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RESUMO

A exposicao a alta pressao € um método eficiente na inativagdo bacteriana, o qual é
importante para a esterilizacdo de alimentos. Neste trabalho, examinamos a inativacao por
alta pressdo hidrosttica em Aeromonas hydrophila AH 191, produtora de aerolisina, a qual
possui atividades citotéxica, enterotéxica e hemolitica. Trinta min a 250 MPa (25 °C em
PBS 0,1 M, pH 7.4), resultou em 9 log de UFC/mL de inativac@o bacteriana (a partir de 10°
UFC/mL para <10 UFC/mL), porém, os tratamentos ndo alteraram a atividade hemolitica,
enterotoxica e citotéxica produzidas por A. hydrophila AH 191. O sobrenadante de cultura
bacteriana e o leite contaminado por A. hydrophila AH 191, pressurizado ou ndo, foram
aplicados sobre células Vero e CaCo2, suspensdes de hemdcias humanas e de carneiro, e
injetadas por via oral gastrica em camundongos Swiss, reproduzindo o ensaio de Dean. Os
resultados mostram que os titulos das toxinas em amostras pressurizadas permaneceram
iguais aos do controle, assim como as toxinas presentes nos sobrenadantes de cultura e no
leite foram capazes de produzir acimulo de liquidos no intestino de camundongos recém-
nascidos. Estes resultados indicam a relevancia do estudo na inativagao de bactérias para a
seguranca alimentar e real¢a a importancia de cautela no uso de alta pressdo para a
esterilizacdo de alimentos, pois embora as bactérias possam ser inativadas, as toxinas
produzidas por este micro-organismos podem continuar ativas, representando uma ameaga

a saude humana.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila AH 191, inativacdo bacteriana, alta pressao,

toxinas.
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ABSTRACT

Exposure to high pressure is an efficient method for bacterial inactivation, which is
important for the food sterilization. We examine the inactivation by high hydrostatic
pressure in A. hydrophila AH 191, producer of aerolysin, which has cytotoxic, enterotoxic
and hemolytic activities. A 30 min treatment at 250 MPa (25 °C in 0.1 M PBS, pH 7.4)
resulted in 9 log CFU/mL of bacteria inactivation (from 10° CFU/mL to <10 CFU/mL).
However, the treatment did not inactivate the hemolytic, enterotoxic and cytotoxic activities
produced by A. hydrophila AH 191. The supernatant of bacterial culture and milk
contaminated with A. hydrophila AH 191 pressurized or not were applied to Vero and
CaCo2 cells, suspensions of human and sheep erythrocytes, and injected into mice via oral
gastric Swiss reproducing the Dean test. The results show that evidence of toxins in samples
pressurized remained similar to that of control, and the toxins in culture supernatants and
milk were able to produce fluid accumulation in the intestine of suckling mouse. These
results indicate the relevance of the study for bacteria inactivation to food security and
enhance the importance for caution in the use of high pressure in foods sterilization, since
although the bacteria can be inactivated, the toxins produced by micro-organisms continue

to be active, representing a human health threat.

Keywords: Aeromonas hydrophila AH 191, bacterial inactivation, high pressure, toxins



1. INTRODUCAO

Aeromonas sao bacilos Gram-negativos, pertencentes a familia Aeromonadaceae,
nao formadores de esporos, produtores de oxidase e catalase, além de fermentarem glicose
como carboidrato. Estas bactérias sio comumente encontradas no solo, dgua doce e
salgada, sendo as infec¢des humanas por espécies de Aeromonas frequentemente
associadas com a ingestdo de 4gua e alimentos contaminados. Aeromonas tem grande
importancia como patégenos humanos emergentes. Dados da literatura relatam
significativos aumentos do nimero de infeccdes em feridas, septicemia e doengas diarréicas
provocadas por espécies deste género bacteriano nos ultimos anos em todo o mundo
(Ormen et al., 2003; Bari et al., 2007; Gascun et al., 2007).

Atualmente, existem 22 fenoespécies e 18 genoespécies no género Aeromonas e
pelo menos 9 delas tém sido implicadas em doencas humanas, sendo A. caviae (HG-4), A.
veronii (HG-8), A. jandaei (HG-9), A. schubertii (HG-12), A. trota (HG-14) e A.
hydrophila, sendo a tltima a mais frequentemente associada com espécimes clinicos (Lai et
al., 2007; Bari et al., 2007).

A. hydrophila é um patégeno que causa uma variedade de doencas como meningite,
osteomielite, infeccdes oculares, sendo a gastrenterite a mais comumente associada a sua
infeccdo (Alcaide et al., 2010). Esta bactéria tem sido isolada de uma variedade de
alimentos como legumes, carnes e produtos l4cteos, particularmente em alimentos
refrigerados, devido a sua capacidade de crescer a baixas temperaturas, € com isso, podem
produzir toxinas, o que torna alto o risco de toxi-infec¢des alimentares (Padilha et al., 2001;

Papageorgiou, 2003; Pianetii et al., 2008; Peias et al., 2010).



Aeromonas também € encontrado em alimentos embalados a vicuo, o que implica em
maior probabilidade de infec¢do por esta bactéria. S3o sensiveis ao calor e geralmente
mortas pelo processo de pasteurizacdo, embora algumas espécies moveis possam ocorrer
em leite pasteurizado, queijos brancos brasileiros e outros queijos produzidos a partir de
leite pasteurizado, presumivelmente como resultado de uma contaminacdo pOs-
pasteurizacdo (Haburchak, 1996; Altwegg, 1999; Smelt, 1998; Trower et al., 2000; Padilha
et al., 2001; Fadl et al., 2007; Arcuri et al., 2008; Singh et al., 2009).

A producdo de toxinas (citotoxinas, endotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas,
proteases, sideréforos, e fatores de aderéncia) por A. hydrophila exerce papéis importantes
na complexa patogénese desta bactéria, sendo que cada uma possui atividades bioldgicas
especificas (Yang et al., 2004; Sha et al., 2005; Cornelis, 2006; Sierra et al., 2007; Mueller
et al., 2008; Carvalho-Castro et al., 2010).

Das enterotoxinas, duas categorias tém sido descritas: a enterotoxina citotdnica e
enterotoxina citotoxica. A enterotoxina citotOnica, similar a toxina colérica, tem a
capacidade de induzir a formacao de esterdides e provocar arredondamento em células Y-1
(células adrenocorticais) sem causar alteragdes no epitélio intestinal (Chopra & Houston,
1999). A enterotoxina citotéxica (Ent-ctx), também conhecida como aerolisina ou -
hemolisina (Fadl ef al., 2007) é um dos principais fatores de viruléncia de A. hydrophila,
sendo considerada como um potente indicador de patogenicidade, e sua agdo estd
diretamente relacionada a danos no tecido hospedeiro e em alteragdes gastrointestinais,
sendo necessdrio ensaios moleculares para a sua deteccdo (Freitas et al., 1993).

A enterotoxina citotoxica, cuja massa molecular varia entre 48 e 54 kDa, expressa
multiplas atividades bioldgicas, tais como hemolise, enterotoxicidade e citotoxicidade,

podendo ser letal quando injetada via intravenosa em camundongos (Ormen et al., 2003;



Fadl et al., 2007). Devido a sua presenca em amostras clinicas associadas aos quadros de
diarréia provocados por A. hydrophila, e principalmente, a presenca da toxina nos
alimentos contaminados por esta bactéria, fez com que a mesma tenha sido alvo constante
de estudos de caracterizacdo bioldgica e molecular (Hirono et al., 1992; Arcuri et al.,
2008).

Atualmente, varios métodos tém sido utilizados para esterilizar alimentos, e os que
empregam calor ou produtos quimicos para a elimina¢do de micro-organismos € toxinas,
podem alterar as caracteristicas nutricionais e gustativas dos alimentos (Foberg-Broczek et
al., 2005). Por exemplo, a Alta Pressdo Hidrostatica (APH) a temperaturas moderadas pode
ser uma alternativa valiosa para a pasteuriza¢io, pois minimiza a contamina¢ao microbiana
do leite, melhorando a sua qualidade e aumentando a sua vida de prateleira.

O uso de APH, por ndo utilizar altas temperaturas, tem gerado grande interesse pela
eficdcia na inativacdo dos micro-organismos, sendo que, em certos casos, a técnica
apresenta capacidade para descontaminacdo compardvel aos métodos térmicos como a
pasteurizacdo. Além disso, o uso da APH prorroga o prazo de validade dos alimentos, e
satisfaz a demanda dos consumidores por produtos frescos e alimentos minimamente
processados, tendo a capacidade de manter as caracteristicas organolépticas e as
propriedades nutricionais do produto original (Castellvi et al., 2005; Goodridge, Willford &
Kalchayanand, 2006; Buzrul et al., 2007).

A técnica de APH se baseia no principio de Le Chatelier e no principio isostatico.
No principio de Le Chatelier (aplicavel para transicao de fase, mudanca de conformagdo
molecular ou reagdao quimica), quando um sistema de fase liquida é acompanhado por uma
reducdo de volume, essa reducdo é favorecida pelo aumento de pressdo desde que a

temperatura permanega constante, ou seja, um sistema de volume arbitrario, submetido a



um aumento isotérmico de pressdo, terd seu equilibrio deslocado no sentido de um menor
volume total final. O principio isostético € relacionado ao fato que a pressdo € transmitida
de uma forma uniforme e quase instantdnea através da amostra. O processo de
pressurizagdo €, portanto, independente do volume e da forma da amostra, ao contrario do
processo térmico (Campos, 2003).

O uso da APH teve como pioneiro Bert H. Hite, que aplicou pela primeira vez ha
um século, aumentando a qualidade microbiolégica do leite, embora a natureza
fundamental da tecnologia de pressao nesta época fosse precdria. Cerca de vinte anos atrds,
no entanto, o Japao ja utilizava o processo de APH em uma grande variedade de alimentos
para fins comerciais com relativo sucesso, como sucos de frutas, bolo de arroz, peixe,
dentre um ndmero cada vez mais crescente de outros alimentos. Desde entao, a APH tem
sido aplicada de vdrias formas na industria alimenticia (Cheftel, 1991; Opkala, Piggott &
Schaschke, 2010).

Neste processo de APH, alimentos liquidos ou sélidos sdo submetidos a pressoes
acima de 100 MPa. Em sistemas comerciais, as pressdes utilizadas enquadram-se na faixa
de 400 a 700 MPa. Na pressurizagdo, realizada em espaco confinado, emprega-se um fluido
que atua como meio de transferéncia da pressdo. A pressdo aplicada e o tempo de aplicagdao
dependem do tipo do produto a ser tratado e do produto final desejado (Torrenzan, 2006).

Na Unido Européia, a tecnologia de APH estd em fase de regulamentacdo, e nos
EUA, a legislagdo incluiu alimentos esterilizados por APH como uma categoria
denominada “novos alimentos” (Spilimbergo et al., 2002; Foberg-Broczek et al., 2005). A
partir do desenvolvimento tecnoldgico, a perspectiva € de que os custos deste processo se
tornem cada vez mais acessiveis, possibilitando no mercado o surgimento de maior nimero

de produtos submetidos a este tratamento (Smelt, 1998).



Nos vegetais de diversas variedades, a APH (600 MPa) ndao induz a perda de
substancias benéficas, sobretudo nos vegetais matriciais (Hugas, Garriga & Monfort, 2002).
Sob pressdao constante, o tempo de processamento por APH ndo causa mudancgas
significativas no volume e no tamanho das particulas de produtos em forma de pé

submetidos a esse tratamento (Butz et al., 2002).

Sabe-se também que a APH € capaz de inativar muitos micro-organismos, sendo
que para uma total inativacdo diferentes fatores tem de ser levado em consideragao, como a
espécie, a sua fase de crescimento, a forma (vegetativa ou esporos), a constituicio do meio
e o pH (Spilimbergo et al., 2002; Fonberg-Broczek et al., 2005). Muitas vezes é necessario
tratamento com APH em tempos de exposicdo mais prolongados, em combinacdo com
outras condi¢des, como temperaturas mais altas ou baixas para o aumento da eficiéncia da
inativacdo. A APH pode inativar enzimas-chave da multiplicagdo dos micro-organismos,
inibir a sintese protéica, interferir na troca de fons, na morfologia da célula e nos
ribossomos, na replicacdo do DNA, entre outras (Abe et al., 1999; Hugas et al., 2002),

como pode ser observado a seguir na figura 1:
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Limiar da Dano em membranas
R =» Sinais de vazamento de conteido
letalidade
celular
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[hﬁhi.;sn da sintese de proteinas

.1 Pressio atmosférica

Figura 1. Alteracoes estruturais e funcionais nos micro-organismos em diferentes
pressoes. Figura adaptada de Lado & Yousef (2002).

Dentre os micro-organismos, os virus e as bactérias sao susceptiveis a inativagao
por APH (Spilimbergo et al., 2002; Moerman, 2005). Estudo de Cléry-Barraud et al. (2004)
mostrou que esporos de Bacillus anthracis sao inativados por combinac¢do de APH e alta
temperatura (500 MPa a 75 °C por 4 min.). Estes resultados sdo bastante relevantes,
considerando que esporos sao extremamente resistentes ao tratamento térmico, irradiagao,

dessecacdo e desinfetantes.

Por outro lado, a APH também pode induzir mudangas conformacionais
significativas sobre as proteinas, estando diretamente relacionada a sua funcionalidade
(Kajiyama et al., 1995). Este desdobramento da proteina sob alta pressdo ocorre
principalmente devido ao rompimento de interacdes hidrofébicas e eletrostaticas, sendo que
as ligacdes covalentes e pontes de hidrogénio, geralmente, ndo sao afetadas (Needs et al.,
2000; Bouaouina et al., 2006). Isto significa que a pressao € capaz de romper as ligacoes

que mantém as estruturas tercidrias e quaterndrias das proteinas globulares, porém, possui



pouca influéncia na estrutura primdria e secunddria, como também em diversas proteinas

ndo globulares e nas vitaminas presentes nos alimentos (Bouaouina et al., 2006).

A APH pode solidificar lipideos, alterar biomembranas e também afetar a
gelatinizacdo do amido. Assim, embora a alta pressao seja conhecida comercialmente como
uma técnica de preservacdo, a mesma tem enorme potencialidade como ferramenta de

modificacdo da textura dos alimentos (Butz et al., 2002).

Outra aplicacdo potencial da APH é em queijos. Estes precisam ser maturados por
meses, em alguns casos anos, antes que eles estejam prontos para venda. Existe evidéncia
que o processamento por APH possa acelerar tal maturagdo (Trujillo er al., 2002).
Entretanto, o processo € complexo, envolvendo enzimas de culturas de bactérias

selecionadas a coalho, e os efeitos precisos da pressdo nestas ainda ndo sao conhecidos,

embora alguns trabalhos nesta area recentemente serem realizados (Trujillo ef al., 2002).

Na literatura, sdo descritos tratamentos com APH em produtos laticinios, tais como
o leite, iogurte e queijo cottage. A maioria das proteinas do leite é caseina, que ocorre em
grandes agregados supramoleculares chamados micelas, as quais sdo grandes o bastante
para dispersar, dando a aparéncia opaca familiar do leite. Contudo, o tratamento com alta
pressdo fragmenta as micelas, consequentemente produtos de leite tratados apresentam
aumento na rigidez, forca e resisténcia para separacdo do soro (Drake et al., 1997; Grant,

Petterson, & Letdward, 2000; Trujillo et al., 2002).

E notdrio que existe um interesse crescente no uso da APH para esterilizar leite e
produtos relacionados, a fim de evitar a contaminagcdo bacteriana que pode produzir

alteracdes indesejdveis no sabor e diminuir o valor nutricional do produto (Lépez-Fandifio



et al., 1996; Bozoglu et al., 2004). De fato, inimeros estudos examinaram a eficicia da
APH na inativacdo de micro-organismos naturalmente presentes no leite ou introduzidos
artificialmente em testes (Styles et al., 1991; Lépez-Fandifio et al., 1996; Bozoglu et al.,
2004; Castellvi, 2005), porém, ndo foram observados na literatura estudos com o efeito da
APH associados a inativagdo de A. hydrophila no leite e na eliminacdo da atividade
bioldgica de suas toxinas. Contudo, um dos focos deste trabalho foi a verificacdo da agdo

da APH na atividade biolégica das toxinas de A. hydrophila AH 191.



2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da Alta Pressdo Hidrostatica
(APH) na viabilidade de A. hydrophila AH 191 e de suas toxinas presentes no leite e no

sobrenadante de cultura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Os objetivos especificos deste trabalho foram, portanto:

1. Verificar o efeito da APH sobre A. hydrophila AH 191 em PBS e no leite UHT
contaminado por este patégeno usando uma pressdo de 250 MPa (pressio mdéxima
suportada pela camara), pH 7,4, 25 °C;

2. Determinar a viabilidade bacteriana apds os tratamentos com pressao de 250 MPa;

3. Realizar Microscopia Eletronica de Varredura para observar eventuais alteracdes na
parede celular bacteriana pés pressao;

4. Aplicar a APH em diferentes temperaturas nas toxinas produzidas por A. hydrophila AH
191.

5. Avaliar o efeito da APH nas toxinas produzidas por A. hydrophila AH 191 através de

ensaios bioldgicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias

Os tratamentos de alta pressdao foram realizados com a cepa A. hydrophila AH 191,
produtora de aerolisina que é uma toxina que possui atividades citotoxica, hemolitica e
enterotoxica (Falcon et al., 2003). Esta espécie foi proveniente de isolado clinico
pertencente a colecdo de bactérias do Laboratério de Fatores de Viruléncia do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia, UNICAMP. Para
os ensaios bioldgicos, incluindo a atividade citotoxica, enterotoxica e hemolitica da

aerolisina, A. sobria AS 41 e A. sobria AS 69 foram usados como controles positivo e

negativo, respectivamente (Martins et al., 2007).

3.2 Ensaios para a deteccio do gene aer em espécies de Aeromonas spp. pela técnica
da PCR

3.2.1 Preparacao das amostras bacterianas para a PCR

As colonias das cepas A. hydrophila AH 191, A. sobria 69 e A. sobria 41, foram
suspensas em eppendorfs contendo 100 pL de dgua Milli-Q esterilizada. Em seguida, as
suspensoes foram aquecidas a 96 °C — 100 °C por 5 min e posteriormente centrifugadas por

2 min (3000 x g). As amostras foram usadas imediatamente apds a obtencdo do extrato do

DNA.
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3.2.2 Primers utilizados

Os oligonucleotideos utilizados, especificos para aerolisina na amplificacdo do gene
aer (Invitrogen), foram: aerl 5° CCAAGGGGTCTGTGGCGACA 3 e aer2
5" TTTCACCGGTAACAGGATTG 3°.

3.2.3 Protocolo da PCR

A PCR foi realizada usando o kit de reagentes Calbiochem (USA). O protocolo da
PCR foi realizado com um volume final da reacdo de 50 pL contendo: 5 uL. de DNA, 8 uL
de dNTP (10 mM), 5 uL do Tampao de PCR (16.6 mM de Sulfato de amonio / 67 mM Tris
HCI, pH 8.8 / 6.7 mM MgCl, / 10 mM 2-mercaptoetanol), 5 uL de solu¢do de MgCl, (25
mM), 0,25 pL dos primers (1 mM concentragdo final), 0,25 uL. da Taq Polimerase (1.25 U
de concentragdo final), e mais H,O MilliQ completando o volume final.

Os ciclos de amplificagdo usados foram: desnaturagdo a 92 °C por 1 minuto,
anelamento dos primers por 1 minuto a 56 °C e extensdo dos primers a 72 °C por 1 minuto.
Foram realizados 30 ciclos, seguidos de incubag@o por 5 min a 72 °C. As amostras foram
analisadas em gel de agarose a 1,5%. Os produtos da PCR foram visualizados através da

coloracdo do gel com brometo de etidio (5 pg/mL).

3.3 Tratamento com Alta pressao

3.3.1 Sistema de Alta Pressao Hidrostatica (APH)

O sistema utilizado consiste de uma camara de alta pressao. No interior desta camara
€ colocada uma cubeta cilindrica de quartzo com capacidade de 1,5 mL, que contém a
amostra a ser submetida a alta pressdo. Para evitar contato da amostra com o fluido que

transmite a pressao, a cubeta foi selada com um tubo de polietileno, tendo a extremidade
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fechada em alta temperatura. O tubo selado permite a equaliza¢io da pressdo entre o meio
hidrostatico e a amostra dentro da cubeta, evitando a0 mesmo tempo a mistura dos
liquidos. A cubeta foi fixada em uma base cilindrica metélica evitando-se 0 movimento
desta no interior da bomba.

A unidade geradora de pressdo € constituida por um pistdo operado através de um
motor, que injeta etanol por dutos metdlicos até a camara. A medida de pressdo foi
realizada através de mandmetro analdgico (Paladini & Weber, 1981). Esquemas e imagens

do sistema de alta pressdo sdo apresentados a seguir na figura 2:



1

s
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Figura 2. Componentes do sistema de alta pressao hidrosttica.

(A) Gerador de pressdo. (B) Camara de pressao onde sdo colocadas as cubetas para realizagdo
dos experimentos, mostrando as janelas de safira por onde passam os feixes de luz para
realizacdo das medidas espectroscOpicas e as mangueiras onde € conectado o sistema
refrigerador. (C) Cubetas de quartzo, selada com tubo plastico de polietileno usado nos
experimentos. (D) Fluorimetro e computador, responsavel por executar uma série de andlises

automatizadas por comandos de software especifico (Automa).

3.3.2 Preparo da cepa A. hydrophila AH 191 para realizacao de testes de viabilidade

celular

A cepa A. hydrophila AH 191 foi inicialmente cultivada em tubos de ensaio contendo

3 mL do meio TSB (caldo tripticase de soja). Os tubos foram incubados a 37 °C por 18-24
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h. Em seguida, a cepa foi transferida do tubo para uma placa de TSA (4gar tripticase de
soja) através da técnica de plaqueamento, onde ficou incubada por 18-24 h. Aliquotas da
cultura bacteriana foram colhidas e ajustadas visualmente através da turbidez para 10°
UFC/mL em 10 mL de PBS (Tampao Fosfato-Salino) 0,1 M esterilizado usando a escala

de MacFarland.

3.3.3 Efeito dos tempos de tratamento em APH e determinacio da viabilidade

bacteriana de A. hydrophila AH 191

As culturas de A. hydrophila AH 191 (padronizada no item 3.3.2) foram expostas a
uma pressao de 250 MPa, por 2, 5, 10, 15, 20 e 30 min no PBS e por 10, 20 e 30 min a
25 °C (temperatura de processamento) no leite UHT e a sobrevivéncia bacteriana foi
avaliada conforme descrito por Moerman (2005). A viabilidade bacteriana que corresponde
a presenca ou auséncia de células bacterianas vidveis ou ndo apds o tratamento, foi
analisada em diluicdes seriadas preparadas em PBS 0,1 M esterilizado seguido de
inoculagdo em meio de cultura TSA e incubacdo a 37 °C por 24 h antes da contagem das
colonias e determinacdo da Unidade Formadora de Coldnias (UFC/mL) (Fonberg-Broczek

et al., 2005). Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.3.1 Aplicacao do choque de alta pressiao em A. hydrophila AH 191

Buscando condi¢des que pudessem aumentar a eficiéncia da inativagdo da bactéria,
procedeu-se ao aumento e diminuicdes abruptas de pressdo, onde o choque de alta pressao
foi realizado em culturas de A. hydrophila AH 191 a 250 MPa, inicialmente por 30 s, 2

min, onde a pressdo foi elevada com a vélvula fechada. Em seguida, a vdlvula foi aberta
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fazendo com que a pressdo inteira fosse distribuida na cubeta contendo a amostra de
interesse. Foram aplicadas variacdes no choque de alta pressdo, nas quais, o choque foi
dado por 2 e 3 vezes por 30 segundos (com intervalos de 10 segundos). A viabilidade
bacteriana foi analisada através de diluicdes seriadas preparadas em PBS 0,1 M
esterilizado, e posteriormente inoculadas em TSA e incubadas a 37 °C por 24 h antes da
contagem das colonias e determinacdo das UFC/mL. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.4 Preparacao do leite contaminado com A. hydrophila AH 191

A cepa A. hydrophila AH 191 foi cultivada em TSB, e posteriormente inoculada em
tubos contendo 4 mL de leite UHT e leite UHT exposto a luz UV (para garantir uma
esterilizacao da superficie), por 30 min, em capela de fluxo laminar, mantido em superficie
de placas de Petri estéreis. Amostras do leite contaminado com A. sobria AS 69 foi
utilizado como controle negativo e amostras do leite contaminado com A. sobria 41 foi
utilizada como controle positivo. A. hydrophila AH 191 foi pressurizada imediatamente
apos a inoculagdo no leite (“Tempo 0”) a 250 MPa em 25 °C e pressurizada posteriormente
ap6s os tempos de 6, 12 e 18 h de crescimento bacteriano no leite UHT exposto e ndo
exposto ao UV. O leite UHT também foi pressurizado a - 15 °C nos tempos de 18-24 h de
crescimento bacteriano. Em seguida as amostras foram centrifugadas (10000 x g, 15 min) e
filtradas (Millipore 0,22 um de poro) para serem utilizadas nos ensaios biolégicos que
consiste na aplicacdo das amostras tratadas e nao tratadas em células Vero (fibroblastos de

rim de macaco verde africano) e CaCo2 (carcinoma intestinal humano), hemacias de
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sangue humano e de carneiro (ensaio de hemolise) e testes em camundongos recém-

nascidos (ensaios de enteropatogenicidade).

3.5 Determinacao dos titulos de toxicidade de A. hydrophila AH 191

A. hydrophila AH 191 foi semeada e incubada em tubos TSB por 18-24 h a 37 °C.
Uma pressao de 250 MPa em uma temperatura de 25 °C e -15 °C foi aplicada nas amostras
e foi comparada com as amostras controle (sem APH). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (10000 x g, 15 min) e filtradas (Millipore 0,22 pm de poro) para serem
aplicadas nos ensaios bioldgicos citado acima no item 3.4. Triplicatas do sobrenadante de
cultura (TSB), em dilui¢des seriadas (razao 2) em 0,1 mL de meio MEM (Meio Minimo de
Eagle (Sigma-EUA)), foram adicionadas as cavidades das placas, contendo a monocamada
celular. Consideramos como positivo a reciproca da maior diluicdo capaz de cada amostra

induzir efeito citotoxico nas células Vero e CaCo2.

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura
Objetivando encontrar alteracdes morfoldgicas que pudessem explicar a inativacao de
A. hydrophila por pressao, foi realizada microscopia eletronica de varredura nos tempos de

exposicao de 15 e 20 min a 250 MPa.

3.6.1 Preparacao das amostras

As amostras da cepa A. hydrophila AH 191 foram submetidas a APH por 15 e 20 min

e, em seguida, o material foi filtrado (Millipore 0,2 pm) e fixado no filtro com o uso de

glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4) durante 2 horas e lavado rapidamente
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com tampao PBS 0,1 M. Os espécimes bacterianos foram entdo expostos a 1% de OsO4 no
mesmo tampdo por 1 hora. Realizou-se em seguida uma desidratacdo progressiva em
gradiente alcodlico (30%, 50%, 70%, 90% e 3x 100%), sendo as amostras submetidas a
secagem em equipamento de ponto critico (“Critical Point”. Balzers, CPD 0300). Os
espécimes foram acoplados sobre stubs para o banho de ouro (“Sputter”. Balzers, SCD 050)
(Battistelli et al, 2005). As observagdes foram realizadas por meio de microscépio
eletronico de varredura (JEOL, JSM 5800 LV, Laboratério de Microscopia Eletronica, 1B,
Unicamp).

3.7 Ensaios biologicos (Os ensaios foram realizados em triplicata)

3.7.1 Preparo das culturas celulares

Células Vero e CaCo2, foram obtidas de estoques do Laboratério de Cultura Celular,
do Departamento de Microbiologia e Imunologia, 1B, Unicamp. As culturas mantidas em
nitrogénio liquido foram rapidamente descongeladas em banho-maria a 37 °C e transferidas
para garrafas de cultura de células contendo o meio MEM, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), adicionado de 1% da solug@o de antibidticos (penicilina 1,000 U/mL e
estreptomicina 250 pg/mL). Os frascos de cultura foram incubados em estufa a 37 °C por 48

h.

Apés a formacdo da monocamada celular, o meio de cultura das garrafas foi
descartado e as monocamadas lavadas com solucdo de Hank’s (Cellgro, USA) e desfeita com
a adicdo de ATV (associacdo tripsina-versene). As células foram suspensas em meio de

cultura celular, suplementados com soro e acrescidas de 1% de antibidticos.

Para o experimento, o nimero de células foi estimado em camara de Newbauer (2,5 x

10° células mL) e a suspensdo celular distribuida em placas de 96 pocos (COSTAR, Corning -



18

USA), em volume de 0,1mL por cavidade. As placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera

de 5% de CO, por 24 horas e, em seguida, foram utilizadas para os ensaios biolégicos.

3.7.1.2 Ensaios de atividade citotoxica sobre cultura de células Vero e CaCo2

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (Costar, Corning, MA, E.U.A.)
e as amostras foram aplicadas e incubadas a 37 °C com 5% de CO, (JOUAN IG 50), por 24
h. Os sobrenadantes de cultura de A. hydrophila AH 191, A. sobria AS 69 e A. sobria 41e
as mesmas amostras semeadas em leite UHT, pressurizadas ou nao, foram aplicadas nas
células cultivadas. Mudangas na morfologia celular foram acompanhadas por até 48 h de
observacdo. As alteragdes morfologicas, assim como as resultantes de processos de
vacuolizagdo celular, descolamento celular e destruicio de monocamadas foram

monitorados com o auxilio de microscépio invertido (TE 300, Nikon).

3.7.2 Ensaios para a deteccao da atividade hemolitica

Foram realizados segundo as metodologias descritas por Ljungh er al. (1981) e
Falcon et al. (2003), na qual suspensdes contendo eritrcitos humano e de carneiro foram
preparados a 1% em tampao PBS 0,05 M e dispensados v/v sobre solu¢des contendo
diluicdes seriadas na razdo 2 do sobrenadante de cultura contendo a toxina, sendo a
concentracao inicial de 50 pg/mL em tampao PBS.

As misturas foram incubadas a 37 °C por 1 h e a 4 °C por 12 h. A eficdcia da APH foi
considerada quando os sobrenadantes de cultura contendo a hemolisina ndo promoveram a
lise dos eritrocitos (leitura visual). Foi usado como controles positivos o sobrenadante de A.
hydrophila AH 191, A. sobria 41 e como controle negativo o sobrenadante de cultura da

amostra de A. sobria AS 69.
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3.7.3 Estudo da Enteropatogenicidade

3.7.3.1 Teste em camundongos recém nascidos (CRN). Protocolo n° 1880-1.

O teste em camundongos Swiss recém-nascidos foi realizado segundo a técnica
descrita por Dean et al. (1972), utilizando 4 animais por teste, de 2 a 4 dias de idade (ensaio
repetido 2 x), com inclusdo de animais como controle positivo e negativo. Foram
adicionados 2% da solucdo de azul de Evans aos sobrenadantes de cultura das amostras
submetidas a pressurizacdo ou ndo, e 50 pl. desta mistura foi inoculada, por via oral-
gdstrica, no estdbmago dos camundongos. Apds 4 h os animais foram sacrificados em
camara de CO,, e o intestino dos mesmos foi removido com o auxilio de uma ping¢a. Foi
considerado como positivo todo o resultado no qual a relacdo entre o peso intestinal e o
peso da carcaca (PI/PC), que corresponde ao animal sem o intestino, apresentou valor igual

ou superior a 0,08. Este teste corresponde em uma avaliagdo da enterotoxicidade baseada

no acimulo de liquido intestinal, no qual aumenta o peso do intestino do animal.
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4. RESULTADOS

4.1 Teste para amplificacao do gene da aerolisina

Visando confirmar a presenga do gene aer de A. hydrophila AH 191 na busca de um
produto de 209 pb, as amostras bacterianas foram avaliadas através da PCR para a pesquisa
deste gene que € produtor da aerolisina. Na figura 3, podemos observar na posi¢do 2 e 4 do

gel a presenca do gene de interesse amplificado.

209 pb

Figura 3. Ocorréncia e distribuicao do fragmento de amplificacio do gene aer de
Aeromonas spp.: amplificacdo do fragmento de 209 pb do gene aer pela PCR. Posi¢do 1-
padrao de 100 pb (ladder). Posi¢c@o 2- amostra padrdo: A. hydrophila AH 191. Posi¢do 3- A.
sobria 69. Posi¢do 4- A. sobria 41. Somente as amostras da posicdo 2 e 4 (AH 191 e AS

41) apresentaram o produto referente a uma dada regido do gene da aerolisina (aer).
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4.2 Tratamento com APH e curva de sobrevivéncia bacteriana

A figura 4 mostra a inativacdo de A. hydrophila AH 191 por APH. A extensdo da
inativacdo foi proporcional a duragdo de exposi¢do a 25 °C, onde a pressdao de 250 MPa por

30 min resultou na inativacdo de 9 log de UFC/mL (10° UFC/mL para O UFC/mL).
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Tratamento em 250 MPa (minutos)

Figura 4. Curva de sobrevivéncia de A. hydrophila AH 191 em funcao do tempo
de tratamento em 250 MPa. Obs.: Os quadrados (m) e os circulos (®) mostram a média

dos resultados feitos em triplicata. As barras correspondem aos desvios-padrao.
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4.2.1 Tratamento com o choque de alta pressiao sobre a viabilidade de A. hydrophila
AH 191.

Observa-se na figura 5 que o choque de alta pressdo ndo promoveu inativacdo da
cepa A. hydrophila AH 191 que justificasse maior atencdo. Um choque de 250 MPa com
um tempo de exposicdo em alta pressao de 30 s foi suficiente para a inativagdo bacteriana
em aproximadamente 2 log. No choque de APH com exposi¢@o por 2 min, também se pode
observar reducdo de cerca de 2 log. No entanto, a repeti¢cdo de choque de alta pressdao por 2
ou 3 vezes ndo contribuiu para inativagcdo adicional da bactéria.

Comparando com os resultados da figura 4, que apesar de ndo ser realizado choque
de alta pressdo, podemos sugerir que o choque ndo promoveu inativacdo significativa, mas
deve existir parte da populacdo bacteriana sensivel a alta pressdo, mesmo por tempo de
tratamento na ordem de segundos, (onde o limite da inativacdo para o tempo tendendo a

zero sdo de 2 log) o que € um bom resultado.
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Curva de sobrevivéncia [U.F.C./mL]

Controle 30s 30s 2 min 2 min 30s 30s

Tempo de exposicdo a APH em 250 MPa

Figura 5. Efeito do choque de alta pressao hidrostatica na cepa A. hydrophila AH 191.
Os ensaios foram realizados em triplicata (valores de P <0,05). Choques realizados por 30 s
e 2 min, em seguida aplicacdes de 2 e 3 x por 30 s (intervalos de 10 s antes da préxima

aplicacdo).



24

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura
Na figura 6, pode ser observado alongamento das células bacterianas apds os

tempos de exposi¢do de 15 e 20 min em APH (250 MPa).

a) Controle b) Controle
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Figura 6. Microscopia Eletronica de Varredura da cepa A. hydrophila AH 191. (a) e
(b) A. hydrophila nao pressurizada, (b) A. hydrophila pressurizada por 15 min e (c)
pressurizada por 20 min, 250 MPa, 25 °C.
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4.4 Efeito da APH em toxinas de A. hydrophila AH 191

Embora a inativacao de bactérias por alta pressdao seja um aspecto importante de ser
atingido visando conservaciao de alimentos, os produtos de uma contaminag¢do, como as
toxinas, podem ser altamente indesejdveis. Neste caso, é de grande interesse conhecer os
efeitos de alta pressdo sobre as mesmas, pois uma eventual inativagcdo seria obviamente de
grande interesse. Neste sentido, estudamos o efeito de alta pressdo na atividade biolégica
das toxinas produzidas por A. hydrophila. Foram feitos ensaios com aerolisina (toxina que
induz alteragdes importantes na fisiologia normal nos seres humanos) apds tempo de
exposicdo em alta pressdo em meio de cultura e em leite UHT. Observa-se pouca diferenca
entre os titulos de toxicidade mediados pela aerolisina em diferentes substratos. Nota-se,
assim, a capacidade de A. hydrophila AH 191 de crescer em diferentes substratos e excretar

toxinas, sem alteracOes significativas apds tratamento com APH (figura 7).
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Figura 7. Determinacao da atividade citotoxica de A. hydrophila AH 191. Amostra
cultivada em meio TSB e em leite por 18-24h, submetidas a APH e aplicadas em culturas
de células Vero. Amostras de Leite UHT e o sobrenadante (TSB) foram pressurizados a
-15 °C (Barras azuis) e 25 °C (Barras laranja).

*A atividade citotéxica € expressa como a reciproca da maior diluicdo que induziu efeito

citotoxico.

Em busca de mais esclarecimentos quanto a exposi¢do do sobrenadante de cultura
contendo as toxinas de A. hydrophila AH 191 a APH, foram feitos testes com o mesmo,
seguindo para os ensaios bioldgicos para uma avaliacdo da atividade bioldgica apds o
tratamento do sobrenadante contendo a toxina. A figura 8 (A e B) mostra que A. hydrophila
AH 191 crescida em leite (6, 12 e 18 h) e exposta a APH demonstrou atividade citotdxica
em células Vero e CaCo2 similar ao controle (ndo submetido a APH). Observou-se também
que as propriedades de hemolise ndo alteraram significativamente as amostras expostas a
APH, como foi demonstrado pelos ensaios realizados com eritrocitos humanos e de

carneiro (figura 8 C).
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Em células CaCo2, titulos de toxicidade de 1/32, no ensaio hemolitico 1/2 e 1/4, nos
ensaios de enterotoxicidade, foram observados similares acimulos de fluido em amostras
tratadas em diferentes incubacdes da bactéria em leite e amostras ndo tratadas com APH

(Figura 8 D).
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Hemolise
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Figura 8. Ensaios com o leite contaminado com Aeromonas crescida em diferentes
tempos. Amostras tratadas em 250 MPa a 25 °C, 30 min. A (0) = A. hydrophila AH 191
inoculada no leite e imediatamente pressurizada. C - = controle negativo (A. sobria 69 no
leite em pressdo atmosférica). C (6h), C (12h), C (18h) = A. sobria AS 41 crescida no leite
em diferentes tempos. A (6h), A (12h), A (18h) = A. hydrophila AH 191 crescida no leite
em diferentes tempos e pressurizada.

*A atividade citotoxica é expressa como a reciproca da maior diluicdo que induziu efeito
citotoxico.

Na figura 8 D, Valores de PI/PC = Peso do Intestino / Peso da Carcaga.
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Buscando condi¢des associadas a APH que pudessem promover inativacdo das
toxinas, pois apenas a pressdo ndo inativa as mesmas, os sobrenadantes de cultura
bacteriana foi tratado a 250 MPa em diferentes temperaturas, de 25 °C e -15 °C, testando-se
a citotoxicidade e hemdlise (figura 9), onde se usou baixa temperatura para tentar induzir
mudancas conformacionais nas toxinas, visto que em baixas temperaturas a uma maior
probabilidade de alteragdes estruturais protéicas sob alta pressdo (Dumay et al., 2006).
Como pode ser observado, também nessas condicdes as atividades ndo sofreram alteracdes

por alta pressdo nas duas temperaturas estudadas.

1/32 1732 1/32 1/32 1/32 1/32 1/32 1/32

© s
e
e %
23
ﬁ 8 M Citotoxicidade
R 0o o B Hemolise
AS 69 AS41 AH191 AH191 (250 AH191 (250
(Controle (Controle (Controle  MPa-15°C) MPa25°C)
negativo) positivo) positivo)

Figura 9. Tratamento com APH na atividade biolégica das toxinas presente no
sobrenadante de cultura bacteriana de A. hydrophila AH 191. Controles positivo e
negativo tratados a 250 MPa por 30 min. Cepas crescida por 18 a 24 h no TSB. Obs.: AS
69 = A. sobria 69, AS 41 = A. sobria 41, AH 191 = A. hydrophila AH 191. Amostras
aplicadas em células CaCo2.

*A atividade citotéxica € expressa como a reciproca da maior diluicdo que induziu efeito

citotoxico.
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As figuras 10 a 12 mostram os efeitos das toxinas em células Vero e CaCo2: os

resultados estdo relacionados aos testes mostrados nas figuras 8 e 9.

Figura 10. Microscopia éptica de células Vero exposta ao sobrenadante de cultura de
A. hydrophila AH191. Controle celular (A) e controle positivo (sobrenadante de cultura de
A. hydrophila AH 191 nao pressurizado) (B). Sobrenadante pressurizado em 250 MPa por
30 min em 25 °C (C) e -15 °C (D). Observa-se nas figuras (B), (C) e (D), descolamento

celular e destruicdo da monocamada. Aumento: 20X. (Células Vero = 5 pm).



Figura 11. Microscopia optica de células Vero expostas ao leite contaminado com A.

hydrophila AH 191 crescida em diferentes tempos. Controle celular (A). Amostras de A.
hydrophila AH 191 crescidas no leite por 6 (B), 12 (C) e 18 (D) horas e em seguida tratadas
com 250 MPa por 30 min, 25 °C. Nas figuras (B), (C) e (D), podem ser observados efeitos

descolamento e destrui¢do da monocamada. Aumento: 20 X. (Células Vero = 5 um).
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Figura 12. Microscopia optica de células CaCo2 expostas ao leite UHT contaminado
com A. hydrophila AH 191. Controle sem exposicdo ao leite contaminado (A). Leite
contaminado com A. hydrophila AH 191 tratado com 250 MPa por 30 min, 25 °C (B) e -15
°C (C), nas quais podem ser observados descolamento celular e destrui¢do da monocamada.
Aumento: 20 X. (Células CaCo2 = 5 um). As amostras foram crescidas no leite UHT por
18-24 h.
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5. DISCUSSAO

A qualidade e a seguranca dos produtos alimentares sao os dois fatores que cada vez
mais influenciam as escolhas feitas pelos consumidores. Para isso, o uso da APH para
propor a reducdo da carga microbiana tem sido muito utilizado para melhorar a qualidade
dos alimentos (Smelt, 1998).

Levando em consideragdo que A. hydrophila é frequentemente isolada de leite e
derivados (Bulhdes & Rossi Junior, 2002; Daskalov, 2006; Arcuri et al., 2008) e também o
fato de existirem relatos de inativagdo de Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica
no mesmo alimento (Castellvi et al., 2005; Koseki et al., 2008) dentre outras espécies
bacterianas, entretanto, nao foram encontrados na literatura estudos sobre a inativacdo de
A. hydrophila neste mesmo substrato, o que nos motivou com o estudo da inativacdo da
mesma por pressao. Diversos estudos também tém investigado a sensibilidade de patégenos
no leite usando a APH (Gervilla et al., 1997a, b, 1999a, b; Trujillo et al., 2002). Como pode
ser observado neste estudo, a APH inativou significativamente A. hydrophila, cepa AH 191,
sendo o grau de inativac¢do diretamente proporcional ao tempo de exposicdo a alta pressao
(Figura 4).

Fez-se também o denominado “choque de alta pressdo”, que consiste em um
aumento e em uma diminui¢do abrupta de pressdo, como tentativa de aumentar a eficiéncia
de APH na inativacdo da bactéria. O choque de alta pressio em condi¢des diferentes,
proporcionou uma inativagao de 2 log de UFC/mL nos respectivos tempos de 30 segundos
e 2 minutos (figura 5). Essa inativacdo aparentemente ocorre nos experimentos de alta
pressdo realizados, sugerindo que exista uma populacdo bacteriana sensivel a pressao,

independente da velocidade de aumento ou diminui¢do da mesma.
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Ja a inativacdo de A. hydrophila AH 191 no leite UHT por alta pressao, foi cerca de

4 log de UFC/mL a 10 min, 6 log em 20 min e 9 log em 30 min no leite UHT, um valor

muito relevante em um tempo relativamente curto, o que relata a novidade e relevancia do

estudo por ser um resultado importante para a seguranca alimentar e pelo fato de nao existir

este tipo de achado.

Conforme a tabela 1, alguns exemplos de espécies inativadas no leite por Alta

Pressdo Hidrostédtica podem ser observados.

Tabela 1. Inativagdo bacteriana induzida por alta pressdo hidrostética em leite.

Microrganismo

Condigées de

Inativagao

Referéncia

B. cereus INRAAV 24222
B. cereus INRAAV 74222

B. cereus NCFB 1031

E. coliMC1061

E. coli0157:H7 NCTC 12079
E. coli0157:H7 NCTC 12079
L. monocytogenes Scott A
L. monocytogenes Scott A
L. innocua 4202

S. aureus NCTC 10652

S. aureus As 1.2465

P fluorescens ANA11

P fluorescens NCDO 1524
P fluorescens M114

tratamento?

500 MPa/15 min/60 °C
200 MPa/15 min/45 °C e
200 MPa/10 min/60 °C
400 MPa/18 min/8 °C
500 MPa/5 min/20 °C
700 MPa/15 min/40 °C
200 MPa/15 min/60 °C
600 MPa/10 min/20 °C
400 MPa/24 min/8 °C
500 MPa/5 min/20 °C
600 MPa/30 min/20 °C
330 MPa/15 min/34 °C
250 MPa/18 min/8 °C
250 MPa/18 min/8 °C
300 MPa/5 min/20 °C

(log UFC.mL-)
5,6
6,1

55
6,5
8.0
8,0
7,5
6,0
3,8
50
6,0
55
6,0
8,2

Cru
Cru

UAT desnatado
Reconstituido
UAT
UAT
UAT integral
UAT desnatado
Recosntituido
UAT
UAT integral
UAT desnatado
UAT desnatado
10% RSM-A

OPSTAL et al. (2004)
OPSTAL et al. (2004)

MCCLEMENTS et al. (2001)
BLACK et al. (2005)
HUPPERTZ et al. (2006a)
HUPPERTZ et al. (2006a)
HUPPERTZ et al. (2006a)
MCCLEMENTS et al. (2001)
BLACK et al. (2005)
HUPPERTZ et al. (2006a)
HUPPERTZ et al. (2006a)
MCCLEMENTS et al. (2001)
MCCLEMENTS et al. (2001)
BLACK et al. (2005)

*Os dados correspodem a condi¢des minimas de processamento para uma mdxima inativacao.
Tabela adaptada de Pflanzer et al. (2008).

Estudos anteriores tém encontrado resultados satisfatorios na inativagdo da espécie

A. hydrophila por APH. Estudos de Ellenberg & Hoover (1999), relataram uma inativagdo

de cerca de 6 log de UFC/mL na inativacdo de A. hydrophila 7965 em carne de porco

submetida a 250 MPa, em temperatura ambiente e pH 7,0 por 15 minutos. Da mesma

forma, Fonberg-Broczek et al. (2005) relataram uma redu¢do na populacdo de bactérias em
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queijo curado tipo Gouda inoculados com A. hydrophila anteriormente expostos a 300
MPa. Em contraste com os relatos de inativagdo de bactérias pela APH, nao foi encontrado
na literatura estudos que examinam o efeito deste tratamento sobre a atividade bioldgica
das toxinas bacterianas, apesar do potencial de aplicacdo da APH na esterilizacdo de
alimentos, o que faz de fato o estudo ser o primeiro relato.

Sabe-se que a APH pode causar lesdes na parede celular nos micro-organismos -
primeiro alvo - como também rupturas da membrana celular (Hoover et al., 1989). A
membrana celular é composta por uma bicamada de fosfolipideos com proteinas funcionais,
que exercem um importante papel nos transporte de fons e também de outras substancias. O
efeito da alta pressio em membranas pode ser devido ao fato dos lipidios serem
particularmente sensiveis a pressdo, inicialmente em uma ordem de magnitude de maior
compressibilidade do que nas proteinas (Fernandes, 2005).

Danos intracelulares em diferentes micro-organismos tém sido estudados por
pesquisadores através de observacdes sob um microscopio eletronico de transmissdo
(Hoover et al. 1989; Malone, A. S., Shellhammer, T. H., Courtney P. D., 2002; Moussa,
M., Perrier-Cornet, J.M., Gervais, P., 2007 ). Separacdo da parede celular da membrana
citoplasmadtica, células com paredes espessadas sem estrutura de membrana, zonas claras
que aparentam estruturas esponjosas ou reticulares no citoplasma, € uma diminui¢do do
numero de ribossomos foram relatados nos estudos de Hoover et al. (1989). Ritz et al.
(2001, 2002) usando microscopia eletronica de varredura, relataram a ocorréncia de
“cicatrizes”, “manchas” na superficie celular de Listeria monocytogenes depois de 10
minutos de tratamento, numa pressdao de 400 MPa em tampao citrato. Contudo, ndo foram

encontrados relatos que mostrem alteracdes morfoldgicas celulares de A. hydrophila
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quando exposta a APH, o que faz ser um estudo pioneiro sobre alteragcdes morfoldgicas
deste patogeno sob APH.

Em nossos resultados, andlises realizadas por microscopia eletronica de varredura
(MEV) mostraram que a APH foi capaz de provocar alteracdes na morfologia de A.
hydrophila AH 191. As células bacterianas apresentaram aspecto alongado na qual se
mantinha com o aumento do tempo de exposicdo a APH (Figura 6), indicando
provavelmente, sinais de lesdes celulares, o que pode sugerir como um fator importante que
leva a inativagdo bacteriana.

Produtos alimentares estdo frequentemente associados a surtos de toxi-infeccao
causados por A. hydrophila (Szczawinski et al., 1997; Fonberg-Broczek et al., 2005). Esta
contaminac¢do pode ser minimizada pelo uso de um processo adequado de esterilizacao de
alimentos, capaz de destruir micro-organismos patogé€nicos € suas toxinas associadas
(Palumbo et al., 2001).

Diversos estudos mostram que A. hydrophila produz uma variedade de fatores de
viruléncia (Asao et al., 1984; Cahill, 1990; Kirov, 1997), sendo a aerolisina o melhor
caracterizado (Watson et al., 1985; Buckley & Howard, 1999). Portanto, no presente
estudo, foram realizados ensaios para a deteccdo e confirmagdo da presenga do gene aer,
referente a aerolisina, nas amostras de Aeromonas spp. através da PCR. Dentre as amostras
estudadas, A. hydrophila AH 191 e A. sobria 41 apresentaram amplifica¢do para o gene aer
(figura 3), o que motivou seu estudo nos ensaios com APH.

Como sabe-se que varios métodos podem conduzir a uma perda de funcido de
determinadas proteinas, como altas e baixas temperaturas, agentes desnaturantes, e também

o uso de alta pressdo hidrostdtica (Lullien-Pellerina & Balnyb, 2002; Kunugi & Tanaka,
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2002; Pivovarova et al., 2005; Singh et al., 2008), outro alvo de estudo foi o efeito da APH
em diferentes temperaturas em toxinas como a aerolisina.

No estudo, foi utilizado também a APH com o intuito de alterar a atividade
bioldgica da aerolisina. Esta técnica, na qual ocorre com a contra¢do de volume do sistema,
€ usada para dissociar proteinas. A dissocia¢do geralmente ocorre até 250 MPa, e sem
alterar diretamente a estrutura terciaria das subunidades. (Weber & Drickamer, 1983; Silva
et al., 1986; Bonafe et al., 1991).

Neste trabalho, uma pressao de 250 MPa foi aplicada utilizando temperatura de 25 e
-15 °C, o que ndo causou alteracdes na atividade da aerolisina presente no sobrenadante de
cultura bacteriana de A. hydrophila AH 191 ou no leite contaminado pela mesma (Figuras 7
a 9). A atividade da toxina no estado monomérico explica esses achados, sendo também
possivel o processo de reassociacdo pos pressdo. Fivaz et al. (1999) mostraram que esta
toxina pode existir tanto na forma monomérica ou oligomérica. Estudos subsequentes
baseados em cristais bi-dimensionais e medidas de espectrometria de massas dos
oligdmeros de aerolisina mostraram também que a toxina pode estar associada na forma de
heptameros (Moniatte et al., 1996). Gouaux, E. (1997) mostra que a aerolisina modifica do
seu estado monomérico (solivel em dgua) para o “estado de oligomerizacao” (heptameros)
quando se liga a receptores de membrana, retornando ao seu estado monomérico quando
nao ligada.

Lesoes celulares também ocorreram nos ensaios de citotoxicidade, em que
experimentos realizados neste estudo indicaram que a enterotoxina citotoxica da A.
hydrophila AH 191 ndo tratada por APH causou intensa vacuolizacdo em células Vero e
CaCo2 (Figura 10, 11 e 12). Estes resultados sao similares aos dados relatados para a acdo

desta toxina sobre células CHO (ovario de hamster chinés) (Rose et al., 1989), Vero
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(Falcon, 1998, 2001) e CaCo2 (Guimardes, 2002). Porém, as toxinas que também foram
submetidas a alta pressdo ainda permaneceram com a atividade citotéxica, efeitos estes
possivelmente mediados pela aerolisina (Abrami, 1998). Outras toxinas produzidas por A.
hydrophila, como citotoxinas, enterotoxinas e hemolisinas também podem danificar estes
tipos de células, assim como células HT-29 (Ferguson et al.,, 1997; Abrami et al., 1998b;
Falcén et al., 2001).

Entre outras propriedades funcionais da enterotoxina citotdxica, também se tem
demonstrado a sua capacidade de induzir uma ampla variedade de efeitos bioldgicos,
apresentando atividade enterotdxica em camundongos recém-nascidos, assim como em alca
ligada de coelhos, causando acimulo de liquidos fluidos (Asao et al., 1984; Abrami et al.,
1998a,b; Carrello et al., 1988; Ferguson et al., 1997; Fadl et al., 2007),

Estudos sobre a acdo da aerolisina de A hydrophila também revelaram que esta
toxina induz a formagdo de canais nas células, provocando lise osmética nos eritrdcitos e
outros tipos de membrana (Buckley & Howard, 1999; Thelesman & Ljungh, 1981).
Dependendo do tipo de hemécia, a perda de pequenas moléculas e ions, especialmente
potdssio, acontece em consequéncia da formacdo de poros, levando a despolarizacdo da
membrana e, portanto a morte celular (Ferguson et al., 1995).

No presente estudo, também € importante ressaltar que os picos de citotoxicidade
atingidos pelos provdveis efeitos da aerolisina realizados em diferentes substratos, como o
leite UHT e TSB sob alta pressdo hidrostatica (250 MPa), apresentaram toxicidade
similares quando comparados com o controle, mostrando algumas diferengas nos titulos de
toxicidade, porém, as toxinas mantiveram sua a acao citotoxica (Figura 7).

Contudo, nossos resultados mostram que as toxinas de A. hydrophila AH 191, tanto

experimentadas com o leite contaminado, quanto no sobrenadante de cultura, continuam
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exercendo suas atividades bioldgicas, mesmo tratamento com APH (Figura 8 e 9),
demonstrando a baixa efici€éncia desta pressdo de 250 MPa na eliminacdo da atividade
bioldgica das toxinas de A. hydrophila AH 191, porém, eficaz na inativagdo bacteriana.
Desta forma, este estudo indica a importancia da utilizacio da APH nos primeiros estdgios
do processamento de alimentos, quando a contaminacdo bacteriana e, consequentemente, a
producdo das toxinas, € minimizada.

O wuso precoce da APH poderia reduzir o risco de intoxicagdo por toxinas
produzidas por A. hydrophila. Apesar de ndo serem examinadas no estudo, outras toxinas
bacterianas envolvidas em doencas de origem alimentar, como as toxinas de Clostridium
botulinum e de Escherichia coli enterohemorrigica, podem também apresentar perfis de
estabilidade em exposicdo a alta pressdo semelhante ao apresentado pela aerolisina, o que

reforca a importancia da elucidagdo destas hipoteses em estudos futuros.



40

6. CONCLUSOES

- O tratamento com APH a 250 MPa em uma temperatura de 25 °C, pH 7,4, por 30
minutos, foi eficaz na diminui¢do a niveis drasticos da cepa A. hydrophila AH 191;

- O procedimento de esterilizagdo pela metodologia aplicada no estudo usando a
APH ndo alterou a atividade biolégica das toxinas sintetizadas pela cepa bacteriana
utilizada neste estudo, quando crescida no leite, assim como, quando ensaiados os
sobrenadantes de cultura obtidos em meio TSB.

- A aplicacdo da APH em estdgios prévios do processamento dos alimentos pode
propor mais seguranca aos consumidores, j& que quando ha crescimento bacteriano e
posteriormente liberagdo de suas toxinas, a APH ndo consegue elimina-las tornando um

grande risco para a satide humana.
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7. PERSPECTIVAS

- Associacdo da APH a outros métodos fisicos ou quimicos para inativagdo da
toxina poderd ser util, mas, provavelmente resultard em alteracdes indesejdveis nas
propriedades nutricionais e/ou organolépticas de alimentos tratados por esta técnica.

- Estudos da inativacdo de A. hydrophila em outros substratos podem ser alvos para
investigar e se obter um melhor entendimento da eficiéncia da APH na esterilizagao dos
alimentos.

- Estudos de inativagdo de outros patégenos de interesse alimentar e de suas toxinas

serdo importantes com o intuito de elucidar a acdo da APH em diferentes cepas.
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