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RESUMO

CAMPOSGALVAO, Maria Emilene Martino, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
junho de 2012Caracterizacdo do mecanismo de sinalizacdo pguorum sensing em

Salmonella enterica sorovar Enteritidis. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti.
Coorientadores: Andréa de Oliveira Barros Ribon e Elza Fernandes de Aradjo.

Quorum sensindQS) é um sistema de comunicacdo entre bactérias dependente da
densidade populacional, no qual as bactérias produzem, detectam e respondem a
compostos sinalizadores de baixa massa maeag autoindutores (Alssalmonella
apresenta sistemas de QS regulados por trés diferentes Als; Al-1, Al-2 e Al-3, que tém
fungéo ainda pouco elucidada. Neste trabalho foram identificados e caracterizados o0s
sistemas d&€)S mediados pelos Als 1 e 2 no patégeno hum@almnonella enterica
sorovar Enteritidis PT4 578, isolado de carcaca de frango. As analises forannfeitas
silico e in vitro. Foi acompanhado o crescimentoSmonellaEnteritidis na presenca

dos Als-1sintéticos, a®N-acil homoserina lactonas (AHLsCs-HSL (homoserina
lactona), G-HSL, C;0-HSL e G -HSL e verificou-se que esses Als nao interferiram no
crescimento deste patdgeno. A confirmacdo deSahmonellaEnteritidis ndo sintetiza

Al-1 foi feita por analise em cromatografia em camada fina. A partir do genoma de
SalmonellaEnteritidis PT4, previamente depositado no GenBank, foi confirmado que a
regulacéo d&)S mediado pelo Al-2 segue 0 modelo proposto [Eaianonella enterica
sorovar Typhimurium. A andlise da sequéncia de nucleotitelificadora da proteina

SdiA, reguladora do QS mediado pelo Al-1, demonstrou a conservagao dedgk&ne
neste sorovar. O conhecimento de fenétipos regulados pelo si@@pwde contribuir

para a elucidacédo de processos importantes na microbiologia de alimentos e permitir a
elaboracdo de estratégias de controle deste patégeno. Portanto, foi avaliada a formacéo
de biofilmes em microplaca de poliestireno g@monellana presenca de Als-1 {C

HSL, G-HSL, C-HSL e C;1>-HSL) na concentracéo final de 50 nM no meio de cultivo.

Foi constatado que, na presenca de Ais e, em condicbes de cultivo em anaerobiose,
SalmonellaEnteritidis apresentou formacédo de biofilme mais denso e compacto em
superficies de poliestireno. A £HSL foi, dentre as AHLs analisadas, a que apresentou
maior interferéncia nesse fenétipo. A formacéo de biofilme mais intensa na presenca de
C1-HSL em superficie de poliestireno também foi constatada por microscopia de
varredura e microscopia confocal. Para comprovar a regulacdo do fenotipo de formacao

de biofilme pelo Al-1, o experimento foi repetido na presengca de uma mistura de

viii



diferentes furanonas, inibides de QS. A reducéo substancial de células aderidas na
presenca de furanonas confirma o efeito estimulador dos Als-1 na formagdo de
biofilmes porSalmonellaEnteritidis PT4. Por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real, foi comprovado que-BSL promoveu maior expressdo dos
genedpfA, fimF, fliF eglgC, de importancia para a formacéo de biofilmes, assim como,
dos genes de virulénclalA, invA e invF. Estes resultados evidenciam, pela primeira
vez, a funcdo da SdiA na deteccdo de moléculas sinais produzidas por outras bactérias
gram-negativas na modulacdo de fenotipos importantes para a sobrevieéncia

viruléncia deSalmonelleEnteritidis.



ABSTRACT

CAMPOS-GALVAO, Maria Emilene Martino, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
June, 2012 Characterization of the signaling mechanism by quorum sensing in
Salmonella enterica serovar Enteritidis. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanet@o-
adivisers: Andréa de Oliveira Barros Ribon and Elza Fernandes de Araujo.

Quorum sensingQS) is a population density dependent communication system where
bacteria produce, detect and respond to signaling compounds of low molecular weight,
called autoinducers (Al), which are released into the environrBahtonellahasQS
systems regulated by three different ABt-1, Al-2, and Al-3. In this study, we
identified and characterized the QS systems mediated by Al-1 and 2 in the human
pathogenSalmonella entericaserovar Enteritidis PT4 578, isolated from chicken
carcasses. Analyzes were performedvitro andin silico. We carried out a growth
curve of SalmonellaEnteritidis in the presence of synthetic Al-15-lESL, G-HSL,
Ci0-HSL and G»-HSL, and we confirmed that Al-1 do not interfere in the growth. The
confirmation thatSalmonellaEnteritidis is not able to synthesiaé-1 came from TLC.
Analysis based on the genome SdlmonellaEnteritidis PT4, previously deposited in

the GenBank and the described QS system f&almonella entericaserovar
typhimuriumwe proposed a model for QS regulation mediated by Al-2 for strain PT4
578. Analysis of the nucleotide sequence that encodes SdiA, the regulatory protein of
QS mediated by Al-1 demonstrates the conservation sfiA in this serovar. The
knowledge of phenotypes regulated®$ system may contribute to elucidate important
processes in food microbiology and to development control strategies for pathogenic
and spoilage microorganism. Therefore we evaluated the biofilm formdtyon
Salmonellaon polystyrene microtiter plates in the presence of AlgtHSL, G-HSL,
Ci0-HSL and GHSL) at final concentration of 50 nM in the culture medium. It was
found that in the presence of Als and on anaerobic condit®alsjonellaEnteritidis
showed a higher number of cells adhered on polystyrene surfaces. Among the AHLs
analyzed, @&-HSL showed greater interference with this phenotype. Strong biofilm
formation in the presence ofi£HSL was also observed on polystyrene surface by
scanning electron microscopy and confocal microscopy. We performed tests to evaluate
the interference of Als in combination. In an attempt to verify the regulation biofilm
formation, by Al-1 we added a mix of furanones, wich are know QS inhibitors, and a
reduced number of adhered cells was observed. Using Real time polymerase chain
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reaction analysis, it was found that,EISL increased the expression of the gdp#5,
fimF, fliF, glgC, wich are important for biofilm formation as well as th&\, invAand
invF virulence genes. These results demonstrate for the first time the function of SdiA
for detection of signalling molecules produced by bacteria in the modulation of

important phenotypes for the survival®dimonellaEnteritidis.
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INTRODUCAO GERAL

Salmonellaé um bacilo gram-negativo, ndo esporulado e membro da familia
Enterobacteriaceae reconhecido pela capacidade de causar gastroententdgpo de
infeccdo sistémica, denominada de febre entérica. Uma grande variedade de salimento
esta relacionada como veiculo deste patdogeno, mas a investigacdo dos surtos de
salmonelose aponta como fonte frequente Sdémonella,as aves e subprodutos,
incluindo os ovos crus. A viruléncia e a patogenicidade Sdémonella estao
relacionadas a capacidade adaptativa a diferentes condicées ambientais. Progressos tém
sido feitos na identificacdo de muitos dos fatores regulatorios envolvidos na resposta de
patdgenos a varios sinais ambientais e a expressdo de muitos desses fatores €
dependente da fase de crescimento e de condi¢des fisioldgicas da célula bacteriana.

Quorum sensindQS) € um sistema de comunicacdo entre micro-organismos
dependente da densidade populacional. Em bactérias, esse sistema € dependente da
producdo de compostos sinalizadores de baixaanaslecular, os autoindutores (Als),
que séo liberados no ambiente. Quando uma quantidade limiar desses compostos é
atingida, as bactérias respondem por meio da ativacdo ou repressdo de certos genes.
Diversos fendtipos bacterianos, incluindo muitos fatores de viruléncia tém sido
descritos como regulados por esse sistema de comunicacao.

Salmonellaapresenta sistemas de QS regulados por trés diferentes Als: Al-1,
Al-2 e Al-3. Os trés sistemas QS S@monellatém funcéo pouco elucidada. O sistema
mediado pelo Al-1 é incompleto, pois apresenta apenas a proteina reguladora de
resposta (SdiA) e isto se deve, possivelmente, a processos evolutivos. A proteina SdiA é
regulada por moléculas Als-1 sintetizadas por outras espécies bacterianas. No sistema
mediado peldAl-2, o genduxS codifica a enzima que sintetiza a molécula sinal e a
expressdo génica ocorre apds uma cascata de sinalizacdo envolvendo o sistema de
transporte Lsr. O terceiro sistema QS encontrad&almonellaé mediado pelo AB
que, juntamente com os hormoénios epinefrina e norepinefrina, permite a comunicacao
entre bactérias e seus hospedeiros mamiferos. A deteccédo do Al-3 pelo patdgeno é dada
por meio de um sistema de dois componentes formados pela quinase QseC e a proteina
reguladora de resposta QseB.

Dentre os fatores de viruléncia de muitos patdgenos que sao regulados por QS,
destaca-se a formacdo de biofilmes. Os biofilmes bacterianos tém recebido atencédo

consideravel da comunidade cientifica nos ultimos anos, em razdo da sua ubiquidade em
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ambientes naturais, clinicos e industriais. Existe grande preocupac¢cao com a resisténcia
apresentada pelas bactérias que os constituem aos agentes antimicrobianos e ao sistems
de defesa de hospedeiros infectados. Na industria de alimentos, outro fator preocupante
€ a possibilidade das células se transferirem do biofilme para outros sitios e de
colonizarem linhas de processamento de alimentos e outras superficies de contato,
podendo afetar a qualidade e a seguranca do produto final, colocando em risco a saude
dos consumidores.

Sabendo-se quBalmonellaé uma das principais bactérias de origem alimentar
causadoras de doenca em humanos, relacionadas com consumo de alimentos
contaminados e que a funcdo do sistema de QS neste patégeno € pouco conhecida,
torna-se relevante estabelecer a possivel relacdo da expressao de fatores de viruléncia
com o mecanismo de QS. A partir desse entendimento, serd possivel desenvolver e
investir em novas tecnologias mais eficientes para garantia de seguranca alimentar e em
estratégias de combate ao patdégeno no organismo hospedeiro. Este estudo buscou
identificar e caracterizar os componentes dos sistemas QS, mediados pelos Als 1 e 2,
em Salmonella entericaorovar Enteritidis PT4 e avaliar a interferéncia de Als-1 na
expressdo de genes de viruléncia e formacdo de biofilme por este patdogeno, em

condi¢des de anaerobiose
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CAPITULO 01

Revisda Quorum sensing em Salmonella: comunicacao regulada por diferentes

moléculas sinalizadoras

Capitulo formatado segundo normas da revi

Current Microbiology

Resumo

Quorum sensingQS) é um sistema de comunicacao entre bactérias dependente
de densidade populacional. Neste sistema, as bactérias produzem compostos
sinalizadores de baixa massa molecular, os autoindutores (Al), que séo liberados no
ambiente. Quando uma quantidade critica desses compostos é atingida, as bactérias
detectam a presenca de um numero suficiente ou quorum de bactérias e respondem por
meio da ativacdo ou repressao de certos genes. Muitos fenétipos bacterianos, incluindo
fatores de viruléncia, tém sido descritos como regulados por esse sistema de
comunicacdo célula-célule&Salmonellaé uma das principais bactérias de origem
alimentar causadoras de doenca em humanos e, portanto, torna-se extremamente
importante caracterizar indutores de fendtipos relacionados a viruléncia e resisténcia
celular neste patdgenoSalmonella apresenta sistema QS mediado por trés
autoindutores:Al-1, Al-2 e AI-3. A regulacdo por este sistema resulta em um

comportamento coletivo coordenado, importante para vencer os desafios ambientais.

1. Quorum sensing

Uma das caracteristicas fundamentais para a adaptacdo dos micro-organismos €
a capacidade de detectas mudancas do meio e, consequentemente, modificar o
comportamento para fins de sobrevivéncia. Quando ha mudancga nas condicfes do meio
de cultivo do micro-organismo, ocorre a modificagdo da expressao génica, resultando na
melhor adaptacéo e sobrevivéncia [23].

Em muitas bactérias foi evidenciado que a expressao génica € regulada por
sinais denominados autoindutores (Als) que se difundem no meio. Quando esses Als
atingem concentragfes criticas no meio externo, séo internalizados e induzem a

expressdo de genes, resultando na alteracdo e metabolismo celular. Geramente,
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sinalizacdo mediada por Als ocorre em alta densidade populacional, pois assim, 0s
micro-organismos agem em comunidade com ganho de vantagens para toda a populagéo
de células que mimetiza um organismo multicelular [7,21,23]. Esse sistema regulatorio

€ denominado dguorum sensin¢gQS) [19].

As moléculas sinalizadoras de quorum podem geralmente, ser divididasagm
categorias: (1) derivados de &cidos graxos, conhecidos como autoindutored)]l (Al
geralmenteN-acil homoserinas lactonas (AHLS), usados por bactérias gram-negstieas
a comunicacaantraespécig34,56] (2) furanosil borato diéster, autoindutor-2 (Al-2),
produzido por bactérias gram-negatieagram-positivas e utilizado para comunicacdo
intra e interespécie [13,44]; (3) autoindutor-3 (Al-3), de estrutura desconhecjda [52
(4) aminoacidos e peptideos pequenos utilizados por bactérias gram-positivals [34,58
Dentre as moléculas sinalizadoras, trés classes estdo bem definidas e servem como
paradigmas para a sinalizacdo em bactérias: as AHLS, os oligopeptid&b® §8].

Em bactérias gram-negativas, o sistema QS pode ser dividido em trés grupos e o
esquema apresentado na Figura 1 sumariza estes diferentes mecanismos. O primeiro
sistema de QS conhecido € mediado pelo Al-1 (Figura 1A), também conhecido como
AHL, que foi primeiramente descrito evfibrio fischeri[38]. Este sistema apresenta os
componentes Luxl/LuxR, sendo Luxl a proteina sintase da molécula sinal e LuUxR, a
proteina receptora, reguladora de resposta. As AHLs séo produzidas na fase exponencial
de crescimento e difundem através da membrana da bactéria. Quaitlosaatingem
concentragdes suficientemente altas no ambiente, elas sdo internalizadas e ae ligam
LuxR que ativa a transcricdo de genes alvo, como o oh@xt@®DABE requerido para
bioluminescéncia [21].

O segundo sistema (Figura 1B), LuxPQ/LuxS, foi estudado primeirammante
bactéria luminescent¥ibrio harveyj patégeno de camardo [8]. Andlises genéticas do
circuito de QS revelaram que essa bactéria usa dois sinaisdatioes diferentes para
regular a producéo de luz. Nesse circuito regulatério, acreslifae um sinal & usado para
a comunicacao intraespécie e, 0 outro, para interespécie [8].

Em V. harveyj o sistema LuxI/R esta ausente e a producdo de luz é controlada por
duas vias paralelas ndo-homologas [8]. Em uma delas, o autoindotéruma AHL, mas
um furanosil borato diéster ou Al{a23], cuja sintese € controlada pelo gémeS e o
receptor € um sensor quinase de membrana, LOX&l-2 é produzido a partir de uma S-
ribosilhomocisteina (SRH), um produto da via de utilizacdo de S-adenosilmetionina
(SAM) especificamente. LuxS cliva SRH para formar homocisteina e 4,5-dihidroxi-2,3-
pentadiona (DPD) e este composto por sua vez, sévaspontaneamente e é
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rearranjado resultando no Al-2. Evidencias demonstram que, ao contrario do Al-1, a
estrutura do Al-2 de diferentes espécies bacterianas é idéntica [61,69]. LuxP é uma
proteina periplasmatica que se ligaAle2 e LuxQ corresponde a um sensor quinase
existente na face interna da membrana plasmatica que detecta o complex@ {2uxP-
Apo6s o reconhecimento, LuxQ, que possui atividade quinase/fosfatase, remove o fosfato

do regulador de resposta LuxO (Figura 1) [61].
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Figura 1. Estratégias de comunicacédo celular em bactérias gram-negativas. Fonte:

Parker e Sperandio (2009) [40] com modificac@edstratégia mediada pelo Al-1, acil
homoserina lactona. Al-1 é sintetizado por Luxl e liberado no meio extracelular.
Quando Al-1 difunde para o interior celular interage com LuxR e resulta na resposta
celular. B. Estratégia mediada pelo Al-2, furanosil borato diester, sintetizado por LuxS e
derivado de DPD. Furanosil borato diéster interage com LuxP no periplasma e
posteriormente ocorre a cascata de fosforilagédo iniciada por LuxQ/LuxO. C. Estratégia
mediada pelo Al-3, autoindutor de estrutura ndo conhecida. O Al-3 é liberado no meio,
interage com QseC e esta proteina fosforila a proteina reguladora de resposta QseB.

O terceiro sistema de QS reconhecido em bactérias gram-negativasé mediado
pelo Al-3 que é responsavel por comunicacao interespecifica (Figura &6trutura e
a sintese dessa molécula sinal ndo sdo conhecidas e especula-se que pode represents
uma familia de moléculas comoAd-1. Parker e Sperandio (2009) [40] sugeriram que
LuxS esta envolvida nessa via porque ndo houve sintese do Al-3 em mltaStes

Entretanto, a auséncia de sintese de Al-3 nos mutantes foi resultado da modificagdo do
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metabolismo celular como oxaloacetato em vez de S-adenosilmetionina (SAM), como
precursor de metionina [40].

A deteccao do Al-3 pelas células bacterianas é realizada por meio de um sistema
de dois componentes QseBC, onde QseC € um sensor quinase e QseB é a proteina
reguladora de resposta (Figura 1). A presenca do Al-3 no periplasma resulta na
autofosforilagdo de QseC e posterior transferéncia do grupo fosfato para QseB que, por
sua vez, ativa genes responsaveis pela biossintese do flagelo e motilidedeam
[40]. Outra caracteristica interessante desse sistema é que a cascata de sinalizacao
QseBC também responde aos sinais adrenérgicos, adrenalina e noradrenalina, ambos
encontrados no trato gastrointestinal. Isto sugere que QseC responde a sinais
bacterianos e sinais do hospedeiro, simultaneamente. Reciprocamente, existe a
possibilidade que receptores adrenérgicos de células eucariéticas possam responder ao

Al-3, bem como adrenalina e noradrenalina [9,40,55].

2. Mecanismo deQS em Salmonella

A comunicacédo por QS ealmonellaé mais estudada eBalmonella enterica
sorovar Typhimurium, porém acredita-se que os diferentes sorovares também possuam
0s trés sistemas de QS mediados pelos Als-1, AM23[64].

O primeiro sistema QS e®almonellaé incompleto, pois apresenta apenas um
suposto receptor, a proteina reguladora de resposta, homologa a LuxR, e ndo ha a
sintese do Al-124]. Este sistema incompleto foi inicialmente descritokerooli, onde
a proteina homéloga a LuxR foi denominada de SdiA, conhecida por regular divisédo
celular [51]. Por meio de analises de alinhamento, Ahmer e colaboradores (1998) [2]
identificaram a presenca d&liA no genoma deSalmonella Typhimurium. Neste
sorovar, o genediA encontra-se situado adjacente aos ggae€, sirAe uvrC (Figura
2). Essa organizagcdo génica é conservadaEencoli, Salmonellae espécies de
PseudomonaR2]. O geneyecCcodifica a proteina YecC que se liga ao ATP no sistema
de transporte ATPbinding cassetg(ABC) [31]. Como emgacA das espécies de
PseudomonasuvrY deE. coli, sirAde Salmonellalyphimurium € diretamente seguido
pelo genauvrC, que codifica uma subunidade da enzima de reparo do DNA, UvrABC
[2,31].

O fato deE. coli e Salmonellan&o codificarem a sintase do Al-1, sugere a
possibilidade dessas bactérias sintetizarem um outro tipo de Al ou que esse grupo

bacteriano apenas responda aos Als produzidos por outras espécies bacterianas [2].
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Figura 2. Organizacdo génica dsdA e possiveis genes regulados por SdiA,
presentes no plasmideo pSLTSEmonellalyphimurium.

Em Salmonellasdo reconhecidos poucos genes cuja expressao seja regulada pela
proteina SdiA [58]. Os genes regulados por SdiA encontram-se no plasmideo de
viruléncia pSLT deSalmonellaTyphimurium, dentre eles os genes potencialmente
envolvidos na sobrevivéncia durante infeccdo em humawks,pefl e o operon
srgABCDE, cuja funcdo ainda ndo foi conhecida (Figuja[35,58]. Por meio de
analisedn silico das sequéncias, as funcbes de alguns genes foram sugeridas, como
funcdo desrgA que codifica um homodlogo da proteina perisplasmatica dissulfeto
isomerase DsbA, requerida para montagem do pilusr§B que codifica uma
lipoproteina putativasrgC, que codifica um suposto tipo degulador transcricional
semelhante araC [35]. Acredita-se quesrgE tenha sido adquirido por transferéncia
horizontal com funcdo desconhecida, poré@manalisein silico da sequencia de
nucleotideo, sugere que a proteina SrgE pode estar envolvida em sistemas de secrecao
tipo 11l [48]. A proteina SdiA é regulada por SirA, uma proteina reguladora de invaséo
celular, aparentemente uhousekeepingiue regula genes de viruléncia presentes na
ilha de patogenicidade 1 (SPI-1), dentre eles, genes importantes para motilidade. Além
disso, regula diretamente o opeiah que codifica sistema de secrecao tipo | e lll e
CsrB, uma proteina de ligacdo ao RMA].

A atividade de SdiA enSalmonellaTyphimurium foi detectada no intestino de
tartaruga colonizada paderomonas hydrophil§52] e em camundongos colonizados
por Yersinia enterocolitica[55]. Ambas A. hydrophila e Y. enterocolitica sdo
patogénicas e produtoras de Als. Nesta situacdo de competgimonella
Typhimurium, presente no intestino destes animais e contendo a proteina reguladora de
resposta do QS, intercepta e decodifica a mensagem de competidores mediada por Al-1

para desenvolver estratégias de sobrevivéncia e para vencer a competicdo [1,55]
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Entretantoa mutacdo no gensdiA ndo afetou a viruléncia dgalmonellaem modelos

de infeccdo em camundongos, aves e bovinos [43,64]. Sperandio (201&nisBm
observou quesdiA ndo confere vantagens para colonizacé&aenonellae que SdiA

ndo € apresenta atividade durante a infeccdo, porém durante co-infeccdo com um
patogeno produtor de AHL, por exemph, enterocolitica SdiA foi importante para
aumentar infeccéo.

O segundo sistema de QS reconhecidd@aimonellaé mediado pelo Al-2, (2R,
4SL)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF), sintetizado por LuxS e
derivado de DPD [62]. A concentracao de Al-2 produzidoSamonelladepende das
condi¢des de crescimento. Quando cresce em meio rico, a concentragdo de Al-2 no
meio aumenta, porém rapidamente o indutor € internalizado. A internalizacdo de Al-2
dependente de um transportador ABC nomeado de transportador Lsr. O Igperon
contém sete genelsfACDBFGE (Figura 3), sendo sua transcricdo induzida por Al-2.

Os quatro primeiros genésrACDB codificam os componentes de importacdo do Al-2
[61,62]. A funcéo dos outros trés get&$GE é desconhecida, entretanto analises das
sequéncias nucleotidicas sugerem ¢gr& codifica uma aldolase. O genstE é
homologo arpe que codifica ribulose fosfato isomerase. O gEm€ codifica uma
proteina conservada de funcdo ndo conhecida. As proteinas LsrF e LsrG também
apresentam funcdo de degradar o Al-2 [61,62]. O d¢enie codifica um repressor
transcricional e esté localizado adjacente, porém, transcrito divergentemente do operon
Isr. LsrR reprime a transcricdo do operisn na auséncia do Al-2 e, a presenca do
mesmo resulta em desrepressdo. No mesmo sentido de transcricdo disrigene
encontra-se o gengrK, que codifica proteina LsrK, que fosforila AIFR3,61,62].

Em algumas espécies bacterianasS esta relacionado a fungdes regulatorias,
como o controle da producdo de toxina €tostridium perfringeng39] e da cascata de
viruléncia emVibrio cholerae[40,61], mas a verdadeira funcdo desse autoindutor em

muitas bactérias permanece obscura [31].
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Figura 3. Modelo de regulacéo, transporte e modificacdo do Al-2 pelas proteinas
LsR. Fonte: Taga et al. (2003) [61]. O Al-2 (pentagono) é sintetizado pela LuxS e
acumula no meio extracelular. A expressao basal de transportadores Lsr permite que
alguns Al-2 entrem no citoplasma, onde € fosforilado por LsrK. O Al-2 fosforilado
induz a transcricdo do opertst por meio da inativacdo de LsrR. Altas concentracfes

de Al-2 fosforilado é processado por LsrF e LsrG.

O sistema de transporte ABC, que remove Al-2 do meio e o transporta para o
interior da célula, € formado por um componente protéico periplasmatico que se liga ao
a Al-2, o LsrB. LsrK, é uma quinase que fosforila Al-2 quando entra na célula. LsrF e
LsrG parecem modificar o grupamento fosfato de Al-2 (Figufa361,62].

A proteina LuxS deSalmonellaTyphimurium esta envolvida na regulacdo de
alguns genes presentes na SPI-1 (Ilha de Patogenicid&ndenella [14] comohilA
e prgH. Widmer e colaboradores (2007) J&#aliaram a expressao de 1.136 genes de
viruléncia em estirpe mutante dexS e selvagem desalmonellaTyphimurium e
observaram que 23 genes exibiram inducdo ou repressao significante em amostras de
carne de frango adicionadas de Al-2. Esses autores observaram que varios genes
regulados positivamente codificaram proteinas citoplasmaticas ou de membrana
externa, enquanto que, os genes regulados negativamente na presenca de Al-2 estavam
associados diretamente com a viruléncia bacteriana, ou seja, Al-2 regula negativamente
genes de viruléncia. A presenca do Al-2 influencia também a expresséo de outros genes
como phoP, que que codifica proteina integrante do sistema regulatorio de dois
componentes PhoP/PhoQ, além de regalaxpressdo de proteinas associadas ao
transporte e metabolismo de carboidratpskA, gpml e talB) [54]. Widmer e
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colaboradores (2012) [fambém comprovaram que a mutacdo no gextereduziu a
invasdo deSalmonellaTyphimurium em macrofagos, portanto diminui expressdo de
genes de viruléncia

A andlise da expressdo génica por microarranjo demonstrou que genes
envolvidos na formacdo de biofilmes também s&o diferentemente expressos em
Salmonellaselvagem e mutantes etaxS indicando que Al-2 pode regular esse
fenotipo [27]. Estudos com mutantesxS também demonstraram que muitos genes
envolvidos com motilidade, incluindBhDC, motA, mot® fliN sdo regulados pelo
sistema QS mediado pelo Ale2n Salmonellal'yphimurium [64].

O terceiro sistema de QS presente &amonellaé pouco esclarecido [64D
mecanismo de regulacdo deste terceiro re@te dependente da interagcdo dos micro-
organismos da microbiota intestinal e o hospedeiro. A microbiota que ajuda a manter o
sistema imune auxilia na absorcéo de nutrientes, além de participar do desenvolvimento
intestinal. Estima-se que a populacdo microbiana gastrointestinal esta em torfid de 10
células, excedendo ao niimero de células em mamiferos que & HEOIL@Células de
mamiferos, bem como de micro-organismos, comunicam umas com as outras por meio
de hormdnios e compostos quimicos similares a hormdnios e, estes sinais sdo detectados
por patdgenos bacterianos, co®almonellae E. coli enterohemorragica EHEC, para
ativar genes de viruléncia, colonizar o hospedeiro e iniciar o processo da doencga [64].

A sinalizacdo deste terceiro sistema de comunicacaSadmonellaé dada por
Als aromaticos (Al-3) produzidos pela microbiota gastrointestinal normal e por
hormoénios da classe catecolamina, em particular adrenalina/noradrenalina produzidos
pelo hospedeiro [64] Adrenalina e noradrenalina estdo presentes no trato
gastrointestinal, sendo a @adrenalina sintetizada pelos neurdnios adrenérgicos
presentes no sistema nervoso entérico, enquanto adrenalina € sintetizada no sistema
nervoso central e glandulas supra-renais. Ambos os horménios modulam a contracdo do
musculo liso intestinal, fluxo de sangue submucosal e secrecdo de cloro e potassio no
intestino [64]. EmSalmonellaTyphimurium, o mecanismo de QS mediado peld3Al-
apresenta caracteristicas em comum com o sistenta deli que esta ilustrado na
figura 5 [64.
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Figura 4. Modelo da cascata e sinalizacdo de QS mediado por AlB. edli. Al -

3 e epinefrina/norepinefrina sdo reconhecidos pelo mesmo receptor e interagem com o
sensor quinase periplasmatico. O sensor quinase QseC é parte do sistema de dois
componentes QsBC e regula genes relacionados ao flagelo. Hipoteticamente, outro
sistema reconhece o sinal e ativa transcricdo de genes codificadores do sistema de
secrecdo tipo Il (LEE). QseA regula LEE por ativar transcricdo de LEE1l. Fonte:
Walters e Sperandio (2006) [64].

O sistema QS mediado por &ladicionalmente utiliza horménios humanos
como sinalizadores. O receptor periplasmatico do sistema Al-3 foi recentemente
caracterizado enk.coli e é conhecido como o complexo QseBC QseC é um sensor
quinase e QseB é o regulador de resposta, que ao ser fosforilado, altera a transcricao de
genes de viruléncia [5]. O sistema Al-3 é essencial na patogénese de infecgbes por
coli enterohemorragicaSalmonellalyphimurium [5].

SalmonellaTyphimurium codifica ortélogos degseBCe gseEF de E. coli
0157:H7[42]. Estudos recentes indicaram que QseBCSdkmonellaTyphimurium
influencia na viruléncia sistémica em camundongos, colonizagdo em suinos e induz a

motilidade por norepinefring?2].

22



3. Caracteristicas do sistema QS

Em muitos micro-organismos de interesse biotecnoldgico, a funcdo do sistema
QS é complexa e pouco esclaredigiz]. Pesquisas buscam elucidar a funcionalidade do
sistema QS, porém surgem mais questionamentos do que resfps@S. esta
envolvido no estabelecimento de competéncia, esporulacédo, sintese de antibioticos,
inducéo de fatas de viruléncia, diferenciagéo celular, efluxo de nutrientes e eventos
fisiologicos relacionados a infec¢do bacteriana. Além da sobrevivéncia intraegpécies
diferenciacdo em populacdes bacterianas, o sistema QS também participa de relacdes
interespecificas entre competidores e simbidi3&s

De acordo com alguns microbiologistas, o0 QS evoluiu simplesmente guquie
as bactérias coordenarem o comportamento do grupo e comportarem-se commaosganis
multicelulares. Entretanto, o papel das moléculas sinalizador&3Sdea comunicacao
célula-célula é ainda questionado. Sugere-se que os autoindutoieadoncomo sondas
para provimento de informa¢des sobre as propriedades do ambientednpadéatélulas
individuais [46]. As vias de sinalizacdo podem ter evoluido por outras razdes, além da
sinalizacdo celular, ou podem ter adquirido novas funcdes desde que fabeleeglas
[28].

Na tentativa de compreender o alcance desse sistema de sinalizacdo, dado o
impacto do QS na patogénese bacteriana, funcbes diferentes da comunicacéo
dependente da densidade populacional foram propostas para os Als, porém nada foi
comprovado. A analise das propriedades das moléculas Als demonstram caracteristicas
que propiciam diferentes funcbes além da sinalizacdo celular, como quelantes de ferro,
antibidticos e propriedades que resultam na alteragdo da membrana [50]. E possivel que
os diferentes Als usados como mediadores dos trés sistemas QS possam apresentar uma
das funcdes descritas anteriormente ou adquoirmodificacdes ap0s serem secretados
e assim, assum@m varias funcbes, simultaneamente. Dessa forma, certos micro-
organismos tornam-se mais competitivos para sobre@rverse adaptarem a ambientes
diversos [50].

Micro-organismos requerem ferro para crescer e a aquisi¢cao do ferro € dada por
sistemas transportadores mediante quelantes de alta afinidade ou sideréforos.
Moléculas sinal de quinolona presentes dPseudomonasaeruginosa (PQS)
correspondem a Als de QS e apresentaram funcdo de quelante [11,16]. Al-1, Al-2 e
peptidios sinalizadores sao relativamente soliveis em agua, quando secretados
difundem livremente entre as células e sua passagem esta relacionada com alteracao da

fluidez de membrana. Similarmente aos antibidticogl-d produzido por bactérias
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gram-negativas e seu derivado acido tetramico mostraram acdo bactericida contra
bactérias gram-positivas e, embora o0 modo de acdo ainda ndo tenha sido esclarecido,
sugere-se funcado como préton ionéforo para causar lise celular [50].

Estudos recentes questionam se o sistema QS corresponde a regulacdo de genes
apenas quando se atinge alta densidade populacional [41,46,50]. Uma nova visao do
sistema QS propde que a difusdo pode ser a chave da regulacdo dos processos mediado:
por Als. Por exemplo, no estado de competéncia natufdaddus e Streptococcusa
capacidade de absorcdo do DNA é regulada por Als e, este estado € dependente da alta
densidade populacional. No entanto, Als Rlesubtilistambém regulam funcdes de
secrec¢do, incluindo tensoativos e antibioticos, e o estado de competéncia poderia refletir
sua capacidade de aumentar a disponibilidade de DNA ao invés de uma necessidade de
acdo em grupo. Da mesma forma, o estado de competéncia estimulado pon Als
Streptococcus mutartambém estimula a formacéo de biofilme e a resisténcia a acido,
sugerindo que a absorcdo de DNA é parte de um conjunto de adaptacdes ambientais,
ainda pouco compreendidas &tneptococcuft6,69].

Os diferentes sistemas mediados por Als demonstram caracteristicas que foram
explicadas como adaptacbes para a comunicacdo, mas pode ser resultado do
sensoriamento ambiental. Muitos organismos usam dois ou mais Als diferentes, que
geralmente diferem em propriedades fisicas e assim, podem transmitir diferentes
informac@es sobre o meio ambiente [46,69].

Fuqua e colaboradores, em 1994 [19], denominaram a regulacdo da expressao
génica em funcao da densidade populacional como QS, porém, o mesmo pesquisador
discutiu, mais tarde, qual a melhor denominacao para esse sistema, pois muitas questoes
ainda permanecem sem respostas e pesquisas confirmam outras funcdes independentes
da densidade populacional J41Diferentes termos ja foram propostos como
demonstrado na Tabela 1. Isto sugere que, provavelmente, esse sistema participe de
outras funcdes até mesmo aquelas diferentes da comunicacao celular.

Uma funcdo, além da comunicacdo celular, envolve o dex® que é
fundamental na ciclagem do grupo metil. Essa funcdo é essencial para o metabolismo
celular e ndo para comunicacdo celular. Sendo assim, Platt e Fuqua (2010) [41]
sugeriram estudos para avaliar se a interacdo celular € fundamental para regular
fendtipos por meio do sistema QS.

Entretanto, ainda ndo estd completamente elucidado como a comunicacao
celular ocorre nas bactérias. Pesquisas sobre a sinalizacdo baseada em AHLs mostram
que esse sistema € muito comum. Os tipos de moléculas potenciais que as bactérias
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produzem e as quais respondem para se adaptarem em seu ambiente, incluindo
ambientes competitivos, ainda sdo pouco exploradas e o numero de moléculas
sinalizadoras identificadas € crescente [29]. Embora o regulon QS tenha sido
caracterizado em varias espécies de bactérias e represente até 10% do genoma em

algumas espécies, sendo desconhecida funcao deste sistema em muitos organismos [34].

Tabela 1. Nomes propostos para diferentes fatores que influenciam na
concentracdode moléculas Als de QS. Fonte: Platt e Fuqua (2010) [41].

Nomespropostos Fatorenfatizado
Relativo a localizacdo espacial das células
Quorum sensing Densidadepopulacional local
Positional sensing Organizagdoespacial das células
Cluster sensing Organizacao espacial e distribuicdo das células no mi
Processos de difusdo
Diffusion sensing Taxas de difusdo
Compartment sensing Difuséo limitada devido a empecilhos fisicos do meio
Confinement-indiced sensing Difusao limitada devido a empecilhos fisicos do meio
Posicionamento espacial de células e processos de difusédo
Efficiency sensing Densidade populacional local e taxas de difuséo
Cumulative gradient sensing Acumulo de Al determinado pela densidade de cél

taxa de producgéo e taxa de difusdo
Condi¢des ambientais
Diel sensing Estabilidade de Al devido a condigbes do pH do meio

Nas ultimas décadas, muito se aprendeu sobre os mecanismos utilizados pelas
bactérias para se comunicar e controlar caracteristicas de viruléncia. Ainda assim, novas
moléculas e seus efeitos sobre viruléncia microbiana continuam a ser descébertas.
evidente que a interface entre deteccdo de quorum e viruléncia bacteriana representa
uma area promissora de pesquisas a partir da quas@eticazes drogas podem surgir
[4].

Na maioria dos ambientes, as bactérias sdo encontradas em comunidades mistas
e, portanto, sinais produzidos por uma dada espécie podem ser detectados por outras
espécies que compartilham o mesmo nicho ecolddicdMoléculas sinalizadoras séao
importantes para fortalecer a bactéria por meio da regulagdo de genes que resultam em
mudanca no estilo de vida e aumento de viruléncia, desta forma, a bactéria sera capaz de

vencer as barreiras e competidores.
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4. Biofilme e guorum sensing

A formacdo de biofilmes poSalmonellaé uma importante estratégia de
sobrevivéncia em diversos ambientes, induz infec¢des cr@i€ama possivel forma
de colonizar organismos hospedeiros [25].

Os biofilmes podem ser definidos como conjuntos de micro-organismos
envoltos em uma matriz extracelular de substancias poliméricas, que funcionam como
um consorcio cooperativo e representam a forma de vida microbiana predominante no
planeta [32,68]. Essas comunidades protegem 0s micro-organismos em ambientes hostis
e garantem 0 acesso aos nutrientes para a sobrevivéncia [20]. Fazem parte dessa
definicdo, agregados microbianos presentes em interfadepiiaio, liquido-liquido e
agregados flutuantes como flocos ou granulos. Apesar de essas estruturas serem
geralmente associadas a finos filmes microbianos com espessuras da ordem de
micrébmetros ou milimetros, alguns biofiimes podem atingir varios centimetros [68]
Pesquisas recentes sobre biofilme em habitat bem como em modelos definidos em
laborat6rio revolucionaram a ciéncia da microbiold8&.

Na maioria dos biofilmes, os micro-organismos sao responsaveis por menos de
10% da massa seca, enquanto a matriz pode ser responsavel por mais de 90%. A matriz
extracelular € um material, geralmente produzido pelos préprios organismos, no qual as
células do biofilme estéo inseridas. A matriz € composta por um agregado de diferentes
tipos de biopolimeros conhecidos como substancias poliméricas extrase{HRE)
[18,20,57].

A formacéo de biofilme permite um estilo de vida que é totalmente diferente do
estado plancténico. Embora as interacbes moleculares dos varios polimeros secretados
ndo estejam definidas, varias funcdes dos EPS tém sido determinadas, demonstrando
vantagens para o modo de vida em biofilme. As vantagens da permanéncia das células
bacterianas em biofilmes s&o numerosas, principalmente no que se refere a protecao
contra agentes agressivos como sanitizantes, antibidticos, a radiacdo UV e a
desidratacédo [21,57,58].

Estruturas extracelulares bacterianas, cquin flagelos e fimbrias podem
estabilizar a matriz extracelular, bem como as vesiculas de membrana derivadas de
membranas externas de bactérias gram-negativas que podem conter uma série de
enzimas e DNA capazes de alterar as propriedades da {BatB8]. Estas vesiculas
muitas vezes sao liberadas para iniairfformacdo de biofiimes de organismos

concorrentes [57].
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Em geral, a formacédo de biofilme é dividida em duas fases, seagam a
adesdo das bactérias a superficie do substrato (fase de adesdo) e continua com a
proliferacdo e diferenciacdo das células aderidas (estagio de maturagdo). Do ponto de
vista da biologia molecular, estas duas fases sédo controladas por adesinas de superficie e
por meio de vias de sinalizacdo da comunicacao célula-céljla [21

Os biofilmes podem ser espessos, homogéneos ou podem ser constituidos de
estruturas complexas em forma de pilares com canais que permitem o influxo de agua e
de nutrientes e o efluxo de metabdlitos [13,15,32].

A formacado de biofilme é um processo determinante na viruléncia de muitas
infeccdes bacterianas, pois resulta em aumento significativo da resisténcia das bactérias
aos antibidticos e as defesas do hospedeiro. A estratégia de resisténcia as drogas
utilizadas pelas células sésseis € diferente das adotadas pelas células plancténicas.
Biofilmes de patdégenos tém atraido muitas pesquisas no campo da medicina e da
industria alimenticia devido aos riscos potenciaigesisténcia antimicrobiana e a
producéo de fatessde viruléncia [13].

Para sobreviver a diversas condicfes ambientais, espéciesaldmnella
formam biofilmes em uma variedade de superficies bidticas, como em superficie das
plantas, células epiteliais e calculos biliares, e em superficies abidticas, como cimento,
plastico, vidro, borracha e aco inoxidavel, causando graves consequéncias econdmicas e
de saude [58]. Os soroearde Salmonellasdo diferenciados em morfotipos de acordo
com a capacidade de formacao de biofilme. Assim, o morfotipo RDAR forma colbnia
vermelha, seca e aspera quando cultivado em meio contendo vermelho Congo e, ou
peliculas na interface ar-liquidB8]. Estes fenotipos sdo caracterizados por uma matriz
extracelular constituida de fimbria, celulose e exopolissacarideos, o que resulta em
sobrevivéncia prolongada e aumento da resisténcia aos antimicrobianos em ambientes
dentro e fora do hospedeiis8].

Além disso, outros componentes estruturais sado importantes durante a formacgéo
do biofilme porSalmonella,como: curli, fimbrias, flagelos, celulose, acido colanico,
capsula e acidos graxos. Variacdes estruturais ocoerarbiofilmes formados em
diferentes superficies e sob diferentes condi¢cbes. Portanto, a formacdo de biofiime é
fortemente influenciada por diferentes sinais ambientais, por meio de uma rede
regulatéria complexgb8].

As estruturas dos biofilmes em algumas espécies variam em fungéo de processos

nao-regulados pelas bactérias, como as forcas fisicas do fluxo. Entretanto, em outras
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espécies, essas estruturas podem variar em funcdo de processos regulados pela
disponibilidade de nutrientes ou por outros mecanismos como[53RS

Muitos trabalhos demonstraram que a formacdo de biofilmes é regulada
positivamente ou negativamente por sistema QS mediado pelos AlPtreeemplo,
foi demonstrado que os sistemas QSrdesinia pseudotuberculogi§], A. hydrophila
[31] e Serratia liquefascienR9] regulam a formacgéo de biofilme. Foi demonstrado que
o sistema QS Cepl/CepR Berkholderia cepacidi111 regula a etapa de maturacéo do
biofilme [26]. Bn Staphylococcus aureu® geneagr, componente do sistema QS
mediado pelo Al-1, tem efeitos variaveis sobre a formacao do biofilme e, dependendo
do meio e das condicoes de fluxo, este gene é reprimido em biofilmes, mas esta
ativamente expresso em populacao dispersa [32]. A regulacdo da formacao de biofilme
por Al-2 foi demonstrada em patdgenos coi@almonella Typhimurium [59] e
Streptococcus mutarf33].

Prouty e colaboradores (2002) [42] descobriram que a inativacdo ddug&ne
de SalmonellaTyphimurium resultou em biofilme com células aderidas espalhadas com
pequena producdo de EPS na superficie de célculos biliares apés 4 dias de incubacao
enquanto a estipe selvagem apresentou biofilme mais denso. Jesudhasan e
colaboradores (20)Q27] demonstraram que a inativacdo do gene prejudicou a
formacao de biofilme em poliestireno. Analise de microarranjo revelou que muitos
genes de motilidade e relacionados com biofilme foram diferencialmente expressos nas
estirpes selvagem e mutaet@ luxSde Salmonellalryphimurium [27].

Considerando que a formacdo de biofiilme est4d associada a resisténcia
bacteriana, muitos pesquisadores vém desenvolvendo drogas que visama inibir
formacdo destas estruturas por patdégenos [13,18]. Muitos desses inibidores séo
produzidos por outros micro-organismos Vvisto que competidores desenvolvem
mecanismos para desarmar o sistequnarum sensingge ganhar a competicdo [17]
Inibidores do sistemguorum sensingcomo enzimas capazes de hidrolisar a molécula
sinal e analogos de molécula sinal foram identificados em organismos procariotos e
eucariotos [17]. A utilizacdo de antagonistas e de enzimas que degradam moléculas
sinalizadoras € importante, pois, ao inibirem a cascata de transducao de girtalide
sensing podem reduzir a expressao de fatores de viruléncia e o desenvolvireento d
biofilmes [53]. Esses compostos que inibem o sistgpmaum sensingonstituem uma
nova geracao de agentes antimicrobianos com aplicagdes em muitos campos, incluindo

medicina humana e veterinaria, agricultura, seguranca e deterioracédo de alimentos [53].
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No mecanismo de interrupcdo do sistermgaorum sensip moléculas
antagonistas podem se ligar aos reguladores de respagiarden sensingmpedindo
a ativacdo dos mesmos. A alga marinha vermdledisea pulchadesenvolveu
mecanismo de defesa para impedir que sua superficie fosse colonizada por bactérias e
produz furanonas halogenadas como antagonistas de AHLs [22]. Por apresentar
estrutura similar a das AHLs, as furanonas halogenadas sdo capazes de se ligarem a
proteina do tipo LuxR e, com isso, inibir a ativagdo da mesma pela AHL [44]. Givskov
e colaboradores (1996) [22] verificaram que furanonas halogenadas interferem no
sistemaquorum sensinge afetaram a motilidade deerratia liquefaciensO efeito
inibitorio das furanonas na formacao de biofilmes, mas ndo no crescimeHtfria
alvei 071, também foi constatado por Viana e colaboradores (2009) [63].

Rasmussem e colaboradores (2005) [44] avaliaram o potencial de inibicdo do
sistemaguorum sensingor 53 compostos, divididos em extratos de plantas ou ervas e
compostos quimicos puros. Dentre as substancias avaliadas, as mais efetivas foram o
extrato de alho e o 4-Nitro-piridimd-oxido. Ambos 0s compostos mostraram
especificidade por genes de viruléncia reguladogjporum sensingm Pseudomonas
aeruginosa por analise de microarranjo de DNA. Eles também reduziram
significativamente, a tolerancia do biofilme ¢ aeruginosaao tratamento com
tobramicina, assim como a virulén€@aenorhabditis elegans

Compostos sinteticos também podem ter acdo sobre o sigtemam sensing
Segyundo Riedel e colaboradores (2006) [47], antagonistas de AHLSs sintetizados a partir
da solucdo de &ert-butil)-1-metilprazol-5 carbonil clorido, diminuiram a atividade
proteolitica deBurkholderia cenocepacjgpor meio da inibicdo do sistengaiorum
sensing

Muitos trabalhos tém demonstrado que a formagéo de biofilme é regulada por
guorum sensing a partir dessa informacéo buscseestratégias para interromper esse
mecanismo de comunicacdo em diferentes areas, com destaque em industria de
alimentos, visando alimentos microbiologicamente seguros e com maior vida de

prateleira [4,42].
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CAPITULO 02

Avaliacao dos genes envolvidos no sistergaorum sensing de Salmonella enterica
Enteritidis PT4

Capitulo formatado segundo normas da revi

Archives of Microbiology

Resumo

Salmonellasp. esta entre os principais agentes causadores de doengas de origem
alimentar e, dentre os sorovares mais frequentemente envolvidos emdastisam-se
SalmonellaTyphimurium eSalmonellaEnteritidis. Alguns fendétipos relacionados ao
aumento de resisténcia a drogas e ao aumento da viruléncia foram reconhecidos como
regulados pelo mecanismo deorum sensindQS) emSalmonella entericaorovar
Typhimurium. Neste estudo, foi caracterizado o mecanismo de QS mediado pelos
autoindutores (Als) 1 e 2 no patdgeno hum&8atmonella entericaorovar Enteritidis
PT4. A andlise da sequéncia de nucleotideos da proteina reguladora de resposta do QS
mediado pelo Al-1 (SdiA) demonstra a conservacado do gdifeneste sorovar. O
modelo da regulacdo do QS mediado pelo Al-2 foi identificado Saimonella
Enteritidis, apds a identificacdo e posicionamento dos genes no genoma. A elucidacéo
dos mecanismos de QS mediados por Al-1 e Al-2Saimonella entericaorovar
Enteritidis possibilitard o desenvolvimento de novas estratégias de controle deste

patdégeno, ao caracterizar novos alvos para drogas antimicrobianas.

Palavras-chave SalmonellaEnteritidis,quorum sensingAl-1 e Al-2.

1. Introducéo

Salmonellaspp. fazem parte da familia Enterobacteriaceae e sdo agentes causais
de uma ampla variedade de doencas em seres humanos e animais, incluindo febre
entérica e gastroenterite (Gunn 2011). As infec¢cbes mais frequentes causadas pela
ingestdo de alimentos contaminados Safmonellaresultam em gastroenterite e séo
causadas pofSalmonella entericasorovar Typhimurium e, ou sorovar Enteritidis
(Ahmer e Gunn 2011; Gunn 2011; Hilbert et al. 2012).
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Os prejuizos econdémicos associados as infeccoeSaloronellatém atraido
cada vez mais atencdo dos paises desenvolvidos, em particular nos Estados Unidos,
Canada e paises da Europa, embora o impacto possa ser bem maior nos paises em
desenvolvimento, para o0s quais existem poucos dados disponiveis. Os custos
financeiros ndo sdo apenas associados a investigacdo, prevencao e tratamento de
doencas humanas, mas também a manutencdo de condi¢Bes sanitarias adequadas en
toda a cadeia de produgdo de alimentos e afetam, tanto os setores publico quanto o
privado (Sockett 1991).

O sistema de sinalizacdo dependente da densidade ocglidarm sensingQS),
foi descrito por Nealson e Hastings (1979) ao relatarem o fenétipo de bioluminescéncia
produzida porVibrio fischeri Mais tarde, este mecanismo de comunicagéo celular
dependente de quorum foi caracterizado em muitas outras espécies de bactérias. Neste
sistema, as células sdo capazes de monitorar a presenca de outras bactériad@o seu re
pela producdo e resposta a moléculas sinalizadoras de baixa massa molecular
denominadas autoindutores (Als) (Fuqua et al. 1994; Taga e Bassler 2003).

A comunicacao intracelular mediada pelo QS é usada para regular uma ampla
variedade de processos na comunidade bacteriana (Miller e Bassler 2001, Ng e Bassler
2009), incluindo formacéo de biofilme (Inhulsen et al. 2012), resisténcia a antibidticos
(Dieppois et al. 2012), indu¢do de fatores de viruléncia (O’Grady, Viteri e Sokol 2012),
diferenciacdo celular e fluxo de nutrientes, defesa coletiva contra outros micro-
organismos competidores ou contra mecanismos de defesa do hospedeiro eucarioto
(March e Bentley 2004), além de otimizar a sobrevivéncia da populacdo por meio da
diferenciacdo em formas morfolégicas melhor adaptadas as adversidades ambientais,
dentre outros eventos fisiol6gicos da bactéria (Swift et al. 2001; Williams, 2007).

O sistema QS tem sido estudado extensivamente em bactérias patogénicas e
deterioradoras, objetivando-se elucidar quais os mecanismos envolvidos na regulacao de
processos infecciosos e aqueles envolvidos na deterioracdo dos alimentos (Bai e Rai
2011). No génerdSalmonella,o sistema de QS é mais estudado Saimonella
Typhimurium, porém acredita-se que os diferentes sorovareSattaonella spp.
também possuam os mesmos sistemas de QS identificados neste sorovar (Halatsi et al
2006).

O primeiro sistema de QS eBalmonellaspp. é incompleto por ndo codificar o
homélogo da sintase de Al-1, denominado Luxl e apresentar apenas a proteina
reguladora de resposta (SdiA), homéloga a LuxR (Ahmer et al. 1998). A atividade de
SdiA em SalmonellaTyphimurium foi detectada no intestino de tartaruga colonizada
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por Aeromonas hydrophildSmith et al. 2008) e em camundongos colonizados por
Yersinia enterocolitica(Dzsel et al. 2010). Ambas bactérias sédo patogénicas e
produtoras de Als. Nestas situacdes de compet®d@monellaTyphimurium presente

no intestino destes animais e contendo a proteina reguladora de resposta do QS,
intercepta e decodifica a mensagem de competidores mediada por Als para desenvolver
estratégias para sobrevivéncia e para vencer a competicdo (Sperandio 2010; Ahmer e
Gunn 2011).

O segundo sistema de QS conhecidoSaimonellaé mediado pelo Al-2, cuja
internalizacdo é dependente de um transportador ABC Phiding cassejenomeado
de transportador Lsr. O operdar contém sete genessrACDBFGE sendo sua
transcricédo induzida por Al-2 (Taga et al. 2001; 2003; Byrd e Bentley 2009).

O terceiro sistema QS presente Saimonellaspp. € mediado pelo Al-3, mas é
pouco conhecido. Este mecanismo de comunicacdo apresenta caracteristicas em comum
ao que utiliza o Al-2, porém ao contrario do Al-2, o sistemaé@8diado por Al-3
também utiliza hormdnios humanos, adrenalina e noradrenalin® sinalizadores
(Walter e Sperandio 2006).

Devido ao impacto do QS na patogenicidade microbiana existe um grande
interesse em desenvolver sistemas para interromper ou manipular o processo de
sinalizacdo célula-célula a fim de alterar comportamentos regulados por QS. H& uma
demanda crescente por estudos a fim de melhor compreender processos e fungdes
mediados pelas moléculas autoindutoras do QS (Schertzer, Boutlete e Whiteley 2009).

A caracterizacdo do QS tem revelado diferentes niveis evolutivos de
conservacao para trés sistemas de comunicacdo entre as bactérias. Genes codificadores
dos sistemas QS mediados pelos Al-1, Al-2 e Al-3 ndo sdo totalmente conse&rvados
apresentam variagdo dentro da mesma espécie. Este fato sugere perdas ou ganhos de
genes supostamente por meio do mecanismo de transferéncia horizontal de genes (Lerat
e Moran 2004). No entanto, a conservagcao de sequéncias de genes envolvidos no QS
pode ocorrer dentro do mesmo género de bactérias e, até mesmo, entre bactérias
pertencentes a uma mesma familia (Gray e Garey 2011).

O conhecimento das relagdes nivel molecular, entre as espécies é essencial
para muitas inferéncias em biologia e tem-se despendido um esfor¢o proporcionalmente
grande em reconstruir esta relagdo dentre os organismos de estudo (Mcquiston et al.
2008). Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar o sistema QS de
SalmonellaEnteritidis PT4 mediados pelos Als 1 e 2 e realizar a andlise comparativa de
sequéncias de nucleotideos codificadores da proteina reguladora de resposta do
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mecanismo QS mediado por Al-1 (proteina SdiA), visando encontrar relacbes

interespécies, géneros e, ou entre diferentes sorovares.

2. Materiais e Métodos
Bactérias e condi¢cBes de cultivo

A estirpe bacteriana de estu®almonella entericgorovar Enteritidis fagotipo
PT4 578, foi isolada de peito de frango e cedida pela FIOCRUZ (Fundagcdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brasil). As outras estirpes utilizadas fokanhydrophila
069(controle positivo para producdo de AHL) e a bactéria monitora de QS mediado pelo
Al-1(AHL), Chromobacterium violaceu@V026. Os estoques das culturas de bactérias
foram feitos em caldo Luria Bertani (LB) (triptona 1 %, extrato de levedura 0,5 % e
NaCl 0,4 %), pH 7,4, contendo 33 % de solucdo de glicerol 50 em agua esterilizada e
congelado &80 °C. Antes de cada experimento, as células foram reativadas em caldo
LB ou caldo LB acrescido do antibiético especifico, quando necesséario, com incubacao
a 37 °C par&almonellae 30 °C par&\. hydrophilae C. violaceumpor 18 h.

Caracterizacao da producao de AHL

A estirpe deSalmonellaEnteritidis PT4 578 foi incubada em 260 de caldo LB
a 37 °C, por 24 h. Em seguida, foi centrifugada a 10 @@dr 10 min em micro
centrifuga Sorvall (modelo MC12V, Dupont, EUA). A extracdo de AHL do
sobrenadante foi feita segundo Ravn e colaboradores (2001), com modificacdes. O
sobrenadante foi vertido em funil de separagao, acrescido dal2fi acetato de etila
acidificado com acido formico 0,5 % e, posteriormente, homogeneizado, seguido de
tempo de repouso para separar as fases. Estes dois ultimos procedimentos foram
repetidos trés vezes. A fase organica foi retirada e adicionada novamente em funil de
separacao, acrescido de mais Pil0de acetato de etila e procedeu-se a repeticdo dos
procedimentos de agitacdo e repouso. A fase contendo acetato de etila foi retirada e
transferida para um Erlenmeyer esterilizado para ser concentrada em evaporador
rotativo (modelo Q344B, Quimis, Bras#l)42 °C para posterior ressuspensao enué00
de acetato de etila e congelameato20 °C. A estirpéA. hydrophila069 foi utilizada
como controle positivo para producédo de AHL e o procedimento de extracédo de AHL do

sobrenadante da cultura foi feito como descrito acima. ApOs obtencdo das moléculas
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sinalizadoras, as mesmas foram identificadas por meio de cromatografia em camada
fina (TLC).

Na andlise por TLC foram utilizados como padrdes, as seguintes AHLSs:
hexanoil homoserina lactona e N-butaridil-homoserina lactona (Fluka, Suica). Os
padrbes e as amostras foram aplicados em placas de cromatografia em camada fina de
fase reverséCis, RP 254s, Merck, Alemanha), medindo 20 x 20 cm, em volumes de 10
a 20ul. Os cromatogramas foram desenvolvidos no sistema de solvente metanol/agua
(60:40, v/v). Depois do tempo de corrida, o solvente foi evaporado e as placas secas
foram recobertas com a cultura da bactéria preparada como se segual gantaultura
de C. violaceum026 ativada por 24 h foram usados para inocularr@08e agar LB
0,65 %. ApOs homogeneizacdo, a cultura foi espalhada uniformemente sobre a
superficie da placa emoldurada com uma protecdo para impedir o derramamento do
agar. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 37 °C por 16 a 24 h, em
um recipiente plastico umidificado, devidamente fechado (Ravn et al. 2001; Christensen
et al. 2003). Neste ensaio, a producdo de violaceinaCpaolaceumresultou em
manchas de coloracao violeta nas placks considerada como resultado positivo para
a presenca de AHLs (Shaw et al. 1997).

Efeito da adicdo de AHL sobre o crescimento d8almonella Enteritidis PT4

O efeito de AHLs sintéticas no crescimentoSmonellaEnteritidis PT4 578
foi avaliado pelo ensaio em microplacas, utilizando-se o caldo LB. A eSatp®nella
Enteritidis PT4 578 foi cultivada por, aproximadamente, 18 h a 37 °C, sob agitatéo. E
10 ml de caldo LB, em seguida, as células foram coletadas por centrifugacdo em micro
centrifuga Sorvall (modelo MC12V, Dupont, EUA), a 4.300 por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o centrifugado ressuspendido eninde, Solucdo salina
0,85 % e, novamente centrifugado na mesma velocidade e tempo. Apds essa etapa,
descartou-se o sobrenadante e a densidade 6ptica das células foi padronizada de forma a
se obter uma populacdo equivalente & WEC ml™. Um volume de 2Qul dessa
suspensao foi adicionado a 180 de caldo LB distribuido em microplacas de
poliestireno de 96 pocos e acrescido de concentracdes de 100 nM das diferentes AHLS:
N-hexanoilhomoserina lactona (Flukda)-octanoil homoserina lactona (Fluka)-
decanoil homoserina lactona (SigmaNalodecanoil homoserina lactona (Fluka).
microplaca foi incubada a 37 °C, sem agitacdo. A densidade 6ptica foi determinada a
630 nm Leitor de Elisa VERSA MAX (Molecular Devices, Califérnia, EUA) de 30 em
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30 min até atingir a fase estacionaria. Esse experimento foi realizado em oito réplicas e

trés repeticoes.
Touchdown PCR para amplificacdo dos genes de QS mediado pelos Als 1 e 2

A caracterizacdo do sistema QS &almonellaEnteritidis PT4 578 foi feita
baseada na extrapolacdo das informacdes elucidaddalmenellaTyphimurium. A
extragcdo do DNA gendmico dgalmonellaEnteritidis PT4 578 foi realizada por meio
do kit Wizard® Genomic DNA PurificatioifPromega). Quatro programas tuchdown
PCR segundo Korbie e Mattick (2008) foram criados para amplificacdo dos 11 genes
pertencentes ao mecanismo de QS mediados pelo Al-1 e ABald®nellaEnteritidis
PT4 578, identificados inicialmente eSalmonellaTyphimurium (Taga et al 2003),
operonlsr (10 genes) esdiA. Os pares de oligonucleotideos (Tabela suplementar 1)
foram construidos com base no genoma S#monella Enteritidis PT4 P125109
depositado no GenBank (Acesso NC_011294.1) por Thomsom e colaboradores (2008) e
Salmonelld@yphimurium LT2 (Acesso AE_006468). O programaTarichdownPCR
se baseia em trés fases, a primeira fase constituida de uma etapa de desnaturacéo a 9t
°C (3 min), seguida por outra etapa de desnaturacéo a 95 °C (30 s), etapa det@anelame
com um acréscimo de 10 °C da temperatura de anelamento (Tm) desejada, finalizando
com uma etapa de extensdo a 72 °C (70 s), repetindo os passos por 10 vezes. A segunda
fase é caracterizada de uma etapa de desnaturacdo a 95 °C (30 s), seguida por uma
sequéncia de ciclos de anelamento da Tm desejada acrescida de 5 °C até Tm desejada
por 40 s, diminuindo 1 °C a cada ciclo por 6 ciclos consecutivos e um ciclo de extensao
de 72 °C (70 s). Quando a Tm desejada € atingida, o ciclo € repetido 19 vezes. A
terceira fase corresponde ao um ciclo a 72 °C (5 min). Os programas foram
diferenciados pelas Tm desejadas, 48 °C, 50 °C, 56 °C e 59 °C. As reacdes de PCR
foram executadas com um volume de 25 pl contendo 100 ngde DNA, 1 pl de cada
oligonucleotideo, direto e reverso na concentragdo de 10 pmol, 12,5 ul de GOTaa
Colorless Master Mix (Promega, USA) e 9,5 ul de H,O. Os produtos obtidos por PCR
foram purificados com kiwizard® SV gel and PCR Clean-upsystéRromega) e

enviados para sequenciamento na Macrogem In, na Coréia do Sul.
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Analisesin silico
Modelo de QS mediado pelo Al-2

A fim de determinar se a organizacdo dos genes pertencentes ao sistema QS
mediado pelo Al-2 deSalmonellaEnteritidis PT4 578 € a mesma &almonella
Typhumirium apresentada por Taga e colaboradores (2001), os genes foram
amplificados por meio da técnid@uchdownPCR (descrita acima) e sequenciados. As
respectivas sequéncias foram identificadas no genon&aldeonellaEnteritidis PT4
P125109 (NC_011294) depositada por Thomsom e colaboradores (2008) com o auxilio
da ferramentaBlastN As posicdes e direcionamentos dos genes foram identificados
com auxilio da ferramentaraphics disponivel no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para genomas sequenciados.

Andlise filogenética do genediA (QS mediado por Al-1)

Uma analise filogenética foi realizada com o objetivo de comparar sequéncias
nucleotidicas codificadoras da proteina reguladora de resposta de QS, SdiA, de sistemas
QS As sequéncias foram obtidas no banco de dados GenBank na pagina do NCBI. As
espécies de bactérias seguidas de seus respectivos numeros de ac€ssobsiuier
freundii 4747CFAA (ZP_09336017.1); Citrobacter koseri ATCC BAA895
(YP_001452611.1),Citrobacter rodentiumICC168 (YP_003365526.1)Citrobacter
youngae ATCC 29220 (ZP_06352425.1); Cronobacter turicensis Z3032
(YP_003210982.1), E. coli BW2952 (YP_002926921.1); E. coli DH1
(YP_006129257.1). coliE101 (EH_0O00167.1E. coli0103 H2 (YP_003222098.1);

E. coli O55H7 CB9615 YP_003499911.1)E. coli TW14359 (YP_003078403.1);
Enterobacter cloacaeATCC 13047 (YP_003611882.1nterobacter hormaechei
ATCC 49162 (ZP_08498664.1)Erwinia billingiae Eb661 (YP_003740953.1);
Klebsiella pneumonia®GH 78578 (YP_001336067.1F,antoea ananatitMG 20103
(YP_003519711.1)Salmonella bongorNCTC 12419 (YP_004730634.1$almonella
Choleraesuis SCSA50 (ZP_09760028xImonellaDublin SD3246 (ZP_09763785.1);
Salmonella Dublin  CT02021853  (YP_002215136); Salmonella Agona
(YP_002146073); Salmonella Enteritidis P125109 (YP_002243187)Salmonella
Gallinarum (YP_002226156); Salmonella Heidelberg B182 (AF_H45905.1);
Salmonella Heidelberg SL476 (YP_002046001)Salmonella Newport SL254
(AC_F63987.1); Salmonella Paratyphi A (YP_150210);Salmonella Paratyphi C

(YP_002637347); Salmonella Schwarzengrund (ZP_02664244);Salmonéa
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Schwarzengrundstr CVM19633 (YP_002114983gIlmonellaTyphi (CA_D05699);
SalmonellaTyphi Ty2 (NP_804754)SalmonellaTyphimurium LT2 (NP_460903);
SalmonellaTyphimurium SL1344 (YP_005181773higella boydii(YP_001879705);
Shigella sonne(YP_310157) Yokenella regensburgdATCC 43003 (ZP_09390474).
Além das sequéncias de nucleotideos de espécies retiradas do GenBank, também foi
utilizada a sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina SdiA a partir do DNA total
extraido do isolado de estud®almonelleéEnteritidis PT4 578.

O alinhamento manual destas sequéncias de nucleotideos foi realizado no
programa Mega 5.0 (Kumar et al. 2008; Tamura et al. 20d4ayordo com a sequéncia
de aminoéacidos traduzida que corresponde a proteina SdiA.

A andlise filogenética foi realizada por meio do método de Neighbor-Joining
(NJ) (Saitou e Nei 1987) utilizando o modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura 2
parametros (seed=64238). O teste ndo-paramétriboastrap(Felsenstein 1985) com
100.000 réplicas foi utilizado para estimar a robustez de cada ramo interno da arvore,
uma vez que oferece suporte estatistico, indicando a confiabilidade dos dados da

analise.

3. Resultados e Discusséo
Quorum sensing em Salmonela Enteritidis PT4 578

Por meio da ferramentBlastN ndo foi encontrado gene homadlogdual no
genoma deSalmonella Enteritidis PT4 578. Foi feita uma PCR com pares de
oligonucleotideos para homaologosldel das enterobactérias. alvei, A. hydrophhila
E. cloacaee nenhum fragmento de DNA foi observado em gel de agarose 1,5 % (dados
nao mostrados). Estes resultados indicam faknonellaEnteritidis PT4 578 nao
apresenta sintase de Al-1. A confirmagdo da auséncia de produg¢do da molécula sinal
(Al-1) no isolado em estudo foi realizada por meio de TLC (Fig. 1). Observou-se que
SalmonellaEnteritidis PT4 578 ndo produziu Al-1 detectado pela bactéria modtora
violaceum(Fig.1).

O sistema incompleto de QS mediado pelo Al-1 foi inicialmente descrite. em
coli, que ndo possui a sintase do Al-1 e a Luxl, que € a proteina homodloga a LuxR, foi
denominada de SdiA (Sitnikov et al. 1996). A presencasdid no genoma de
SalmonellaTyphimurium foi identificada por meio de andlises de alinhamento por
Ahmer e colaboradores (1998). Nao foi encontrado o gene homoldldgel ao
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genemo deSalmonellaEnteritidis PT4 578 e a confirmagcdo de que este sorovar nao
produz AHL n&o impede que o mesmo responda as AHLs produzidas por outros micro-

organismos.

Fig. 1. Cromatografia em Camada Fina (TLC) do extrato de AHLs obtido de
Salmoné#a Enteritidis PT4 éA. hydrophilacultivadas em caldo LB por 18 h revelada
com a estirpe monitor@. violaceumCV026. 1) Padrad-butanoil homoserina lactona
Imgml™ (6 pl). 2) PadradN-hexanoil homoserina lactona 0,1 mdg* (6 pl). 3) Extrato

do sobrenadante livre de células Alehydrophila069 (60pul). 4) Extrato do meio de
cultura (60ul). 5) Extrato do sobrenadante livre de célulasSdmonellaEnteritidis

PT4 (60ul).

Para avaliar se presenca de AHL interfere no crescimento SEmonella
Enteritidis PT4 578 foram feitas curvas de crescimento deste patdégeno na presenca de
diferentes AHLs. Observou-se que a concentracdo de 100 nM desta molécula

sinalizadora n&o afetou o crescimento bacteriano (Fig. 2).

44



D.O. 630 nm

OO i T ' T T T T T T T
05 15 25 36 45 55 65 75
tempo (h)

—— Controle = C6-AHL —— C8-AHL — C10-AHL —-— C12-AHL

Fig. 2. Crescimento d&almonellaEnteritidis PT4 por 7.5 h em caldo LB na presenca
das AHLs:N-hexanoil homoserina lactoni-octanoil homoserina lactonil-decanoil
homoserina lactonaM-dodecanoil homoserina lactona 100 nM.

Michael e colaboradores (2001) demonstraram que, dependendo da AHL
avaliada, concentracéo de 1 nM é suficiente para induzir a expresséo duligezra
Salmonella Typhimurium. A determinacdo de concentracdes de AHL que nao
interferem negativamente no crescimento do micro-organismo € importante® para
estudo de fendtipos regulados por este autoindutor, pois pode-se buscar fendtipos
estimulados por este sinal.

Os genes codificadores de produtos pertencentes aos sispSnaediados
pelos Al-1 e Al-2 foram identificados no genoma $i@monellaTyphimurium LT2
(AE_006468) e, por meio da ferramenBlastN o0s genes correspondentes em
SalmonellaEnteritidis PT4 P125109 (NC_01294) foram identificados. Por fim, os
mesmos genes foram identificados no isolado em estwadmoSella Enteritidis PT4
578 (Fig.3, Tabela 1). Os genes foram sequenciados e apresentaram identidade superior
a 99 % quando comparado as sequencias dos gen&aldeonellaEnteritidis PT4

P125109 (NC _01294).
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Fig. 3. Deteccdo dos genes pertencentes do sistema QS mediado por Al-1 e Al-2 em
SalmonellaEnteritidis PT4 578. Gel de agarose 1,5 % contendo fragmentos de DNA
gerados pela técnica deouchdownPCR ao amplificaros 11 genes pertencentes ao
mecanismo de QS mediado pelo Al-1 e Al-2 8almonellaEnteritidis PT4 578. 1)
Marcador DNAladder 1 Kb Gene Rulé! (Fermentas)2) Branco; 3ydeY 4) yneB;5)

Branco; 6)yneA; 7) egg 8) sen3870;9) ydeW 10) Branco; 11)JuxS 12) ydeZ 13)

ydeV, 14) Branco; 15%diA; 16) Branco e 1AneC.

Na literatura ha numerosas informacdes a respeito do sistema Q&reonella
Typhimurium. Muitas descobertas foram feitas e permanece a busca por maiores
esclarecimentos do mecanismo de QS nesse patdgeno alimentar (Soares e Ahmer 2011).
Ao analisar o genoma d&&almonellaEnteritidis PT4 P125109 (NC_01294) sequenciado
em 2008 por Thomsom e colaboradores, foi observada a presenca dedgene
codificador da proteina reguladora de resposta, SdiA. A identificacdo do mesmo gene
foi feita emSalmonellaEnteritidis PT4 578 e sua sequéncia apresenta 723 pb (Fig. 3-
canaleta?15). Acredita-se que SdiA é um sensor de AHLs produzidas por outras
espécies bacterianas, possivelmente no trato gastrointestinal de mamiferos como
descrito por Sperandio (2010) e por Ahmer e Gunn (2011).

SdiA regula positivamente doisci em SalmonellaTyphimurium, o operomck
e o0 operorsrgABC,presentes no plasmideo de viruléncia, o primeiro é responsavel por
aumentar a resisténcia a respostas de defesa do hospedeiro enquanto a verdadeira funcgac
do segundo operon nao foi esclarecida (Ahmer et al. 1998, Michael et al. 2001). Outro
possivel gene regulado por SdiA &rgE gene adquirido por transferéncia horizontal

com funcdo desconhecida (Sabag-Daigle et al. 2012).
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Tab 1. Pares de oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de genes dos sistem&&)8otella enteric&nteritidis PT4 578 (NC_01294),
baseados nas sequéncias dos genes do gend@adnttmnella entericdyphimurium e respectivas funcdes (Thomson et al. 2008).

Salmonella Salmonella Pares de oligonucleotideos Funcéo dos genes Identidade
Typhimurium  Enteritidis (nt)

sdiA sdiA D:ATTGTCGACAAATGATTTCTTCACCTGGCGACGC Proteina reguladora de divisi 99 %

R: ATTTCTAGATCATATCAGACCTGTCGCCGCA celular e proteina reguladora
resposta do sistema QS mediado
Al-1.

luxS luxS D: ATTGTCGACAAATATGCAATTCCTGCAGTTT Sintase do Al-2. 100%
R: ATTTCTAGAGCCATTATTAGATAGCTTCGCAGT

IsrA ego D: TGCAAATCAGTCACAATACTGC Proteina  putativa, sistema 99%
R: CTCCGACGCACCATGTTC transporte Abc, de ligacdo ao ATP.

IsrB yneA D: TGGCAAGACACAGCATTAAAA Proteina  putativa, sistema 99%
R: TCATATTTGTCGATATTGTCTTTGTTG transporte ABC.

IsrC ydeY D: TGTTGAAATTCATCCAAAATAACC Proteina putativa permeasse, siste 99%
R: TCATGCCACCTCTTTGTTTTT de transporte ABC.

IsrD ydeZ D: GATGAATCCATGGCGACGCTATAGC Proteina putativa de membrar 99%
R: TCATGCCTGATGCGCATTGCGA sistema de transporte ABC.

IsrE Sen3870 D: ACAGCCAGTTTGCCGGATTA Ribulose fosfato-3-epimeras 99%
R: TTATGCTGTGGAGGGTAAGAAA putativa.

IsrF yneB D: TGGCTGATTTAGATGATATTAAAGATG Aldolase putativa. 99%
R: CTTTCTCACTCAAAAACAGCTCAT

IsrG yneC D: TCCATGGCGACGCTATAGCTGG Proteina modificadora do Al-2. 99%
R: GCCTGATGCGCATTGCGACG

IsrK ydeV D: TTACAGGCCTGGCGCTTTCCA Acucar quinase putativa. 99%
R: TGGCTCGACTCTGTACCCATACTG

IsrR ydeW D: TTGAATTATTTTCCCTGCGGTTT Proteina reguladora putativa. 99%
R: ATGAGCGATAATACGTTGGTATCTG
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Contudo, segundo analisassilico da sequencia de nucleotideo, realizadas por esses
mesmos autores, sugerem que a proteina SrgE pode estar envolvida em sistemas de
secrecao tipo Il (Sabag-Daigle et al. 2012).

Os outros genes identificados no genomaSdénonellaEnteritidis PT4 578
(Fig. 3) pertencem ao sistema mediado pelo Al-2, dmxigcodifica sintase do Al-2 e
0s outros genes fazem parte de um operon responsavel por transportar o Al-2. A partir
da identificacdo dos genes do sistema Qs mediado pelo Al-2 foi feito um @studo
silico de posicionamento desses genes para predizer o modelo de organizacéo a partir do
genoma dé&almonellaEnteritidis PT4 (NC_01294) do GenBank.

Os genes pertencentes ao operon responsavel pelo transporte e modulacdo do
Al-2 foram identificados no genoma sequenciado S@émonella Enteritidis PT4
P125109 (NC_011294), na regido entre 4,1485 Mpb e 4,1585 Mpb. Essas informacdes
foram usadas para comparar com o modelo de sistema QS mediado pelo Al-2 em
SalmonellaTyphimurium proposto por Taga e colaboradores (2001). Concluiu-se que a
organizacdo deste sistema QS mediado peld &lgual nos dois sorovares (Fig. 4). O
modelo proposto par&almonellaEnteritidis PT4 578 também foi igual ao modelo
proposto paraa organizacdao do operoisr em E. coli (Taga et al 2001) e, estes
resultados mostram que o mecanismo mediado pelo Al-2 é conservado entre essas
espécies. A partir do modelo proposto sera possivel investigar se fenotipos regulados
por Al-2 emSalmonellaTyphimurium também tem a mesma regulacdoSatmonella
Enteritidis PT4 578.

O alinhamento dos genes 8almonellaEnteritidis PT4 feito com o genoma de
SalmonellaEnteritidis PT4 P125109 permitiu identificar genes de QS mediado pelo Al-
2 e confirmar a presenga de apenas uma copia, por meio da ferr@testhg no
genoma deSalmonellaEnteritidis PT4. Neste sorovar, o opetlen esta representado
pelos genegdeV, ydeW, ego, ydeY, ydeZ, yneA, yneB, gres@3870Fig. 4), genes
importantes por codificarem proteinas responsaveis pelo transporte e modulacao do Al-
2. Nesse sistema mediado pelo Al-2 também esta presente loxggregtuado em outra

porcao do genoma e codifica sintase do Al-2.
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Fig. 4. Modelo proposto para a possivel regulacdo do sistema QS mediado pelo Al-2,
em Salmonella Enteritidis PT4 578. O Al-2 (estrela) é sintetizado por LuxS e
acumulado no meio extracelular. A expressdo basal do sistema de transporte ABC
(YneA, Ego e YdeZ) codificado pelo operon presente neste esquema permite que alguns
Al-2 entrem no citoplasma, onde é fosforilado por YdeV. O Al-2 fosforilado induz a
transcricdo do operon por meio da inativacdo de YdeW. Altas concentracfes de Al-2
fosforilado é processado por YneB e YneC.

No sistema QS mediado petd-2, esta molécula sinal é sintetizada por LuxS e
liberada no meio extracelular. Altas concentracdes desta molécula no meio externo e
expressado basal dos codificadores do sistema de transporte ABC permitem a entrada do
Al-2 para o citoplasma. O sistema de transporte é formado por YneA, equivalente a
proteina LsrB, Ego equivalente a LsrA e YdeZ equivalente a IsrD, do ofserde
SalmonellaTyphimurium. A proteina YdeV que corresponde a proteina LsrK de
SalmonelaTyphimurium €& responsavel por fosforilar o Al-2 e, desta forma, essa
molécula pode agir como regulador transcricional, induzindo a transcricdo deste operon
por inativar YdeW, correspondente ao LsrR. A concentracdo do Al-2 é diminuida na
presenca de YneB e YneC, equivalentes as proteinas LsrF e LsrG, por mecanismos nao
elucidados. Nenhum produto dos outros genes pertencentes desse operon nao foi
relacionado diretamente ao sistema mediado pelo Al-2 e as suasipdaai@es estdo
evidenciadas na Tabela 1.
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No modelo proposto paisalmonellalyphimurium, a regulacéo de Al-2 é dada
pelo operonisrACDBFGE (Taga et al. 2001)Os quatro primeiros gendsrACDB
codificam os componentes de importagdo do Al-2. A fungdo dos outros trés genes
IsrFGE € desconhecida, entretanto analises das sequéncias nucleotidicas sugerem que
IsrF codifica uma aldolase (Taga et @003 O genelsrE € homologo arpe que
codifica ribulose fosfato isomerase (Taga et 28103). O gendsrG codifica uma
proteina conservada de fungcdo ndo conhecida (Taga&2608). O genésrR, localizado
upstreama IsrA codifica um repressor transcricional e é transcrito divergentemente do
operonlsr. LsrR reprime a transcricdo do opersn na auséncia do Al-2 e a presenca
do mesmo resulta em desrepresséo (Taga et al. 2001; Tagx#3IByrd e Bentley
2009).

Andlise filogenética do genediA (QS mediado por Al-1)

O relacionamento filogenético da sequéncia de nucleotideos da proteina SdiA é
representado na arvore consenso gerada pela analise de NJ (Fig. 5). Os valores ao lado
de cada n6 ancestral, posicionados da esquerda paraa doeespondem ao valor de
bootstrap Os ramos das arvores cujos valoresbdetstrapestavam abaixo de 80 %
foram omitidos. O motivo para tal € que valores abaixo de 80 % indicam uma baixa
confiabilidade dos dados com pouco suporte estatistico (Harada et al. 1995).

Estudo filogenético realizado por Case, Labbate e Kjelleberg (2008) mostrou
gue, de todos os genomas bacterianos depositados no banco de dados até 2008, 45
bactérias apresentavam homélogo a LuxR, porém ndo apresentavam a sintase de AHL
correspondente.

A fim de encontrar regides conservadas em sequéncias nucleotidicas do gene
codificador da proteina reguladora de resposta (homéloga a LuxR) e prever relacdes
interespécies, géneros e, ou em sorovares com a arvore obtida, optou-se por analisar um
grupo menor de bactérias e selecionou-se aquelas que apresdiftaissim, foram
analisadas sequéncias nucleotidicas do gene codificador da proteina SdiA de diferentes
espécies, géneros e sorovares de bactérias disponiveis no banco de dados.

A arvore obtida (Fig. 5) demonstra que as sequéncias nucleotidicas dos genes
que codificam a proteina reguladora de resposta, SdiA, apresentam-se conservadas
dentre os organismos do mesmo géndfatdrobacter, Escherichia, Salmonel&a
Shigelld baseado no suporte estatistico conferido pelos valorbealstrapacima de

80 % que precede a cada ramo.
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Fig. 5. Arvore filogenética obtida pelo método de Neighbor-Joining (NJ) utilizando
sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina SdiA de 37 isolados de bactérias
do GenBank e do isolado de estuSalmonellaEnteritidis PT4 578 (em realce). Ao

lado de cada n6 ancestral é evidenciado, da esquerda ara a direita, o baltutsuap

ao realizar 100000 réplicas. Valores de probabilidade abaixo de 80 % foram omitidos da
arvore. O modelo de substituicdo foi 0 Kimura 2 parametros.
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No entanto, entre os organismos de diferentes géneros ndo havia uma conservacéao da
sequéncia de nucleotideos da proteina SdiA, a excec@bigiellae Escherichiae das
espécies do génerGitrobacter (C. koserie C. rodentium que se agrupam mais
proximas ao génerdalmonella.

Uma explicacdo plausivel para a conservacao deste gene em ambientes de alta
pressao seletiva, imposta pela competicdo dentre espécies e, ou géneros de bactérias € ¢
capacidade da proteina SdiA de detectar e responder a moléculas sinais AHLs de QS
produzidas por diferentes bactérias (Case, Labbate e Kjelleberg 2008). Este
comportamento poderia conferir vantagens para a bactéria, pois permite regular o
aumento de viruléncia, como é o casoS#monellaTyphimurium e a formacao de
biofilme por E. coli, ambos fenotipos extremamente importantes para suplantar a
competicao e infectar o hospedeiro (Case, Labbate e Kjelleberg 2008).

Embora seja desconhecido se todos os homélogos de LuxR sdo funcionais,
sugerese que este perfil pode ser prevalente entre as Proteobacteria, sendo que 26 %
dos genomas sequenciados apresentavam circuito completo (QS completo) e 17 % (QS
incompleto) com potencial de espionar o sistema QS mediado por AHLs de outras
Proteobactérias (Case, Labbate e Kjelleberg 2008). Algumas das espécies escolhidas
para analise filogenética também apresentam o sistema completo de QS mediado pelo
Al-1, ou seja, apresentam o gene codificador da sintade € o gene codificador da
proteina reguladora de resposhaxR). A sequéncia nucleotidica da proteina LuxR,
pertencente ao sistema completo, apesar de ser considerada homoéloga a SdiA (proteina
reguladora do sistema incompleto), apresenta uma baixa identidade com a mesma, o que
pode ser explicado pela maior flexibilidade da proteina &dwaletectar e responder a
moléculas sinais produzidas por outras espécies e, ou géneros de bactérias (Gray e
Garey 2001).

A capacidade de troca génica por bactéria pode ser demonstrada pelo proprio
mecanismo de QS. Ao se analisar o mecanismo de QS mediado pelo Al-1, inicialmente
descrito emV. fischeripor Nealson e Hastings (1979) observa-se a presenca de dois
componentesuxl, que codifica uma proteina sintase do Al-lLxeR que codifica uma
proteina reguladora de resposta, que agird como fator transcricional, ativando ou
reprimindo a expressdo de genes (Boutlete e Whiteley 2009). Entretanto, em alguns
micro-organismos este sistema é completo e este fato pode ser resultado do mecanismo
de transferéncia horizontal de genes (Gray e Garey 2001).

Bactérias do génerGitrobactersdo patdgenos entéricos com acdo semelhante a
E. coli enteropatogénica e apresentam o sistema QS completo formactolpduxI) e
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croR (luxR)(Coulthurst et al. 2007)Erwinia sp. também faz parte da familia das
Enterobacteriaceae e apresenta espécies com sistema completo mais elucidawlo como
de E. carotovora,com mecanismo QS composto pzarl (luxl) e carR (luxR). Em

Erwinia amylovorafoi detectado apenas o gene que codifica a proteina reguladora,
homologa a SdiA (Smith et al. 2008). No généantoeafoi encontrado o sistema
completo formado pogsale esaRe poreagle eagR(Gray e Garey 2001). No entanto,

h& pouca informacéo na literatura sobre os outros géneros analisados, como é o caso de
Cronobacterspp. (anteriorment&nterobacter sakazalji Klebsiellae Yokenellague

apresentam sistema completo e incompleto ainda pouco elucidados (Araujo et al. 2012).

4. Conclusao e Perspectivas

SalmonellaEnteritidis PT4 578 apresenta sistemas QS mediados pelos Als 1 e 2.
Estes sistemas sdo semelhantes aos sistemas QS descritos na literaiabroaella
Typhimurium. A natureza da caracterizacdo destes sistemas é de grande valia dado que
as bactérias raramente vivem em monocultura e sim em comunidades mistas. Desta
maneira, a capacidade de responder ao quorum constituido por outros organismos e,
consequentemente, alterar o transcriptoma é fundamental para sua adaptacdo e
sobrevivéncia as condi¢des impostas, principalmente quando se trata de patdgenos
humanos comoSalmonella Enteritidis, que usa dos sinais emitidos por seus
competidores para suplantar a defesa do hospedeiro e causar a doenca.

As sequéncias de nucleotideos codificadoras da proteina Sdbalamnella
Enteritidis PT4 578 agruparam com 0S outros sorovareS.denterica incluindo
Typhimurium, além de agrupar com a esp&admonela bongoriAssim, fenotipos ja
elucidados e regulados por QS mediado por Al-1Saimonellalyphimurium poderéo
ser estendidos para estudos&amonelleEnteritidis.

A caracterizacdo do mecanismo de QS realizada no presente estudo para o
patogeno human8almonellaEnteritidis permitira futuramente, a elucidacédo de novas
estratégias de controle em possiveis fenétipos regulados pelos Als-1 ou Als-2, no qual a
associacdo de antimicrobianos convencionais e o desenvolvimento de inibidores de
quorum podera resultar em maior controle do agente patogénico ao prevenir a formacao
de biofilme, suplantar a resisténcia a antimicrobianos ou mesmo reduzir a viruléncia do

micro-organismo.
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CAPITULO 03

Autoindutor-1 de quorum sensing fortalece a relacao entre células d8almonella

enterica Enteritidis PT4

Capitulo formatado segundo normas da revi

PLOS Pathogens
Resumo

O mecanismo dguorum sensing usado pelas bactérias para coordenar a expressao
génica em resposta a densidade populacional e envolve a producédo, deteccao e resposta
as moléculas sinalizadoras extracelulares conhecidas como autoindutores (Als).
Salmonellando sintetiza o autoindutor 1 (Al-1), as acil homoserinas lactonas (AHL),
comum em bactérias gram-negativas, mas apresenta um receptor para esta molécula, o
SdiA. Ainda nédo esté evidenciado o efeito direto de SdiA na modulacéo de fendtipos de
importancia emSalmonella.O presente trabalho avalia a participacdo dos Als-1 na
inducdo de formacao de biofilmesa expressao de genes de viruléncia em condicfes

de anaerobiose p@almonella enteric&nteritidis PT4 578. Foi avaliado o efeito de

uma mistura de Als-1 na concentracao final de 50 nM e de cada Al-1 na mesma
concentracdo na formacao de biofilmes @@monella Foi constatado que Als-1
aumentam a capacidade SalmonellaEnteritidis formar biofilme e a AHL com cadeia

acil de 12 carbonos apresentou maior interferéncia nesse fenétipo. A formacéo de
biofilme mais intensa na presenca de AHLs foi constatada por microscopia de varredura
e microscopia confocal. Foi comprovado que-iESL promoveu maior expresséo dos
genes de importancia para formacao de biofilfgs, fimF, fliF, glgC e de genes de
virulénciahilA, invAeinvF. Estes resultados evidenciam, pela primeira vez, a funcao do
SdiA na deteccdo de moléculas sinais produzidas por outras bactérias gram-negativas na
modulacdo de fenotipos importantes para a sobrevivéncia e virulén&8alrdenella

Enteritidis.
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1. Introducéo

Muito interesse tem sido demonstrado nas duas Ultimas décadas para elucidar o
paradigma da comunicacdo entre bactérias, as quais mimetizam organismos
multicelulares. A comunicacéo intercelular entre populacbes bacterianas € estudada
como uma importante ferramenta para coordenar atividades metabdlicas. O mecanismo
de quorum sensindQS) usado pelas bactérias para coordenar a expressdo génica em
resposta a densidade populacional especifica, envolve a producao, deteccéo e resposta a
pequenas moléculas sinalizadoras extracelulares conhecidas como autoindutores (Als)
[1,2,3].

Quorum sensingem sido estudado extensivamente em bactérias patogénicas e
deterioradoras, objetivando-se elucidar mecanismos de regulagdo de processos
infecciosos e de deterioracdo bacteriana de alimentos. Atividades proteoliticas,
lipoliticas, quitinoliticas, pectinoliticas associadas com deterioracdo de alimentos, além
de fendtipos associados a viruléncia como formacdo de biofiimes e supresséo
imunolégica sdo reguladas por QS, dentre outros eventos fisiolégicos da bactéria
[4,5,6,7,8].

Entre as doencas entéricas causadas pela presenca de bactérias patogénicas em
alimentos, a salmonelose é a principal, serSimimonella enteca sorovares
Typhimurium e Enteritidis responsaveis pela maioria das infecgcbes na Europa e
América [9,10,11].

Salmonellaapresenta sistemas de QS regulados por trés diferentes Als; Al-1,
Al-2 e Al-3. O sistema mediado pelo Al-1 é o mais frequentemente observado na
comunicacao intra-especifica em bactérias gram-negativas e eNvabiiehomoserina
lactonas (AHL) como molécula sinal [12]. Entretanto, $aimonellaTyphimurium
assim como enktscherichia coli o sistema mediado pelo Al-1 é incompleto, pois
apresenta apenas a proteina reguladora de resposta SdiA [13].

Devido a falta do gene que codifica a sintase de AHL no genoria cai e
SalmonellaTyphimurium, a hipétese de que SdiA seja utilizada para detectar apenas
0s sinais de outras espécies de bactérias foi comprovada por Michael e colaboradores
(2001) [14].

Uma triagem genética foi realizada por Ahmer e colaboradores (1998) [13] a fim
de identificar genes regulados por SdiA. Apenas quatro gergs,srgB, srgC erck,
presentes no plasmideo pSLT que codifica genes de viruléncicamonella

Typhimurium tiveram expressao dependente de SdiA. Analises das sequéncias sugerem
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que srgA que codifica um homologo da proteina perisplasmatica dissulfeto isomerase
DsbA, requerida para montagem do pilussRB codifica uma suposta lipoproteina,

srgC codifica um suposto tipo deregulador transcricional semelhante a érak

codifica uma pequena proteina de membrana externa de importancia para sobrevivéncia
durante infeccdo em humanos. Porém, as verdadeiras func@egAdesgB e srgC

ainda nao foram esclarecidas [14]. Entretanto, Moretro e colaboradores (2012) [15]
demonstraram que mutacdo no gedeéA ndo afetou a viruléncia dsalmonellaem
modelos de infeccdo em camundongos, aves e bovinos. Sperandio (2010) [16] observou
gue sdiA ndo confere vantagens para colonizacad&dkenonellaTyphimurium, pois

SdiA ndo é funcional durante infeccdo, mas é funcional durante co-infecgdo com um
patégeno produtor de AHL, por exemp¥grsinia enterocolitica.

No sistema mediado pelo Al-2 o geluxS codifica proteina que participa da
sintese da molécula sinal, sendo que a expressdo génica ocorre ap0s uma cascata de
sinalizacdo envolvendo o sistema de transporte Lsr [17]. O Al-3, juntamente com 0s
horménios epinefrina e norepinefrina, permite a comunicacdo entrebactérias e seus
hospedeiros mamiferos [17]. A deteccdo do Al-3 pelo patdégeno € dada por meio de um
sistema de dois componentfesmados pela quinase QseC e a proteina reguladora de
resposta QseB [17,18A maioria dos estudos sobre QS &almonellatem como
objetivo esclarecer os processos genéticos que regulam a sintese e fungcdo do Al-2.
Poucos trabalhos concentram-se na capacidade do agente patogénico detectar e
responder a sinalizacdo de Als-1 produzidos por outras espécies presentes nos
alimentos, em ambientes de processamento de alimentos e no organismo hospedeiro,
onde uma variedade de micro-organismos produtores de AHL podem co-ex]stir [19

A comunicacgdo intercelular é usada para regular uma grande variedade de
processos nas bactérias, incluindo formacéao de biofilme, sintese de antibioticos, indugéo
de fatores de viruléncia, diferenciacdo celular e fluxo de nutrientes, deterioracdo de
alimentos, dentre outros eventos fisiologicos da bactéria [4,6,20].

A formacdo de biofilmes poSalmonellaé uma importante estratégia de
sobrevivéncia em diversos ambientes, induz infecgbes cromiaesla uma possivel
forma de colonizar organismos hospedeiros [9]. Os biofilmes podem ser definidos como
conjuntos de micro-organismos envoltos em uma matriz extracelular de substancias
poliméricas, que funcionam como um consorcio cooperativo e representam a forma de
vida microbiana predominante no planeta [12,21,22].

O objetivo deste estudo € avaliar a interferéncia de Als-1 na expressao de genes de
viruléncia e na formacao de biofilme pBalmonellaEnteritidis PT4 em condi¢cdes de
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anaerobioseOs resultados apresentados érazima descoberta de grande impacto por
indicar um comportamento de viruléncia nas condi¢des ambientais onde este patdgeno
intercepta e consequentemente decodifica a mensagem de competidores e desenvolve

estratégias para sobrevivéncia e para vencer a competicao.

2. Materiais e Métodos
Bactéria utilizada e condic¢des de cultivo

Foi utilizada estirpe d&almonella entericaorovar Enteritidis fagotipo PT4 578,
isolada de peito de frango, cedida pela Funda¢do Oswaldo-GfIQCRUZ (Rio de
Janeiro, Brasil). O estoque das culturas foi feito em caldo Luria Bertani (LB) (triptona
1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 0,4%) pH 7,4, contendo 33% de solugdo de
glicerol 50% em agua esterilizada e conservaddé0a°C. Antes de cada experimento,
as células foram reativadas em caldo LB, com incubacdo a 37 °C, por 18 h em
anaerobiose. A andlise da interferéncia de AHLs foi feita ao adicionar estas moléculas
sintéticas no meio de cultura em uma concentracao final de 50 nM. As AHLs foram
ressuspendidas em acetonitrila e a adicdo ao meio de cultura correspondeu 1% de
acetonitrila de acordo com Michael e colaboradores (2001) [14]. O mesmo volume de

acetonitrila foi adicionado nos meios de cultivo do tratamento controle.
Formacéo de biofilme

A formacédo de biofilmes foi avaliada inicialmente, em microplacas de poliestireno
de 96 pocos, em camara de anaerobiose de modelo estatico contendo atmosfera com
mistura dos gases;NH, e CQ. A incubacéo foi a 37 °C, por 24, 48, 72 e 96 h. Nestes
periodos de incubacéo, a densidade Optica das células da cultura foi determinada a 600
nm e a densidade 6ptica das células aderidas foi determinada apos coloragcdo com cristal
violeta a 0,1 % (p/v) a 590 nm em leitora de Microplacas Thermoplate Reader
(molecular Devices, California, EUA) conforme meétodo descrito por Conway e
colaboradores (2002) [23]. A formacdo de biofilme foi avaliada em anaerobiose nos
seguintes meios de cultura: Meio Minimo de Sais (MM) e TSB na presenca de
diferentes Als, quais sejani\-hexanoil lhomoserina lactona (FlukalN-octanoil
homoserina lactona (FlukalN-decanoil homoserina lactona (SigmaNedodecanoll
homoserina lactona (Fluka). Também foi avaliado o efeito do antagosnista de AHL,

furanonas sintéticas (Aldrich, Alemanha). Uma mistura de 3-metil-2(5H) furanona, 2-
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metiltetrahidro-3-furanona, 2(5H)-furanona e 2,2-dimetil-3(2H) furanona foi preparada
em acetonitrila de forma a manter a concentracao final de 50 nM, sendo adicionada
juntamente conN-dodecanoil homoserina lactona (Fluka). A formacao de biofilme
também foi avaliada em cupons de poliestireno, nas dimensdes de 1,0 x 1,0 x 0,1 cm,

com 1,0 cride &rea.
Observacgéao dos biofilmes por microscopia

Os cupons de poliestireno foram removidos dos meios de cultivo apés 36 h,
enxaguados com solucéo fosfato de potassio 0,05 M (pH 6,8 a 7,2). Em seguida foram
fixados por 1 h a temperatura ambiente com solucdo de glutaraldeido 2,5 % em tampé&o
fosfato de sodio 0,05 M. Posteriormente, foram lavados com tampéo fosfato de sddio
0,05 M por seis vezes por periodos de tempo de 10 min cada. Seguiu-se a etapa de
desidratacdo com etanol 35%, 50%, 70%, 80%, 95%, 100%, 100%, 100%, durante 10
min cada. Em seguida, foi feita a secagem ao ponto critico no Bal-Tec CPD 30,
metalizacdo em Sputter Coater SCD 010 (Balzers) e observacdo no microscépio
eletrénico de varredura (LEO, modelo VP 1430). Também foi feita observacdo de
biofilmes em cupons de poliestireno apés cultivoSddmonellaEnteritidis PT4 em
condicBes de anaerobiose em microscépio confocal LSM 510 Meta. Apdés 36 h de
incubacédo, os cupons de poliestireno foram lavados com tampéo fosfato de sédio 0,05
M, deixados a temperatura ambiente até secagem e, em seguida, corados com diacetato
de fluoraceina por 15 min e novamente lavados com tampéo fosfato de sddio 0,05 M,

para posterior visualizacao.
Avaliacédo da expressao génica

A cultura deSalmonellaEnteritidis foi reativada em caldo LB incubada a 37 °C em
araerobiose, até atingir populacéo dé WEFC ml™* quando, entéo, foi adicionada,C
HSL em concentracdo final de 50 nM. A cultura controle foi adicionado o mesmo
volume de acetonitrila. A cultura foi incubada novamente por 2 e 7 h. Apos periodo de
incubacdo, a culturdoi centrifugada para obtencdo da biomassa total e posterior
extracdo de RNA total. As células foram homogeneizadas cmindé Trizol por 30 s
em vortex e incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 20Q1 de cloroférmio poml de Trizol seguido de homogeneiza¢cdo manual
por 15 s, incubacao por 2 min a temperatura ambiente e posterior centrifugacdo a 12.000
g, 4 °C por 15 min para separacao das fases hidrofilica e hidrofébica. O sobrenadante

foi transferido para um novo microtubo de InH, adicionado de 5.00Qul de
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isopropanol, incubado por 10 min a temperatura ambiente para precipitacdo do RNA e
centrifugado a 12.000, 4°C por 10 min. O sobrenadante foi descartado e ao microtubo
foram adicionados Iml de etanol gelado (75 %), homogeneizado em vortex e
centrifugado a 7.500, 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o RNA total
precipitado foi deixado secar ao ar para adicdo de agua Mili-Q autoclavada para
solubilizacdo do RNA extraido. A concentracdo do RNA total foi avaliada por leitura
em espectrofotdbmetro a 260 nm e 280 nm para célculo da razdo 260/280. A integridade
do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v). O RNA total foi
purificado para eliminacdo do DNA. A partir de 1 pg de RNA a sintese da primeira fita
do cDNA foi realizada de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante da

Improm Il ™

reverse Transcription SysterfPromega). QRT-gPCR foi realizado numa
reacdo com volume de 10l contendo 0,2ul do molde de cDNA, 0,5 uM dos
respectivos oligonucleotideos, 1216SYBR Greemr 9l de agua Mili-Q autoclavada.

A reacao foi realizada com o primeiro passo a 50 °C por 2 min, segundo passo de 95 °C
por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. Os produtos de
amplificacdo foram em torno de 100 pb. Todas as amplificacdes foram realizadas em
grades 6pticas em placas de 96 pocos no sistema detector de sequéncia Bio-Rad C1000
Manager. Os dados de fluorescéncia foram processados usasuftware Bio-Rad

CFX Manager, resultando em valores-limite de ciclo para cada amoste. Est
experimento foi realizado com trés repeticdes independenteta amostra foi avaliada

em triplicata. As dosagens génicas foram obtidas pelo méttft{b @ a subunidade da

DNA girase foi utilizada como controle enddégeno para corrigir as dosagens dos genes

de interesse, sendo o tratamento controle usado como alvo.
Anélise estatistica

Os resultados obtidos na deteccdo de formacao de biofilmeSalononella
Enteritidis PT4 em diferentes meio de cultura e na presenca dos diferentes Als-1 foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Tukey. Para analise da
expressdo génica foi feita analise estatistica pelo teste Student. Valores de
probabilidade menes que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos e
todas as comparacdes foram feitas usando o software GraphPad Prism 5.00 (GraphPad

Software San Diego, California, USA).
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3. Resultados

Formacgéo de biofilmes porSalmonella Enteritidis PT4 em diferentes meios de

cultura na presenca de Als-1

Durante o periodo de até 96 h em que se acompanhou a formacéo de biofilme por
SalmonellaEnteritidis PT4 em anaerobiose, maior adesdo foi constatada quando o
cultivo foi em TSB, meio nutricionalmente mais rico e complexo do que 0 meio minimo
de sais (Figura 1A-D). A adesao foi estimada calculando-se a razao entre a absorvancia
do extrato do cristal violeta e a densidade otica das células totais e, desta forma, o
resultado ndo tem a interferéncia do niumero de células planctbnicas. Ficou evidenciado
gue a adicdo de 50 nM de cada uma das AHLs variandg; @@, exerceu efeito
estimulador significativo < 0,05) na adeséo das células a superficie do poliestireno e,
dentre as AHLs avaliadas, a@presentou maior inducdo deste fendtipo a partir de 72

h de incubacéo (Figura 1).
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Figura 1. Razé&o entre a densidade oOptica do extrato do cristal violeta e a densidade
Optica das células totais da cultura S monellaEnteritidis PT4 578 cultivadas em
meios MM e TSB, com adi¢ao de diferentes AHLs na concentragdo de 50 nM e sem
AHL apés incubacdo a 3%C. Por 24 h (A), 48 h (B), 72 h (C) e 96 h (D), em
anaerobiose. O biofilme foi avaliado dividindo-se a absorvancia do extrato do cristal
violeta (AECV) pela densidade 6ptica das células (CT). Valores com diferentes letras
sdo estatisticamente diferentepa< 0,05. Os dados representam a média (desvio
padrédo) de experimentos em triplicata.
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Efeito de Al-1 na adesao de células d&almonella Enteritidis PT4

A microscopia eletrbnica de varredura permitiu caracterizar o processo de adesao
e formacgéao de biofilme p&@almoneleéEnteritidis PT4 nas condi¢des estudadas, ou seja,
na auséncia e presenca dos Als-1 (Figura 2). O caldo TSB foi escolhido para
caracterizar a interferéncia de Als por se tratar do meio de cultura que resultou em

maior adesao celular.

Figura 2. Imagens de microscopia eletrénica de varredura de biofilmes formados
por SalmonellaEnteritidis PT4 578 em cupons de poliestireno em meio. B8B1 AHL

(A), na presenca de mix-AHL (B),1&HSL (C) e G-HSL acrescido denix-furanona

(D), os Als-1 foram adicionados na concentracao final de 50 nM, em condicdo de
anaerobiose por 36 h de incubagéo.

Ndo foi possivel observar estruturas tipicas de biofilme na superficie de
poliestireno imerso na cultura &almonellaapds 36 h de incubacdo em meio de cultura
nao adicionado dAl-1 (Figura 2A). Nesta condicao, foi possivel notar apenas adeséo
de poucas células com espacamento entre elas. A ocorréncia de adesdo de grande
namero de células nos cupons de poliestireno apos 36 h de incubacgéo foi observada ao
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adicionar ao meio de cultura, uma mistura contendogste G-HSLsS, sendo possivel
notar presencga de exopolissacarideo (Figura 2B). Entretanto, a presenca de gpenas C
HSL resulta em células mais agregadas e morfologia caracteristica de biofilme (Figura
2C).

As imagens evidenciam qug£HSL induz a formacédo de estruturas de biofilme
compacto (Figura 2C) e, nesta condi¢do, os biofilmes permaneceram estaveis por 96 h
(dados ndo mostrados). Pela observacdo das imagens € possivel notar regides com
multicamadas de células que caracterizam a presenca de microcolénias comuns nos
biofilmes bacterianos.

Na tentativa de se comprovar a regulacado do fenétipo de formacéo de biofilme
pelo Al-1, foi avaliada a adesao celular na presenca de uma mistura de furanonas
Furanonas sdo metabdlitos originalmente isolados deDallisea pulchrae, por serem
analogas de AHLs, concorrem com estes para se ligarem a SdiA, mas séo incapazes de
promoverem a regulagédo génica. A presenca da mistura de furanonas, juntamente com
C12HSL resultou em células aderidas, com maior espagcamento entre elas, porém ndo
foi observada estrutura tipica de biofilme (Figura 2D). Todavia, mesmo na presenca
desse inibidor de QS foi possivel notar maior nimero de células aderidas (Figura 2D) ao
se comparar ao controle (Figura 2A).

A observacdo direta das populacdes microbianas € necesséaria para obter
informacBes exatas da dinamica populacional, organizacdo estrutural do biofilme,
portanto outra técnica de microscopia, a eletrénica confocal, foi utilizada a fim de
caracterizar a interferéncia dos Als-1 na formagdo de biofilme Sadmonella
Enteritidis PT4. Nas imagens obtidas pela microscopia confocal, confirmou-se o efeito
de AHLs na estimulagdo da formacao de biofilme pafmonellaem cupons de
poliestireno, em condi¢cdes de anaerobiose (Figura 3).

A adesdao de células @almonellaé escassa na auséncia de AHLs (Figura 3A), e
estruturas compactas, caracterizando microcolbnias e aglomerados celulares sao
visualizados quando AHLs s&do adicionadas (Figura 3B). E evidente o efeito gie a C
HSL tem na estimulagéo do desenvolvimento de biofilme compacto e maduro ao final
de 36 h de incubacédo (Figura 3C). A diferenca de intensidade da fluorescéncia do
corante nas diferentes condi¢cGes de cultivo observada por microscopia confocal (Figura
3) permite supor maior agregado celular e multicamadas na presenca-d8LC
(Figura 3C).
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Figura 3. Imagens de microscopia eletrénica confocal de biofilmes formados por
SalmonellaEnteritidis PT4 578 em cupons de poliestireno em meio. TS&n AHL

(A), na presenca de mix-AHL (B), 1£HSL (C), os Als-1 foram adicionados na
concentracéo final de 50 nM, em condi¢ao de anaerobiose por 36 h de incubacao.

Andlise da expressdo de genes envolvidos na formacdo de biofilme por RT-

gPCR

A figura 4 apresenta a expressao génica relativa dos gégesfliF, IpfA e

fimF de SalmonelaEnteritidis PT4 apos incubacédo comy€ISL por 2 (Figura 4A) e 7
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h (Figura 4B). A cultura d&almonellaEnteritidis PT4 foi usada como controle e o
genegyrA como controle enddégeno. A linha tracejada nos graficos (Figura 4) ilustra a

expressao dos genes avaliados, equivalente a 1 no controle.
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Figura 4. Expressdo génica relativa dos genes envolvidos para formacgdo de

biofilme, glgC, fliF, IpfAe fimF de células d&almonelleEnteritidis PT4 578 em TSB a
37°C. Ap6s atingir fase logaritmica foi expostaa 2 h (A) e 7 h (B) de contato ggm C
HSL na concentracgéo final de 50 nM. Valores com diferentes letras sao estatisticamente
diferentes @ < 0,05, comparados ao controle (linha tracejada). Os dados representam a
média (desvio padréo) de experimentos em triplicata.

A adicdo de &-HSL aumentou a expressao do gehgC, responsavel pela
regulacdo da biossintese de glicogénio, de maneira proporcional ao aumento do periodo
de incubacéao (Figura 4).

Entretanto, embora a expressédo dos genes relacionados com fun¢gdo motora, como

fliF, e com fimbrias comIpfA e fimF tenha sido reduzida apos 2 h de contato cem C
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HSL, observou-se aumento expressiyp < 0,05) e maior do que duas vezes a
expressao, apos 7 h de incubacédo na presenca deAdHISC (Figura 4).

A adicao de @-HSL resultou em uma aumento da expresp&o,05) do gene
glgCapos 2 e 7 h de contato, sendo que o periodo mais longo de incubacédo resultou em
uma aumento da expressdo génica de quase duas vezes mais do que o gentrole (
0,05) (Figura &

Andlise da expressao de genes de viruléncia por RT-qPCR

A expressao dos genes de viruléngild, invA e invF avaliados, pertencentes a
ilha de patogenicidade 1 &lmonella(SPI-1),ndo foi alterada em relacéo ao controle
ao final de 2 h de incubacgé&o na presenca;g¢iSL (Figura 5A). Entretanto, aumentos
significativos p < 0,05) de até 3,5 vezes na expressao destes genes foram registrados na

presenca de &#HSL com aumento do periodo de incubacao para 7 h (Figura 5B).
4. Discussao

Nas industrias de alimentos, medidas de higiene sdo adotadas para manter a
prevaléncia d&almonellaspp. em baixos niveis, porém falhas nas rotinas resultam na
contaminagcdo poSalmonellaem equipamen®ou em outras superficies, gerando
maior numero de surtos [15]. Para adocdo de estratégias de controle de biéfiimes,
necessario o conhecimento das condi¢cfes que afetam a formacao dessas estruturas.

A formacgéo de biofilmes bacterianos em laboratério é dificil, pois os meios
comumente empregados nos cultivos possuem muitos nutrientes. Na industria de
alimentos, 0s micro-organismos buscam capturar a matéria organica aderida nas
superficies de processamento, 0 que resulta na adesao celular e iniciacdo do processo de
formacao do biofilme [24]. A avaliacdo de formacdo de biofiilme em condicdo de
anaerobiose foi escolhida por simular o ambiente intestinal e difere da maioria dos
estudos que avaliam a formagédo de biofiime em aerobiose. O efeito da composicao
nutricional do meio e das condicbes ambientais sobre a formacéo de biofilmes afetam a
formacao dos mesmos e, o presente trabalho mostrou que o meio complexo combinado
com condicdo de anaerobiose, induziu maior adesaBattaonellaEnteritidis PT4.
Resultados encontrados na literatura sdo contraditérios e, enquanto alguns autores
registraam que meios ricos aumentam a formacao de biofilmes bacterianos [25,26],
outros consideram que condi¢cdes de estresse nutricional encontrados em alguns meios
minimos estimulam a adesado e,subsequentemente, formacéo de biofilme por bactérias

[21,26,27].
69



A

< ¥

oy

>

~ 3_

2

@

0 2 —

Q

e

@ a

S 1

c

®

3

g

0 T T

s \s
Q &

B

< ¥

~

>

~— 3_

S b :

© [

Q0 2- 1

]

©°

S

e e e

c

©

=]

g

0 T T
s \s
N N
Figura 5. Expressao génica relativa dos genes de viruléhihs, invA, e invF de

células deSalmonella Enteritidis PT4 578 em TSB a 37TC. Apds atingir fase
logaritmica foi exposta a 2 h (A) e 7 h (B) de contato cagHSL na concentracéo

final de 50 nM. Valores com diferentes letras sdo estatisticamente difer@ne8,@5,
comparados ao controle (linha tracejada). Os dados representam a média (desvio
padrédo) de experimentos em triplicata.

A formacé&o de biofilme por muitas bactérias esta relacionada com o sistema QS
mediado pelas AHLs, mas esta constatacdo ainda nao havia sido feikalpawaella
Enteritidis. Em bactérias com®seudomonas aerugino$a8], Burkholderia cepacia
[29], Aeromonas hydrophilg80], Agrobacterium tumefacierj81] e Hafnia alvei[27] o
efeito de AHLs na formacao do biofilme foi constatado.

Em publicacdes recentes, é relatada que a fungéo da proteina receptora de AHLs

em Salmonella a SdiA, permanece desconhecida [32,33]. Portanto, este estudo é o
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primeiro relato da interferéncia de Al-1 na formacdo de biofilme Samonella
Enteritidis demonstrando como este patdégeno pode reagir a moléculas indutoras
produzidas por outras bactérias.

Dentre as AHLs avaliadas, ay£HSL foi a que se destacou em promover a
formacdo de biofilme mais compacto e maduro. A maior efetividade de moléculas de
cadeia carbdnica longa em fendtipos de viruléncia foi relatadaRparbaugh e
colaboradores (2000) eR aeruginosa34]. Essa molécula foi descrita com destaque
para comunicacao entre reinos, ou seja, células eucaribticas e células rasd&ft
Além disso, AHLs variando de 11 a 13 carbonos apresentam atividade supressiva no
sistema imune de mamiferos [35,36].

A comprovacgao da mudanca no estilo de vid&denonellaEnteritidis PT4 na
presenca de &HSL em condicdo de anaerobiose mostra a possibilidade desse
patdgeno desenvolver estratégias para sobrevivéncia e tornar-seomgistitivo a
partir da sinalizacdo produzida por bactérias competidoras. Supondo-se o ambiente
intestinal, com uma microbiota abundante e diversificada, é possivel considerar que
Salmonellgpossa perceber a presenca de sinais produzidos por bactérias competidoras e
modificar o comportamento, como a formacdo de biofiimes, para garantir sua
persisténcia no ambiente.

O presente trabalho comprova que-BSL interfere no comportamento de
SalmonellaEnteritidis PT4 tanto pelas imagens de microscopia eletrbnica que mostram
a formacéao de biofilme quanto pela analise da expresséo génica, qgue mostra aumento da
expressdo de genes envolvidos na formacédo de biofilme na presencéldesté
expressdo génica pode ser significativamente alterada quando as células bacterianas
formam o biofilme, resultando em fendétipos diferenciados ap6s a adeséo a superficie
[20,37].

Existe grande interesse em desenvolver sistemas para interromper ou manipular
0 processo de sinalizagdo célula-célula em bactérias, utilizando-se compostos analogos
ou antagonistas de QS ou, ainda, enzimas que degradem as moléculas sinalizadoras, a
fim de alterar comportamentos regulados por QS. A aplicagcdo desses antagonistas
poderia ser util para controlar o crescimento ou inibir os mecanismos de viruléncia das
bactérias em diferentes ambientes, incluindo os alimentos [38,39].

Uma das formas de comprovar a inibicdo da comunicagao se faz por meio da
adicdo de moléculas analogas as AHLs, como as furanonas. Essas substancias podem
ligar-se a proteina LuxR e as suas homologas sem ativa-las, ou mesmo promover a
degradacdo dessas proteinas, e assim, impedir a transcricdo de genes envolvidos na

71



regulacdo da formacdo dos biofilmes [40,41]. No presente trabalho, as furanonas

inibiram a formacgdo de biofilme maduro, mas n&o inibiram a adesdo. Este resultado

indica que as AHLs podem regular etapas subsequentes da formacdo do biofilme ou
ineficacia das furanonas devido as caracteristicas quimicas inerentes destas moléculas
como comprimento da cadeia carbonica.

A inducdo acentuada da expressao de genes relacionados com a biossintese de
glicogénio, comaylgC, que codifica uma enzima regulada alostericamente que catalisa
a conversdode glicose-1-fosfatmn ADP-glicose pela presenca deAHL, pode
favorecer a formacéao de biofilme. A regulacdo da biossintese de glicogéBiccetie
Salmonellaesta altamente interligada com grande variedade de processos celulares
envolve um conjunto complexo de fatores que sé@o ajustados para o estado fisiologico da
célula, dentre eles, a formacao de biofilmes [42].

O aumento da expressdo dos gefties IpfA e fimF na presenca de;CAHL
pode também estar relacionado com a maior capacidade de formacao do biofilme. O
genefliF estd presente no operdiiFGHIJK e codifica uma proteina de 61 KDa
pertencente ao corpo basal do flagelo, reponséavel pela funcdo motora [44,45]. Os genes
IpfAe fimF fazem parte de operons que codificam fimbria do tipo longa e fimbria do tipo
1 [46], respectivamente. Estas estruturas tem importancia no processo de adesao de
patdégeno a superficies e na interacdo bactéria-hospedeiro, na colonizacao e invaséo de
células intestinais, na persisténcia ambiental e na formacéao de biofilmes [46].

O aumento da expressao de genes presentes na SBalndmellaEnteritidis
PT4, ap6s 7 h de incubacao na presencaglelEL indica um efeito regulador de Al-1
na viruléncia deste patégeno. O opehdABCD, presente na SPI-1, codifica proteinas
reguladoras, dentre elas, HilA que atua como regulador central da expressao dos genes
relacionados a invasédo 8almonellaa célula hospedeira [43,47,48].

O mecanismo pelo qu&almonellaspp. invade as células hospedeiras é bastante
complexo. A bactéria promove sua internalizacdo por meio de estimulacdo de células
fagociticas. Um dos genes envolvidos nesse processo € mygAmgié esta localizado
no operoninvABCD, presente na SPI-1. Este gene codifica a proteina InvA da
membrana periplasméatica da bactéria, sendo essencial para a invasao das ceélulas
epiteliais do hospedeiro [19

A expressdo de genes presentes na SPI-1 e proximos que codificam proteinas
efetoras translocadas estao sob controle da proteina reguladora InvF, membro da familia
AraC/XylS de ativadores transcricionais que, juntamente com um complexo de proteina
chaperona SicA regulam a expressdao de diversos genes [45,50,51]. Qgere
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regulado pela proteina HilA que, é codificada por um gene do opdrala SPI-1.
HilA, portanto, atua como regulador central [45,51].

Os resultados apresentados sdo inéditos, pois demonstram que Als-1 podem
interferir na formacéo de biofilme e expressdo de genes da SP$alrdenella.Tais
resultados contribuem para o direcionamento de pesquisas que possam trazer mais
informacBes sobre os mecanismos de comunicacao interespécie e futuramente, elaborar
estratégias para prevencao de formacgéao de biofilmes por este patégeno. O conhecimento
da regulacdo de viruléncia € outra abordagem importante, pois pode conduzir a

procedimentos ou terapias para reduzir o potencial patogénico desta bactéria.
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CONCLUSOES GERAIS

SalmonellaEnteritidis PT4 apresenta sistemas QS mediados pelos Als 1 e 2
semelhantes aos sistemas QS descemoSalmonellaTyphimurium. As sequéncias de
nucleotideos codificadoras da proteina SdiASdémonellaEnteritidis PT4 agruparam
com o0s outros sorovares & entericaincluindo Typhimurium. Assim, fenoétipos ja
elucidados e regulados por QS mediados por Al-1 Satmonella Typhimurium
poderéo ser estendidos para estudoSalmonelleEnteritidis.

A presenca de AHLs, particularmente;>€ISL induziu, em condi¢gbes de
anaerobiose, a formacao de biofiime gamonellaEnteritidis PT4 em superficie de
poliestireno.

O efeito inibitorio das furanonas na formacdo de biofilmes $&imonella
Enteritidis PT4 e o aumento da expresséo dos ggig€s fimFe fliF na presenca de
C,1-HSL, demonstraram que este fendtipo € regulado pelo si€§&nA presenca de
Al-1 aumenta a expressao dos genes de virulénda invFe hilA.

Os resultados apresentados sao inéditos, pois demonstram, que Als-1 podem
interferir na formagdo de biofilme e expressdao de genes da SPISaldwnella
Enteritidis Tais resultados contribuem para o direcionamento de pesquisas que possam
trazer mais informacbes sobre 0s mecanismos de comunicacdo interespécie e
futuramente, elaborar estratégias para prevencao de formacdo de biofilmes por este
patdégeno.
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