Infantis (14,63%) e S. Heidelberg (7.31%). Coda-Cerva
(2014) relatou um aumento representativo na ocorréncia deste sorotipo em frangos de corte na
Bélgica, tornando-se o segundo sorotipo mais comumente isolado neste alimento, passando de

2% em 2009 para 17,6% em 2012.
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No banco de dados do Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) ocorreu relato
de trés identificagdes de S. Minnesota no ano de 2017 em amostras de carne de frango
brasileiras. Uma cepa foi identificada na Eslovaquia em peito de frango salgado congelado e
duas cepas foram isoladas na Alemanha em amostras de filetes de peitos de frangos congelados,
sendo um salgado e outro natural (RASFF, 2017). O alto indice de isolamentos de S. Minnesota
na cadeia produtiva avicola (FREITAS, 2011; CODA-CERVA, 2014; VOSS-RECH et al.,
2015) alerta para a capacidade intrinseca deste sorotipo em se adaptar as condigdes ambientais,
seja na granja ou no abatedouro, e assim se fixar as superficies, tornando estes locais pontos
constantes de contaminagao.

De acordo com Pickler et al. (2014), S. Minnesota ndo causa sinais clinicos nas aves,
porém persiste no intestino destas, fator que favorece sua disseminagao na cadeia produtiva. A
presenga deste género bacteriano na carne ¢ indesejavel e interfere na relagdo comercial entre
os paises, podendo levar até mesmo a interdi¢do do alimento exportado (BACK; ISHIZUKA,
2010). Portanto, conhecer a patogenicidade deste sorotipo e sua resposta frente a condigdes
ambientais, ¢ de fundamental importancia para buscar formas de controle na industria de

alimentos.

2.1.4. Salmonella enterica Heidelberg

Entre os sorotipos de Salmonella, S. Heidelberg esta inserida no conjunto de Sa/monella
capaz de causar infec¢do humana (BASSANI, 2017) e tém sido citada como uma das mais
frequentes nesse ambito (CHAIL, 2012). No Brasil, também ¢ uma das cepas mais
frequentemente isoladas de aves nos ultimos anos. Seu controle ¢ considerado muito dificil
(FOLSTER et al., 2012).

O sorotipo Heidelberg ¢ considerado invasivo e capaz de causar doengas com maior
gravidade ao homem, apresentando uma alta porcentagem de casos que necessitam de
hospitalizagdo e uma frequente resisténcia aos antimicrobianos (CHITTICK et al., 2006;
CURRIE, et al., 2008; COLLA et al., 2012).

S. Heidelberg ¢ o terceiro isolado mais frequente na avicultura no Canadé e o quarto
em doengas transmitidas por alimentos nos Estados Unidos (CHITTICK et al., 2006). Também
no Canadé, S. Heidelberg ¢ destaque em satde publica e alterna com S. Enteritidis a posi¢do de

segundo ou terceiro sorotipo mais isolado em humanos (DEMEZUK; SOULE; CLARK, 2003).
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Esse sorotipo vem se apresentando emergente, a partir do ano de 2004, particularmente em
paises da América do Norte e leste europeu (BRASIL, 2012).

No Brasil, desde 1962, S. Heidelberg tem sido identificada em aves e produtos
derivados (HOFER; SILVA FILHO; REIS, 1997). Heidelberg ¢ um dos sorotipos de maior
ocorréncia em analises de controle no sul do Brasil. Entre 2012 e 2014, a frequéncia registrada
deste sorotipo foi de 20 a 33% em amostras positivas para Sa/monella spp., ocupando a terceira
posicao em isolados em granjas produtoras de frango (VOSS-RECH et al., 2015). Estudos tém
mostrado a tendéncia de aumento do seu isolamento (NASCIMENTO et al., 1997; DICKEL,
2004; REZENDE et al., 2005).

Em 2017, o Centro de Controle de Prevenc¢ao de Doencas (CDC, do inglés Center for
Disease Control and Prevention), divulgou informagdes sobre a intoxicagdo por Samonella
Heidelberg que ocasionou surto em varios estados nos EUA. Seu relatério continha relatos de
infeccdo que atingiu 18 estados dos Estados Unidos e provocou o adoecimento de centenas de
pessoas, foi emitido um alerta de saude publica em relacdo ao frango cru empacotado em trés
unidades da empresa Foster Farms na Califérnia. No tratamento aos doentes, as cepas de surto
de S. Heidelberg foram resistentes a varios antibidticos comumente prescritos, dificultando o
seu tratamento (MACHADO, 2018).

Em funcdo dos riscos que S. Heidelberg representa para a comunidade e dos nlimeros
representativos de cepas isoladas, sdo necessarias medidas de controle mais eficazes para
reduzir a contaminagdo das carcagas, impedindo a entrada deste micro-organismo na cadeia

alimentar, evitando surtos de gastroenterite em seres humanos (MENDONCA, 2011).

2.2. Condicoes de estresse

A capacidade de crescimento e sobrevivéncia depende de varias condi¢des ambientais,
tais como, quantidades adequadas de nutrientes, oxigénio, soluto, atividade de agua (aw),
temperatura ¢ pH ideais. Porém, a alteragdo de qualquer um desses parametros, pode
caracterizar um estresse para a célula bacteriana, letal ou sub-letal, levando a uma alteracao na
sua cinética de crescimento (SPECTOR; KENYON, 2012). Estudos reportam que, quando
submetidos a condi¢des ambientais estressantes, diferentes respostas no comportamento
microbiano podem ser encontradas (MELLEFONT; MCMEEKIN; ROSS, 2005; ZHOU et al.,
2012).
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Microrganismos podem enfrentar diferentes intensidades de estresse, desde um estresse
leve, onde a velocidade de crescimento € reduzida, mas as células se adaptam completamente a
nova condicao, até o estresse letal em que as respostas podem levar a morte da célula, passando
pelo estresse extremo, onde ocorre a inibi¢do do crescimento e as células sacrificam suas fontes
de reserva para sobreviver (YOUSEF E COURTNEY, 2003). A aplica¢ao de uma condigao de
estresse mais intensa pode levar a injuria, caracterizada pelo decréscimo na resisténcia a agentes
seletivos e pelo aumento no requerimento nutricional. Essas células injuriadas podem ser
recuperadas facilmente utilizando-se meios de enriquecimento ndo seletivos. (MONTVILLE,
1997).

A capacidade de reconhecer e adaptar-se a variagdes ambientais estressantes sao cruciais
para a sobrevivéncia microbiana (FOSTER; SPECTOR,1995). Especialmente para patdgenos
que estdo sujeitos a condi¢des desfavoraveis e uma variedade de tensdes antimicrobianas
também no ambiente comercial, industrial e ainda pelo proprio hospedeiro, quando infectado
(FOSTER; SPECTOR,1995; SPECTOR; KENYON,2012; WINFIELD; GROISMAN, 2003).

Em alimentos, o microrganismo esté sujeito a condigdes “ambientais” variaveis e que
afetam o seu comportamento. Na industria de alimentos, fatores como: a disponibilidade de
nutrientes, temperatura, pH e a atividade de agua (a.), entre outros, podem ser modificadas -
intencionalmente ou ndo, por exemplo por processos de conserva¢do de alimentos, sendo,
portanto, obstaculos as células bacterianas (ALVAREZ—ORDONEZ etal., 2015; ULTEE et al.,
2019).

Considerando o emprego de métodos de conservagado de alimentos, os microrganismos
podem estar presentes em uma amostra sob trés estados: inviabilizados (apresentando injlria
letal e impossibilidade de multiplicagdo), com injlria subletal (apesar de ter sofrido danos em
suas estruturas celulares, encontra-se habil para multiplicacdo sob condi¢des favoraveis) e
vidveis (COSTA & FERREIRA, 1991; BAATI et al., 2000; VIEIRA et al., 2007). Apesar dos
tratamentos aplicados no processamento e conservagao de alimentos terem o objetivo de inibir
o crescimento microbiano, eles podem apenas estressar e/ou lesionar as células microbianas,
que possuem a capacidade de resistir a essas circunstancias. Quando conseguem adaptar-se ao
estresse, sdo capazes de resistir a tratamentos posteriores, ou ainda, resistem a passagem pelo
estbmago e barreiras intestinais quando confrontadas com sistema de defesa do hospedeiro

(ALVAREZ-ORDONEZ, et al. 2015). A exposi¢io de bactérias patogenas a condigdes
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estressantes nao letais pode, portanto, resultar no aumento da sua resisténcia a condigdes de
estresse aplicada, ou a outros diferentes estresses (SIRSAT et al., 2011; YADAYV et al., 2016).

Melo (2016) estudou os efeitos da exposi¢cdo subsequente a estresses abidticos na
termotolerancia e sobrevivéncia em condicdes gastrointestinais simuladas de S. Enteritidis PT4
e S.Typhimurium PT4. A autora observou que células de S. Enteritidis e S. Typhimurium
previamente expostas ao estresse acido mostraram maior tolerancia ao estresse osmoético em
comparac¢do com células ndo expostas ao acido. Ainda, a exposi¢do subsequente a condigdes
de estresse: frio, acido ¢ osmotico, aumentou a termotolerancia e a sobrevivéncia em condig¢des
gastrointestinais de S. Enteritidis PT4 e S. Typhimurium PT4, apresentando taxas de
sobrevivéncia maiores que as células controle no final da digestao in vitro.

De acordo com Rando e Verstrepen (2007), respostas adaptativas ao estresse podem
ocorrer devido a mutagdes gendmicas, que acontecem na populacdo afetada por um ambiente
de pressdo seletiva. Abee (1999) sugere que uma resposta transitdria ao estresse, geralmente
resulta de uma mudanga caracteristica no padrao de expressdo gendmica, com isso, observa-se
respostas fisioldgicas como alteracdo do DNA, proteinas, lipidios. Booth (2002), sugeriu que a
heterogeneidade de populagdes bacterianas e a diversidade encontrada, que ¢ inerente de células
individuais, ¢ um auxilio a sobrevivéncia apds exposi¢do ao estresse. A autora atribui, portanto,
o comportamento de sobrevivéncia ao fato de que o indculo ¢ constituido de uma populagao
heterogénea na qual algumas células podem ter uma concentragdo maior de determinada
proteina, o que as ajuda a lidar com o estresse.

Nesse sentido, o conhecimento das respostas e estratégias de patdgenos para
sobrevivéncia ao estresse, tem relevancia significativa na epidemiologia e patogenicidade
dessas bactérias (D"AOUST et al., 2007), sendo que essa pode contribuir para a persisténcia

deste patdgeno na matriz alimentar e no hospedeiro (MELO, 2016).

2.2.1. Estresse Osmotico

Dentre os tipos de estresse, o estresse osmotico € um dos mais comumente encontrados
no processamento de alimentos, seja pela adigao de soluto, ou pela evaporagdao da agua. O
cloreto de sodio (NaCl), ¢ constantemente usado em alimentos, como conservante, realcador de
sabor ou ainda como agente antimicrobiano. Sua utilizagdo pode causar lesdes as células

bacterianas, desestabilizando o equilibrio osmotico entre os ambientes citoplasmatico e
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intracelular, levando a obten¢ao de diferentes respostas microbianas (SPECTOR e KENYON,
2012; TIGANITAS et al., 2009; ZHOU et al., 2011).

O comportamento microbiano pode ser influenciado pela presenga de solutos, como
quando ocorre a adi¢cdo de NaCl no processamento de alimentos, proporcionando um ambiente
osmotico variado. Quando submetidas a ambientes osmoticos estressantes, as células
microbianas apresentam manifestagdes genéticas e fisioldgicas. Nesses casos, elas necessitam
de respostas imediatas, afim de equilibrar rapidamente a pressao osmotica, e reajustar a longo
prazo as condigdes osmoticas no ambiente circundante (SLEATOR et al., 2001; SPECTOR e
KENYON, 2012).

Koutsoumanis  (2008) estudou os  limites de  crescimento  de células
individuais de S. Enteritidis expostas ao estresse osmoético e relatou que conforme a
concentragdo de NaCl aumenta, o numero de células na populag¢ao capaz de crescer diminui
gradativamente. Aguirre e Koutsoumanis (2016) confirmaram os achados acima para células
tratadas termicamente e ndo tratadas de Listeria monocytogenes. Ambos os estudos mostraram
um comportamento biestavel de células individuais (crescimento/sem crescimento) sob estresse
osmotico, o que leva a um atraso adicional no crescimento populacional (chamado de “pseudo-
lag”) com o atraso aparente total da populagdo sendo a soma dos fatores fisiologicos atraso das
células em crescimento (tempo necessario para se ajustar ao novo ambiente) e o pseudo-atraso
induzido pela presenca de células que ndo crescem.

A reducdo da a, no ambiente externo normalmente resulta em uma perda rapida do
volume citoplasmatico em um processo denominado plasmolise e causa redugdo na respiragao
e na parada do crescimento, enquanto o ATP intracelular e o pH citoplasmatico
aumentam (WEBER, KOGL, JUNG, 2006; CSONKA, 1989). Para se adaptar ao estresse
hiperosmotico, as bactérias utilizam mecanismos adaptativos denominados sistemas
osmorregulatérios. Uma das principais atribuicdes desses sistemas € manter a pressao osmotica
intracelular adequada dentro de limites toleraveis. Isso geralmente envolve o actimulo de
solutos carregados (por exemplo, ions de potassio (K ) e glutamato), seguido pelo acimulo de
solutos compativeis por meio de biossintese de novo (por exemplo, trealose) ou pela absor¢ao
do ambiente externo (por exemplo, glicina betaina e prolina) (CHUNG, BANG, DRAKE, 2006;
O'BYRNE, BOOTH, 2002).

Como mencionado acima, alguns dos mecanismos de sobrevivéncia que a Salmonella

desenvolve nessas condi¢des de ambiente de baixa atividade de agua sdo: o acimulo de
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metabolitos osmoprotetores no meio intracelular para evitar a perda de agua, além de: mudanga
dos fatores sigma que direcionam a transcri¢ao para produzir proteinas de resposta aos estresses
e entrada ao estado metabolicamente ativo baixo chamado de viavel, mas nao cultivavel (VNC)
(FINN et al., 2013; MUTZ et al., 2019; OLIVER, 2010). Quando em condi¢des ambientais
favoraveis, as células nesse estado podem retornar ao estado metabdlico normal e se
desenvolverem (PODOLAK et al., 2010), ocasionando um potencial risco a populagdo uma vez
que essas cé¢lulas nesse estado ndo sdo identificadas por andlises convencionais.

Além disso, estudos vem relatando com mais frequéncia que as células bacterianas
previamente expostas ao estresse osmotico (isto €, células adaptadas osmoticamente) adquirem
maior resisténcia a outros estresses, como alta temperatura e estresse oxidativo (CHUNG,
BANG, DRAKE, 2006; GUNASEKERA, CSONKA, PALIY, 2008). Uma compreensao
detalhada de como elas se adaptam ao estresse osmotico pode ajudar na identificacdo de alvos

potenciais e desenvolver alternativas eficazes para controlar ou eliminar estes patdogenos.

2.2.2. Fendmeno Fénix

Alguns microrganismos em condi¢cdes proximas aos seus limites de crescimento,
apresentam comportamento caracterizado pela reducao da populagdo microbiana, seguida por
recuperacdo e volta do crescimento, com o aumento de contagem, denominado como Fendmeno
Fénix (ASPRIDOU; AKRITIDOU; KOUTSOUMANIS, 2018; BARANYI et al., 2010;
MELLEFONT; MCMEEKIN; ROSS, 2005), reportado pela primeira vez por Colle, Knowlden
e Hobbs em 1961 para Clostridium Welchii.

Estudos disponiveis na literatura para diferentes microrganismos observaram a
ocorréncia do Fendmeno Fénix, quando as células foram expostas a condigdes sub-letais
(BUSTA, 1978; KELLY et al., 2003; KING et al., 2014; MACKEY; DERRICK, 1982;
THOMPSON-COLLINS; HURST; KRUSE, 1973, entre outros). Kelly et al. (2003), avaliou o
crescimento de Campylobacter jejuni em temperaturas proximas ao minimo para o seu
crescimento e constatou que as culturas cultivadas em caldo a 39 °C e posteriormente
subcultivadas em meio fresco a 30 °C, apresentaram um periodo transitorio rapido de
crescimento seguido por um declinio no niimero de células viaveis antes da retomada do

crescimento. Os autores sugerem que este comportamento € o efeito liquido do crescimento de
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células de inoculo seguido por uma perda de viabilidade devido ao estresse sofrido e a
existéncia de uma populacao mutante que surge espontaneamente e assume a cultura.

Mellefont, Mcmeekin e Ross (2005) observaram a ocorréncia do Fendmeno Fénix ao
avaliar as respostas de S. Typhimurium expostas a condigdes osmoticas estressantes.
Imediatamente apds a mudanca de aw ideal, 0,993, para uma menor aw, 0,974; 0,969; 0,966;
0,963; 0,959 ¢ 0,954, eles observaram a ocorréncia de inativacao de uma parcela da populagao
para todas as condicdes testadas sendo que o grau de inativagdo tornou-se progressivamente
maior em menores aw. O declinio inicial da populacao foi seguido por um periodo durante o
qual ndo ocorreu nenhuma mudanca nos nlimeros, seguido por um crescimento que parecia, na
maioria dos casos, ser exponencial. Eles atribuiram esse comportamento, a ocorréncia de duas
fases, uma de inativacdo inicial de parte da populagdo microbiana (ao invés de perda de
cultivabilidade), seguida de uma fase de crescimento. Shoemaker e Pierson (1976), afirmaram
ao reportar o Fendmeno Fénix para Clostridium perfringens, que esse comportamento passa por
trés fases: lesdo, recuperagao e crescimento microbiano.

Zhou et al. (2011), ap6s a exposi¢ao de S. Typhimurium a concentragdes de sal variando
de 0,5 a 7,5%, observaram a diminuigao inicial da contagem da populagdo bacteriana, seguida
pela retomada do crescimento. Eles atribuiram esse comportamento a adaptagao das células ao
novo ambiente (baixa ay), € o trabalho de adaptagdo das células.

Aspridou, Akritidou e Koutsoumanis (2018) avaliaram o Fendmeno Fénix em
Salmonella entérica Agona exposta a condicdes de estresse osmotico. Métodos de contagens
vidveis e microscopia de lapso de tempo foram usados para monitorar o crescimento,
sobrevivéncia e morte de células individuais desse patdgeno em meio na presenca de varias
concentragoes de sal (0,5%, 3,5%, 4,5% e 5,7% de NaCl). Os autores afirmaram com base nos
resultados que este fendmeno envolve trés fases simultaneas: crescimento, sobrevivéncia e a

morte celular.

2.3. Radiacio ultravioleta (UV-C)

A luz ultravioleta (UV) ¢ uma radiagdo eletromagnética que se destaca por apresentar
aplicagdes, como tratamento de efluente, 4gua, alimentos, descontaminacdo de superficies,

desinfeccdo do ar e derivacdo fotoquimica (KOUTCHMA et al., 2009; GOUVEA et al., 2014).
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Ela corresponde a por¢ao do espectro eletromagnético que se encontra entre os raios X e a luz
visivel e ¢ subdividida em trés bandas: UV-A (315 a 400 nm), UV-B (280 a 315 nm) e UV-C
(100 a 280 nm) (Figura 1). A faixa ultravioleta de onda curta, UV-C, é conhecida por ter efeito
biocida, sendo eficiente na inativagdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes,
principalmente no comprimento de 254 nm (KOUTCHMA, 2009; BINTSIS et al., 2000;
CAMINITI et al., 2012).

Figura 1: Espectro eletromagnético
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Fonte: MONTALLLI, 2020

Por causa do seu efeito, a radiagdo UV-C vem sendo aplicada em ampla variedade de
microrganismos, sendo capaz de inativar virus, bactérias, fungos, leveduras, protozodarios e
algas (ORTIZ, 2020). Na literatura existem varios trabalhos que comprovam o efeito biocida
da luz UV-C na inativagdo de microrganismos, como na inativagdo de Neosartorya fischeri
(MENEZES et al., 2019) e Paecilomyces niveus (ORTIZ, 2020) em suco de maca, Escherichia
coli e Salmonella senftenberg em pele e musculo de porco (WONG et al., 1998), Listeria
monocytigenes na carne de frango (KIM et al., 2002) e S. Typhimurium em carcaca de aves
(WALLNER-PENDLETON et al., 1994).

O efeito biocida ocorre quando a radiacao UV-C atinge a superficie do microrganismo
ultrapassando a membrana celular e danificando seu material genético, o DNA. Os fotons de
UV-C absorvidos causam o deslocamento de elétrons, provocando a quebra de algumas
ligacdes e resultando na formacao de fotoprodutos, que inibem a transcricao e replicacao do
DNA e levam a chamada morte clonogénica (BOLTON; LINDEN, 2003). O dano ao DNA
ocorre por meio da formagao de dimeros de pirimidina, especialmente de timina. A formacao

de dimeros de timina € o processo de rompimento das bases nitrogenadas adenina e timina (AT)
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do DNA. Assim, se estabelece uma nova ligacdo quimica entre duas timinas, constituindo a
ponte TT (Figura 2). A nova ligagdo impede a replicagdo e a transcricdo do DNA, levando a

morte do microrganismo (LAGUNAS, 2006; SEVCAN et al., 2008; CHEIS, 2013).

Figura 2 - Efeito biocida da luz UV-C no DNA de microrganismo
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Fonte: MENECHELLI, 2017

O efeito biocida difere entre os microrganismos. Devido as suas caracteristicas, uns sao
mais resistentes que outros. A sensibilidade pela radiagao UV-C varia de acordo com a estrutura
da parede celular, composi¢do, espessura, presenga de proteinas que absorvem radiagdo UV-C
na estrutura dos acidos nucleicos, e capacidade de reparo do DNA dos micro-organismos
(GIESE; DARBY, 2000; SHAMA, 2003). Nesse sentido, em alimentos liquidos, as bactérias
demonstram menos resisténcia ao tratamento por UV-C que os fungos e leveduras.
(KOUTCHMA, 2009). Ainda, outros fatores interferem na letalidade por luz UV como as
condi¢des de processamento, propriedades do meio e as condigdes ambientais. (SOUZA;
KOUTCHMA, 2020). A exposi¢ao de bactérias patogenas a condi¢des estressantes ndo letais
também pode resultar no aumento da sua resisténcia as condi¢des de estresse aplicada (SIRSAT,
2011; YADAYV, 2016; MELO, 2016) podendo esse ser outro fator influente na letalidade por
radiagao UV-C.

Devido aos avancgos da ciéncia e as novas abordagens de engenharia, a luz UV-C tem
se destacado como uma tecnologia ndo térmica promissora para tratamento de alimentos. Varios
estudos relataram sua eficacia na eliminagdo e reducdo de uma ampla variedade de micro-
organismos em produtos alimenticios (ORTIZ, 2020). Liltved e Landfald 2000, citam o uso da
UV-C na industria alimenticia onde ¢ aplicada para diferentes finalidades: processamento de

vegetais, reducdo de microrganismos patdégenos em carnes vermelhas, frango e peixes.
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Yaun et al. (2004) utilizaram a radiagao UV para reduzir a populacao de Salmonella
spp. € Escherichia coli O157: H7 na superficie de macas e outros vegetais e descobriram que
UV-C foi mais eficaz contra estes patégenos do que 20-320 ppm de cloro. Liu, et al. (2015)
avaliaram um sistema de luz UV para descontaminacdo de E. coli O157: H7 e Salmonella spp.
em mirtilos. Os resultados demonstraram que a eficacia da descontaminagao deste sistema foi
tdo eficaz quanto a lavagem com cloro, indicando que ele poderia ser utilizado como uma
alternativa a lavagem com cloro para mirtilos e outros produtos frescos. Chun, et al. (2009),
investigaram a aplicabilidade da irradiagdo UV-C na inativagdo de bactérias patogénicas de
origem alimentar, Listeria monocytogenes, S Typhimurium, e Campylobacter jejuni, em
presunto fatiado pronto para comer. Os autores constataram que a dose de irradia¢do necessaria
para a redugio de 90% dessas populacgdes foram 2,48, 2,39 e 2,18 J/m? respectivamente.

A radiagdo UV-C ja vem sendo utilizada comercialmente para o tratamento de
produtos liquidos, visto que a regulamentacdo da Food and Drugs Administration (FDA)
aprovou, em 2000, o uso dessa tecnologia como alternativa ao tratamento de pasteurizacdo em
sucos naturais (FDA, 2004); e na Europa, ela ja vem sendo usada para desinfec¢ao de agua e ar
e na industria alimenticia.

No Brasil, a regulamentagdo da irradiagdo de alimentos existe desde 1973 sendo a
legislacdo brasileira vigente a RDC n° 21, de 26 de janeiro de 2001, da ANVISA, a qual
autoriza o uso do tratamento para qualquer alimento, de acordo com as normas de boas praticas
aplicaveis, ndo estabelecendo limites quantitativos, "desde que a dose minima absorvida
(quantidade de energia absorvida por unidade de massa) seja suficiente para alcancar a
finalidade pretendida; e a méxima seja inferior aquela que comprometeria as propriedades
funcionais e/ou os atributos sensoriais do alimento"(CAMARGO, 2001).

Nesse aspecto, € notavel que a radiacdo UV- C vem ganhando cada vez mais interesse
industrial pelo seu potencial de preservagdo de alimentos como alternativa ao tratamento
térmico convencional (KOUTCHMA et al., 2009).

Quanto a qualidade microbioldgica do produto alimenticio através da utilizacdo de
radiacdo ultravioleta, o alimento deve ser exposto a uma determinada dose de UV-C que garanta
a reducao microbiana exigida. A dose de UV-C, chamada também de fluéncia, ¢ um parametro
de processo que interfere na letalidade do micro-organismo e refere-se a energia incidida na
superficie do produto alimenticio por unidade de é4rea, que ¢ medida em joule por metro

quadrado (J/m?). A intensidade da radiagdo UV-C também ¢ dada como intensidade de fluxo
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ou irradiancia, ¢ ¢ medida em watt por metro quadrado (W/m?). Basicamente, ¢ a energia
recebida da lampada pela amostra por unidade de area por segundo durante o tratamento
(SOUZA; KOUTCHMA, 2020; GOMEZ-LOPEZ et al., 2007).

Guerrero-Beltran e Barbosa-Canovas (2004) esclareceram que a luz UV, por se tratar
de um processo fisico no qual a energia ¢ o meio germicida, tem diversas vantagens: nao gera
subprodutos que poderiam alterar o sabor, odor e cor no alimento, nao gera residuos quimicos,
¢ um processo frio, a seco, simples, efetivo e de baixo custo em relacdo a outros processos de

esterilizagdo, além de ndo gerar qualquer tipo de radioatividade ionizante (radiacdo gama).

2.4. Microbiologia preditiva

A microbiologia preditiva abrange areas como matematica, engenharia, quimica e
microbiologia (ZWIETERING et al., 1990; ZWIETERING et al., 1993; WHITING e
BUCHANAN, 1994; PELEG, 1997; SCHAFFNER e¢ LABUZA, 1997) para descrever o
comportamento de microrganismos e, assim, estudar e predizer a vida util dos alimentos. O
principal objetivo ¢ utilizar modelos matematicos para descrever a evolugao de microrganismos
sobe a influéncia de fatores ambientais intrinsecos (pH e atividade de 4gua) e fatores extrinsecos
(ZURERA-COSANO et al., 2006). A modelagem preditiva pode ser uma ferramenta util na
analise preliminar de perigos, identificagdo e estabelecimento de pontos criticos de controle, ou
ainda em agdes corretivas a serem tomadas apds constatagdo de uma contaminagdo
(BROUGHALL e BROWN, 1984).

Um modelo microbiolégico preditivo descreve o crescimento, sobrevivéncia, inativacao
ou processo bioquimico de um microrganismo de origem alimenticia (MCDONALD E SUN,
1999). Diversos modelos podem ser encontrados e sdo classificados em um sistema proposto
por Whiting e Buchanan (1993), no qual agrupa os diferentes tipos de modelos em: Modelos
primario, secundario e terciario, que ¢ feita dependendo da caracteristica de cada modelo.

Segundo McDonald e Sun (1999), os modelos primarios descrevem a mudanca do
numero bacteriano com o tempo considerando condi¢des ambientais e particulares de cada
microrganismo. A resposta microbiana pode ser obtida diretamente, pela densidade
populacional (contagem de placas (CP), microscopia), indiretamente (absorbancia, impedancia)
ou por produtos do metabolismo microbiano (producdo de acido, sintese toxinas) (HUANG,

2014; WHITING; BUCHANAN, 1993). Nesses casos, os dados coletados podem ser plotados
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usando um modelo priméario, sendo que o mais utilizado na literatura ¢ o modelo de Baranyi e
Roberts (1994), que se destaca pela facilidade no uso, disponibilidade de softwares com as
equacdes ja inseridas e bom ajuste.

Os modelos secundarios descrevem a resposta de um ou mais pardmetros de um
modelo primario, mudangas nas condi¢des do meio de cultivo ou ambientais, como variagdes
de temperatura por exemplo (WHITING; BUCHANAN, 1993). Os modelos terciarios, por sua
vez, levam a modelagem a sua forma final, sdo aplicagdes de um ou mais modelos primarios e
secundarios, incorporados em um pacote de software de computador (MCDONALD e SUN,
1999).

A modelagem preditiva pode ajudar na anélise preliminar de perigos, identificacdo e
estabelecimento de pontos criticos de controle, ou ainda em agdes corretivas a serem tomadas
(BROUGHALL e BROWN, 1984). Nesse sentido, o uso de modelos preditivos para simular o
comportamento microbiano tem aumentado nos tltimos anos (MUNOZ-CUEVAS; METRIS;
BARANYI, 2012; NOVIYANTI et al., 2018; NYCHAS; SKANDAMIS; BARKER, 2011).
Entretanto a maioria dos modelos disponiveis se concentra na descrigdo do comportamento
microbiano frente a condigdes ambientais favoraveis ou desfavoraveis, demonstrando pouca
representatividade no caso de ambientes estressantes, como em baixa a,., que levam ao

Fenomeno Fénix (KOUTSOUMANIS et al., 2016 ; KOUTSOUMANIS E ASPRIDOU, 2016 ).

2.4.1. Modelagem Matematica do comportamento microbiano sob condigdes de estresse

osmotico

Poucos estudos estao disponiveis na literatura sobre modelos matematicos capazes de
descrever a recuperacao das células bacterianas expostas a condi¢des estressantes, chamado de
Fenomeno Fénix (MELLEFONT; MCMEEKIN; ROSS, 2004; RHODES; KATOR,1988). Para
a realizagdo da modelagem matematica do comportamento microbiano em condi¢des de
estresse osmotico, € necessario o desenvolvimento de modelos que possam descrever o efeito
do ambiente na duragdo da fase lag, tendo em vista que em um ambiente desfavoravel, a reducao
consideravel da populagdo torna mais dificil a previsao dessa fase (AGUIRRE; BORNEO E
LEON, 2013). Assim, a compreensdo da fase lag ¢ indispenséavel para aplicacdo e utilizagao
dos modelos preditivos na seguranca e controle da qualidade de alimentos (ZHOU et al.,2011).

Contrario ao que ocorre na real fase lag, quando toda populagdo microbiana tem a capacidade
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de se multiplicar e crescer, em condi¢des de estresse, Pirt (1975), verificou a existéncia de uma
subpopulagao de células incapaz de crescer. Nessa circunstancia, ele define a fase lag como a
lag aparente, no qual nem todas as células presentes inicialmente tem a capacidade de crescer.

Zhou et al. (2011), com o objetivo de representar o Fendémeno Fénix observado em
S. Typhimurium exposta a condi¢ao de estresse, realizaram uma revisao da fase lag, e uma
modificagao do modelo de Baranyi e Roberts (1994), com intuito de considerar o periodo de
declinio inicial observado durante o Fendmeno Fénix. Os autores propuseram que a curva de
contagem da populacio total era dada pela soma de duas subpopulagdes, uma morrendo e outra
sobrevivendo e crescendo. A fase lag foi, portanto, definida como a lag da populagdo
sobrevivendo e foi descrita por um parametro que quantifica o trabalho bioquimico que as
células sobreviventes realizam durante esse periodo.

Mellenfont, Mcmeekin e Ross (2003, 2004, 2005), utilizaram o tempo lag relativo
(TLR), definido pela razdo entre o tempo lag e o tempo de duplicacdo, para avaliar o trabalho
bioquimico que células de S. Typhimurium sobreviventes, realizam durante o periodo da fase
lag e assim descrever o tempo necessario para o crescimento das células. Os experimentos
foram realizados para uma ampla faixa de mudangas osmoticas, € demostraram que para
condigdes de baixa a,, observa-se maiores TLRs durante o Fendmeno Fénix.

Aspridou, Akritidou e Koutsoumanis (2018) propuseram uma modelagem para
representar o comportamento de Salmonella sob estresse osmoético. Nessas condigdes, 0s
autores consideraram a existéncia de trés (sub) populacdes de c€lulas com comportamento
diferente. Para a primeira subpopulacdo, todas as cé€lulas estdo se dividindo e a populagao
aumenta a uma taxa de crescimento conhecida sem lag. A segunda subpopulacdo consiste em
células que sdo capazes de sobreviver e a concentragdo permanece constante ao longo do tempo
enquanto todas as células, na terceira subpopulagdo, estdo morrendo e a populacao ¢ reduzida
a uma certa velocidade. Assim, para varios pontos de tempo, a soma das concentragdes de cada
subpopulacdo foi estimada. Eles constataram que as células pertencentes de cada subpopulagao
mantiveram a mesma resposta (crescimento, sobrevivéncia ou inativacdo) ao longo do tempo.

Paganini et al. (2021) (artigo submetido) propds um modelo matematico para ajustar a
cinética do comportamento microbiano, Fendmeno Fénix. Os autores consideraram que a
concentracdo microbiana total (N;, UFC/mL) exposta ao estresse osmotico foi a soma de duas
subpopulagdes: células inativadas (N;, UFC/mL) e células sobrevivendo e entdo crescimento

(Ng, UFC/mL), conforme mostrado na Equagao (1).
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Ny = N; + Ny (1)

A transformagéo logaritmica de N (y; = log N;,y; = logN;, ey, = log Ny) foi aplicada
para fins de modelagem. Em seguida, a Equacdo (1) foi reescrita na forma de logaritmo,
conforme mostrado na Equacao (2).

y: = log(10%i + 10%9) (2)

Na Equacdo (2), y; € y, foram substituidos por equagdes matematicas que descrevem a
dependéncia do tempo das subpopulagdes inativadas e sobrevivendo e entdo crescentes. O y;
(log UFC/mL) ao longo do tempo t (h) foi ajustado com o modelo cinético de primeira ordem
tradicional (Geeraerd et al., 2005), como mostrado na Equagao (3), com y;(0) = y; o, em que
Yio (log UFC/mL) ¢ o logaritmo da concentragdo inicial de células da subpopulagdo inativada

e kmax (1/h) € a velocidade de inativagdo especifica maxima da subpopulagao inativando.

dy; _ kmax
FTARETETACY

Oy, (log UFC/mL) ao longo do tempo foi ajustado com o modelo de Baranyi e Roberts
(1994), Equagdes (4) e (5), com y4(0) =y, ¢ Q(0) = Q. Para essas equagdes, Yg,
(log UFC/mL) ¢ o logaritmo da concentragdo inicial de células da subpopulagdo sobrevivendo
e depois crescente, A ¢ o tempo necessario para a populagdo sobrevivente iniciar o crescimento,
Umax (1 /1) é a velocidade especifica méxima da subpopulacdo sobrevivendo e entdo crescente,
e Ymax (log UFC/mL) é o logaritmo da concentracdo maxima de células da subpopulagdo

sobrevivendo e entdo crescente.

dﬁ_ﬂmi( 1 ) — pYg—Ymax
dt ~ In10 \1+e~@ (1-e ) 4

dQ _ Umax
dt ~ In10 ®)

As equagdes diferenciais (3), (4) e (5) podem ser resolvidas algebricamente quando os
fatores extrinsecos e intrinsecos sdo considerados constantes. Assim, as solugdes explicitas de
vi (da Equacdo (3)) e y, (das Equagdes (4) e (5)) podem ser substituidas na Equa¢do (2) para
descrever y; (log UFC/mL) ao longo do tempo, ou seja, para descrever o Fenomeno Fénix,

conforme mostrado na Equacao (6).
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2.4.2. Modelos Matematicos de Inativacao

Virios modelos preditivos sdo propostos na literatura para descrever a inativagdo de
micro-organismos. Dentre eles: Weibull, Baranyi e Roberts, log-linear, loglinear com ombro
e/ou cauda, bifasico, Gompertz modificado, Geeraerd, entre outros (GEERAERD et al., 2005;
BARANYI; ROBERTS, 1994). Nesse sentido, diferentes curvas de inativagdo podem ser
obtidas.

As comumente observadas estdo representadas na Figura 3. A curva log-linear (Figura
3a) segue uma cinética de primeira ordem, na qual descreve a redu¢do no niimero de log de
sobreviventes diminuindo de maneira linear com o tempo, sendo que a principal vantagem desse
método ¢ a sua facilidade de uso. (SCHAFENER; LABUZA, 1997). Ainda, devido a
heterogeneidade na inativagdo, que depende de varidveis microbioldgicos e experimentais,
existem curvas de inativagao que apresentam uma parte linear com a presenca de ombro (Figura
3b), cauda (Figura 3c), ou ombro e cauda (Figura 3d) (KOUTCHMA, 2009; GEERAERD et
al., 2000). As curvas bifésicas (Figura 3e) elucidam um comportamento log-linear de duas
subpopulagdes com diferentes resisténcias microbianas (CERF, 1977). E as curvas de
sobrevivéncia (Fig. 3f) exibem o comportamento com concavidade para cima e para baixo

(PELEG, 2006; MAFART et al., 2002).
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Figura 3 - Curvas de sobrevivéncia: (a) log-linear; (b) log-linear com ombro; (c) log-linear com

cauda; (d) log-linear com ombro e cauda; (e) bifasica; (f) concava para cima e para baixo;
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Fonte: SOUZA; KOUTCHMA, 2020

Tendo abordado os principais comportamentos de inativagdo microbianos, serd
apresentado o modelo primario utilizado no presente estudo para avaliar a cinética de inativacao

por radiacao UV-C de diferentes sorotipos de S. enterica.

2.4.2.1. Modelo de Weibull

O modelo de Weibull foi proposto por Waloddi Weibull em 1936 e apresenta
simplicidade e versatilidade matematica para descrever curvas de cinética microbiana. Devido

a isso, o modelo de Weibull descreve muito bem o comportamento de inativacdo, servindo tanto
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para modelagem de curvas log lineares quantos para curvas nao log-lineares (PELEG, 2006).

O modelo de Weibull esté representado na equagao abaixo:

0 () = = (5)
Onde:
N(t) — Populagdo de microrganismos no instante t (UFC/mL);
No — Populacgao inicial de micro-organismos (UFC/mL);
d — dose (KJ/m?);
§ — Fator de escala (KJ/m?);

p — Fator de forma.

No modelo de Weibull, a concavidade da curva de sobrevivéncia € uma expressao das
diferentes formas de inativacdo dos microrganismos presentes, o termo p ¢ que relaciona essa
variavel (MENEZES, 2020). A curva com concavidade voltada para baixo (p>1) representa que
a populagdo diminui gradualmente, logo, o tempo necessario para destruir a mesma fracao de
micro-organismos diminui com passar do tempo. A curva com concavidade voltada para cima
(p<1) indica que a mortalidade da popula¢do de micro-organismos ¢ maior no inicio e diminui
apds um certo tempo; p=1 segue a cinética de primeira ordem, apresentando comportamento
log-linear (ORTIZ, 2020). O fator de escala (0) ¢ um parametro que estd relacionado a
velocidade de inativa¢ao (PELEG, 2006).

Na literatura, varios estudos utilizaram o modelo de Weibull para representar curvas
de inativacdo ndo lineares. Izquier ¢ Goémez-Lopez (2011) ao estudar a inativagdo por luz
pulsada em vegetais, verificaram que o modelo de Weibull demonstrou um bom desempenho
no ajuste aos dados experimentais. Esse modelo também foi utilizado por Possas et al., (2018),
para descrever a inativagdo de S. Enteritidis por luz UV-C em leite de soja e mostrou-se
eficiente. O modelo de Weibull também apresentou bom ajuste na pesquisa de Menezes et al.
(2019) que estudaram o efeito da concentragdo de solidos soluveis na inativagdo de Neosartorya
fischeri em suco de maca usando diferentes doses de luz UV-C. Também foi eficaz na predigdo
da inativagdo de Escherichia coli 0157: H7 e Salmonella usando ozoénio ou luz UV pulsada em

morangos e framboesas (BIALKA et al., 2008). Ainda, Pretto et al, (2021) avaliaram a cinética
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de inativacdo de bactérias patogénicas em queijo artesanal durante o armazenamento e
revelaram que o modelo de Weibull descreveu bem os dados experimentais.
Dessa forma, o modelo de Weibull demonstrou eficacia em descrever o comportamento

ndo linear de inativag¢do, sendo uma boa alternativa para utilizagdo no presente estudo.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 Microrganismos

Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028) e Salmonella enterica Enteritidis
(ATCC 13046) adquiridas na forma liofilizada da cole¢do de Culturas Tropicais da Fundagao
André Tosello (Campinas, Brasil) e Salmonella enterica Minnesota e Salmonella enterica
Heidelberg isoladas de uma planta industrial foram reidratadas em caldo Brain Heart Infusio
(BHI). Em seguida, as cepas bacterianas foram armazenadas em tubos de Eppendorf com caldo

BHI suplementado com 30% (v/v) de glicerol e armazenadas a -24 °C, até a sua utilizagdo.

3.2 Preparacio do inoculo

Para a realizacdo dos experimentos, o preparo dos indculos foi realizado conforme
descrito abaixo.

Aliquotas de 100 pL da suspensdo bacteriana descongelada foram adicionadas em 10
mL de meio de crescimento Brain Heart Infusion (BHI, Kasvi, Brasil). Em seguida, para atingir
cada fase de crescimento (de acordo com estudos anteriores), foram realizados trés
procedimentos de incubacdo diferentes: 14h (S. Enteritidis), 10h (S. Typhimurium) e Sh (S.
Minnesota e S. Heidelberg) a 25 © C para obter o indculo da fase de crescimento exponencial

(~108 UFC/mL) (E25);

3.3 Analises microbiologicas

3.3.1 Cinética bacteriana experimental

O crescimento bacteriano de S. Enteritidis, S. Minnesota, S. Heidelberg e
S. Typhimurium foi avaliado em atividade de dgua (aw) 0,950. Para obter o valor proposto de
aw, uma concentracdo de 7% de cloreto de sodio (NaCl) foi adicionada em 300 mL de caldo
BHI (de acordo com experimentos prévios). Os valores de a, foram medidos com auxilio de
um medidor de atividade de 4gua Aqualab (Aqualab, modelo SERIES 3TE). Cada indculo foi

diluido até concentragdo de 10’ UFC/mL. Em seguida, uma aliquota de 1 mL foi transferida
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para o recipiente contendo 300 mL de meio BHI a 25 °C adicionados de 7% de cloreto de sddio,
atingindo uma concentragdo bacteriana de 10° UFC/mL, as amostras foram entdo incubadas a
25°C por tempo determinado. As curvas de crescimento foram construidas e analisadas
utilizando o método de contagem de placa. Em intervalos de tempo regulares, foram realizadas
dilui¢des em série em agua peptona a 0,1%. Uma aliquota de 100 pL da dilui¢do apropriada foi
inoculada a superficie de agar BHI. As placas foram incubadas durante 24h a 35 °C e as
contagens foram expressas em UFC/mL.

A modelagem proposta por Paganini et al. (2021), foi utilizada para modelagem dos
dados experimentais, e representacdo grafica. A equacdo (6) foi ajustada aos dados
experimentais (concentracao de células bacterianas vs. tempo) com o método dos minimos
quadrados nao linear (algoritmo de regido de confianga, caixa de ferramentas de ajuste de curva,

Matlab R2013a, MathWorks®, Natick, EUA).

3.3.2 Cinética de inativacdo bacteriana ao longo do Fenomeno Fénix (apds exposi¢cdo ao

estresse 0smotico)

As amostras utilizadas foram preparadas de acordo com o item 3.3.1. A partir de
resultados anteriores obtidos no grupo de pesquisa, dois time-points foram estabelecidos para
aplica¢do do tratamento por radiacdo UV-C. O tempo zero horas (t0), logo apds a exposi¢ao ao
estresse osmotico, onde a concentracdo bacteriana encontra-se em torno de 10° UFC/mL e o
tempo 120h (t120) (S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Typhimurium) e 96h (t96) (S. Minnesota ),
quando as bactérias ja haviam retomado o crescimento exponencial durante o Fendmeno Fénix,
apresentando concentragdo bacteriana em torno de 10° UFC/mL. Esses tempos foram baseados
em estudos prévios do grupo. Para cada sorotipo estudado, foi preparado uma amostra padrao
(branco), no qual, 1 mL, das respectivas suspengdes de indculo, na concentragdo de 10’
UFC/mL foi adicionado em 300 mL de caldo BHI a 25 °C. Atingindo uma concentragao
bacteriana de 10° UFC/mL.

O tratamento com UV-C foi realizado em uma camara fabricada em MDF (75x70x45
cm) equipada com sete ldmpadas germicidas: quatro de 15 W (TUV 15 W/G15 T8, Philips,
Holanda) e trés de 32 W (DULUX HNS L24W, OSRAM, Alemanha) (apenas 2 lampadas de
I5W foram utilizadas), com emissdo em 254 nm. No time-point t0 e para o controle

individualmente, 30 mL das amostras foram colocadas em placas de Petri (profundidade de 4
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mm) e expostas a uma fonte de radiacdo UV-C com intensidade de 6,5 W/m? para diferentes
tempos de irradiacdo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min). Para os time-points 196, t20h, com o objetivo
de manter a mesma transmitancia do meio, 3 mL das amostras foram adicionados em 30 mL de
meio BHI em placas de Petri (profundidade de 4 mm) e expostas a uma fonte de radiacdo UV-
C com intensidade de 6,5 W/m? para diferentes tempos de irradiagdo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min).
Para a condi¢do descrita, foram utilizadas apenas 2 ldmpadas germicidas (15 W cada) e a
amostra foi colocada a 33,3 cm de distdncia das lampadas (Figura 4). As amostras foram
agitadas continuamente durante a irradiacdo de UV-C com agitador magnético (IKA, BIG
SQUID White). A lampada UV foi ligada por cerca de 30 minutos antes dos tratamentos com

UV-C para minimizar as flutuagdes de irradiancia.

Figura 4 - Equipamento de radiacdo UV-C para a irradiancia de 6,5 W/m?.

Fonte: ORTIZ 2020

Nos tempos de exposi¢do a luz UV-C descritos (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min), foram
realizadas dilui¢cdes em série em agua peptona a 0,1%. Uma aliquota de 100 pL da dilui¢ao
apropriada foi inoculada a superficie de 4gar BHI. As placas foram entdo incubadas a 35°C por
24h para a construgdo da curva de inativagdo. A concentracdo bacteriana foi expressa em
UFC/mL.

Cada dose d (kJ/m2) foi calculada em fun¢do do tempo t (min) e da irradiancia I (6,5,
W/m?), de acordo com a Equacdo (8) para os tempos pré-determinados (0, 2, 4, 6, 8, 10, e 12

min).

_(60.t.0)
~ 1000 (®)

d
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O experimento descrito foi realizado em duplicata apenas para S. Minnesota, sendo
necessario a realizagdo da duplicata para os outros sorotipos para estudos posteriores.

O modelo de Weibull foi utilizado para modelagem dos dados experimentais. Os
parametros de inativacdio do modelo foram determinados por meio do Matlab R2013a
(MathWorks®, Natick, EUA). As curvas de inativagao foram feitas no Office Excel 2010
(Microsoft®, Redmond, EUA). A partir dos parametros p e 8, foram calculadas as doses para
duas reducdes decimais (d2) através desse mesmo modelo (Eq. (7)) a fim de comparar a
resisténcia dos diferentes sorotipos tratados com Luz UV-C para a amostra controle, t0 (logo
apods a exposi¢do ao estresse osmotico) e t120/t96 (durante o Fendomeno Fénix, apos a retomada
do crescimento exponencial).

Os indices estatisticos erro médio quadratico (RMSE) (Eq. (10)) e o coeficiente de
determinagio (R?) (Eq. (9)) foram obtidos, para a avaliagio do desempenho do modelo, a partir

do ajuste da curva do Matlab através das equagdes 9 e 10, descritas abaixo:

RZ -1 \/ Z?zl(valor predito—valor observado)?

©)

Z?zl(valor observado—média do valor predito)?

Z?=1(valor predito—valor observado)?

RMSE = \/ - (10)

Em que: n = nimero de observagdes experimentais 3 = numero de parametros do

modelo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 5 apresenta os dados do comportamento de S. Typhimurium, S. Enteritidis,
S. Heidelberg e S. Minnesota cultivadas em meio BHI com a,, de 0,950, incubadas a 25 °C e o
ajuste do modelo primario proposto por Paganini et al. 2021 (artigo submetido) (Eq. (6)) aos
dados experimentais. Para todos os sorotipos testados, apds a inoculagdo na condi¢do de
estresse osmotico, foi observada uma diminui¢do na concentragdo bacteriana, em seguida, a
concentragdo bacteriana permaneceu constante. Apos essa fase, um crescimento exponencial
foi observado, até atingir a fase estacionaria. Comportamento conhecido como Fendmeno Fénix

(COLLEE; KNOWLDEN; HOBBS, 1961; SHOEMAKER; PIERSON, 1976).

Figura 5 - Dados experimentais (simbolos) de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Minnesota e
S. Heidelberg, incubados a 25 °C em caldo BHI (a,,= 0,950). As linhas continuas representam
o ajuste do modelo primario Paganini et al. 2021 (artigo submetido) (Eq. (6)) aos dados
experimentais. Os circulos em vermelho indicam os time-point em que foram retiradas as
amostras para determinagao do efeito da irradiagdo UV-C (t = 0 para todos os sorotipos; t = 96

para S. Minnesota; t =120 para S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Heidelberg).
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Fonte: do autor

E possivel observar pela Figura 5 que os sorotipos estudados apresentaram diferencas

em relacdo a sua adaptagdo ao ambiente osmotico estressante. Mesmo todos os sorotipos

mostrando o comportamento denominado Fendomeno Fénix. Visualmente pode-se notar que
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S. Heidelberg e S. Minnesota, mostraram mais rapida adapta¢do ao meio osmotico, com lag
menor que S. Typhimurium e S. Enteritidis. A subpopulagdo inativando de S. Enteritidis e
diminuiu mais répido do que S. Typhimurium, S. Heidelberg e S. Minnesota. A sensibilidade
da populagdo inicial ao ambiente osmotico se mostrou maior para S. Enteritidis e S. Heidelberg.
Entretanto, uma duplicata serd realizada futuramente, para melhor compreensao dos dados
experimentais de S. Heidelberg, especialmente proximo a 48h de incubacao no meio osmético.

A Figura 6 mostra os sorotipos de S. enterica tratados com luz UV-C em diferentes
doses de irradiagdo: 0, 0,78, 1,56, 2,34, 3,12, 3,9 ¢ 4,68 KJ/m? durante o Fenomeno Fénix, nos
time-point estudados, o controle (sem exposicdo ao estresse osmotico), t0 (logo apos a
exposicao ao estresse osmotico) e t120/t96 (durante o Fenomeno Fénix, apds a retomada do
crescimento exponencial) e o ajuste do modelo de Weibull (Eq. (7)) aos dados experimentais
obtidos. Os dados foram expressos em termos de log (N/NO) para facilitar a comparagao e evitar
a influéncia das concentragdes microbianas iniciais na comparagao das resisténcias as doses

aplicadas.
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Figura 6 — Curva de sobrevivéncia de diferentes sorotipos de S. enterica (S. Typhimurium (A);
S. Enteritidis (B), S. Heidelberg (C) e S. Minnesota (D)) tratados com luz UV-C utilizando
diferentes doses de irradiacdo: 0, 0,78, 1,56, 2,34, 3,12, 3,9 ¢ 4,68 KJ/m?, nos time-point
estudados, o controle, t0 e t120/t96. As linhas continuas representam o ajuste do modelo de

Weibull aos dados experimentais.
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Fonte: do autor

Como pode ser observado (Figura 6), todas as curvas de inativacdo mostraram
comportamento nao linear com concavidade para cima ou para baixo. Em relacdo a resisténcia
dos sorotipos, a mesma tendéncia vista para a exposi¢ao ao estresse osmotico (Figura 5) seguiu
para o tratamento de irradiagdo UV-C. Os resultados mostraram, visivelmente, que as linhagens
isoladas industrialmente de S. Heidelberg e S. Minnesota apresentaram melhor capacidade de
adaptacao e resisténcia a UV-C. Necessitando de doses maiores para atingir as mesmas
reducdes decimais, que os demais sorotipos testados. S. Typhimurium (A) apresentou, no
méximo, UFC até a aplicagio de uma dose de 3,9 KJ/m?. S. Enteritidis (B) no maximo até uma
dose de 3,12 KJ/m?. S. Heidelberg (C) e S. Minnesota (D) apresentaram UFC ainda apos a
aplicagio da tiltima dose adotada (4,68 KJ/m? (time-point t96/t120)).
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A Tabela 2 apresenta os parametros do modelo de Weibull e os indices estatisticos
estimados pelo ajuste do modelo de Weibull aos dados experimentais de diferentes sorotipos
de S. enterica (S. Typhimurium; S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Minnesota) tratados com luz
UV-C, em diferentes doses de irradiagdo: 0, 0,78, 1,56, 2,34, 3,12, 3.9 e 4,68 KJ/m?, para o
controle, t0 (logo apds a exposicao ao estresse osmotico) e t120/t96 (durante o Fenomeno Fénix,
apos a retomada do crescimento exponencial). A partir dos parametros, fator de forma (p) e
fator de escala (J), foram calculadas as doses para duas redugdes decimais (d2) por meio do
modelo de Weibull (Eq.(7)) com o objetivo de comparar a resisténcia dos sorotipos tratados
com luz UV-C para o controle, t0 (logo apds a exposicdo ao estresse osmotico) e t120/t96
(durante o Fenomeno Fénix, apos a retomada do crescimento exponencial). Esses valores

também sdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros do modelo (p e d), doses para duas reducdes decimais (d2) e indices
estatisticos (R? e RMSE) obtidos a partir do ajuste do modelo de inativagio de Weibull aos
dados experimentais de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Minnesota durante o

Fendmeno Fénix.

Sorotipo p 0 (KJ/m?) d2 RMSE R?
(KJ/m?)
S. Typhimurium- 1,90 1,61 2,32 0,1157 0,9947
controle
S. Typhimurium-t0 1,13 0,88 1,63 0,0026 1,0000
S. Typhimurium-t120 1,69 1,99 3,00 0,1315 0,9929
S. Enteritidis-controle 1,16 1,02 1,85 0,1198 0,9967
S. Enteritidis-t0 1,42 1,41 2,30 0,1358 0, 9941
S. Enteritidis-t120 1,12 0,95 1,75 0,3201 0,9766
S. Heidelberg-controle 0,72 0,57 1,48 0,4024 0,9564
S. Heidelberg -t0 0,77 0,85 2,09 0,3713 0,9425
S. Heidelberg-t120 1,51 2,10 3,32 0,1320 0,9926
S. Minnesota-controle 1,08 1,53 2,90 0,3089 0,9493
S. Minnesota-t( 1,32 1,84 3,10 0,1311 0,9904
S. Minnesota-t96 1,81 2,34 3,43 0,1315 0,9929

Fonte: do autor

O desempenho do modelo de Weibull na predicao da sobrevivéncia de sorotipos de
S. enterica tratada com luz UV-C foi avaliado a partir dos indices estatisticos R? (Eq. (9)) e
RMSE (Eq. (10)). Como observado na Tabela 2, o0 modelo de Weibull apresentou bom ajuste
aos dados experimentais, com valores de R’ proximos de 1 e RMSE proximos de zero.

A partir dos parametros do modelo de Weibull mostrados na Tabela 2, constata-se que
os sorotipos de S. enterica estudados, apresentaram diferencas entre si quanto a resisténcia a
inativagdo UV-C nas doses aplicadas. Diferengas também foram observadas entre as amostras
controles, t0 e t96/t120.

Os valores do fator de forma (p) variaram entre 0,72 e 1,9 para as condigdes estudadas.
S. Heidelberg no time-point t0 e seu controle apresentaram valores de p menores que 1,

confirmando que a curva possui concavidade voltada para cima, e que a mortalidade da
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populagdo de microrganismos ¢ maior no inicio e diminui com o aumento da dose. A curva com
concavidade voltada para baixo (p>1), foi observada para todas as outras condigdes estudadas,
mostrando que a populacdo diminui gradualmente com o aumento da dose.

S. Heidelberg apresentou uma mudanga na forma de inativagdo apos passar pelo
estresse osmotico durante o Fenomeno Fénix, tendo a concavidade da curva de sobrevivéncia
modificada, apresentando p>1 para condi¢dao t120. §. Typhimurium, S. Minnesota e
S. Enteritidis ndo tiveram alteracdes no perfil de inativagdo (p>1), porém apresentaram
alteragdes no parametro p. Observa-se também através da Tabela 2, a variagdo do fator de escala
(0), para todas as condig¢des estudadas, indicando que a velocidade de inativagao foi modificada.

Como pode ser visto na Tabela 2 ocorreu a variagdo dos parametros p e J, para as
diferentes condigdes testadas. Por este motivo, a comparagdo da resisténcia entre os sorotipos
ao tratamento com a luz UV-C foi realizada calculando as doses necessarias para redugao de 2
logs decimais (d2) nos time-point estudados.

A exposi¢do ao ambiente osmotico, durante o Fendomeno Fenix (t120/96) levou a um
aumento dos valores de dz para S. Typhimurium, S. Heidelberg e S. Minnesota em relagdo ao
instante inicial (t0) e o controle. Indicando que os sorotipos se tornaram mais resistentes ao
tratamento UV-C, apds a ocorréncia do Fenomeno Fénix. S. Enteritidis, porém, apresentou
menor diferenga entre os valores de d; e ndo seguiu a mesma tendéncia dos outros sorotipos,
apresentando menor d ap6s a ocorréncia do Fendmeno Fénix.

S. Minnesota foi o sorotipo mais resistente a irradiacdo UV-C apos a ocorréncia do
Fendmeno Fénix (t96), necessitando de uma dose de 3,43 KJ/m? para uma redugio de 2 ciclo
logaritmicos, seguido por S. Heidelberg (t120) com uma dose de 3,32 KJ/m? e S. Typhimurium
(t120) com d2 de 3,00 KJ/m?. S. Enteritidis foi a menos resistente com d de 1,75 KJ/m?.

Em relacdo aos valores de d» obtidos para as amostras controle e para t0, todos os
sorotipos, exceto S. Typhimurium, apresentaram d, maior para o t0. Indicando que, para esses
sorotipos, um estresse instantdneo, ja foi capaz de oferecer algum tipo de resisténcia a
populacdo sobrevivente. S. Heidelberg foi o sorotipo que apresentou maior variagdo no

parametro do, apresentando d> = 1,48 para amostra controle e d, = 2,09 para t0.
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5, CONCLUSAO

Todos os sorotipos de S. enterica (S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Heidelberg e
S. Minnesota) expostas a condigdes de estresse osmotico levaram ao Fenomeno Fénix. Porém,
foi observado que os sorotipos responderam de maneira diferente ao ambiente estressante.
S. Heidelberg e S. Minnesota, isolados de uma planta industrial, mostraram melhor adaptacao
e resisténcia ao meio osmotico, quando comparadas aos outros dois sorotipos. S. Enteritidis
apresentou mais rapida diminuicao da populacao inicial, demonstrando maior sensibilidade ao
ambiente osmotico.

A exposi¢do ao tratamento de luz UV-C nos sorotipos de S. enterica, durante o
Fendmeno Fénix, nas doses aplicadas (0, 0,78, 1,56, 2,34, 3,12, 3,9 e 4,68 KJ/m?), levaram a
variagdes do parametro fator de forma (p). S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Minnesota
apresentaram p>1, para todas os time-point. Entretanto, S. Heidelberg mostrou mudanca no
fator de forma apdés a passagem pelo Fendmeno Fénix (t120, retomada do crescimento
exponencial), indicando que a passagem pelo Fenomeno Fénix, pode causar mudanga no perfil
de inativacdo de sorotipos de S. enferica. Os resultados mostraram que o fator de escala (d)
também apresentou variagdo para os sorotipos estudados em todos os time-points, indicando
que ocorreu uma modificagdo na velocidade de inativagdo desses sorotipos.

Todos os sorotipos, exceto S. Typhimurium, apresentaram d, maior para t0 em relacao
ao controle. Indicando que, para esses sorotipos, um estresse instantaneo foi o suficiente para
levar ao aumento da resisténcia ao tratamento de luz UV-C. Apoés a retomada do crescimento
exponencial (Fenomeno Fénix (t120/96)) ocorreu o aumento dos valores de d» para
S. Typhimurium, S. Heidelberg e S. Minnesota em relacdo ao instante inicial (t0) e ao controle.
Portanto, a passagem pelo Fendmeno Fénix tornou esses sorotipos mais resistentes ao
tratamento UV-C, sugerindo que aplicagdo de estresses sequenciais pode levar ao aumento da
sua resisténcia. S. Enteritidis ndo seguiu a mesma tendéncia que os demais sorotipos estudados.
Os sorotipos S. Heidelberg e S. Minnesota, isolados de uma planta industrial, foram os mais
resistentes a irradiagdo UV-C apds a ocorréncia do Fenomeno Fénix. S. Enteritidis foi a menos
resistente com menor valor de d; para t120.

O modelo primario de Weibull foi capaz de prever as cinéticas de sobrevivéncia de
sorotipos de S. enterica tratadas com luz UV-C, durante o fendmeno Fénix, apresentando bons

indices estatisticos.
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Com o objetivo de alcangar métodos eficientes para controle e inibicdo de
microrganismos na industria de alimentos, o estudo da resisténcia de bactérias patogénicas
expostos a estresses sequenciais ¢ de fundamental relevancia. Os resultados obtidos neste
estudo demonstram a necessidade da compreensdo das respostas microbianas a ambientes
estressantes, que podem ser encontrados na induastria de alimentos, contribuindo assim para a

melhoria do processamento e seguranca de alimentos.
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