RAMILA CRISTIANE RODRIGUES

ESTADO VIAVEL NAO CULTIVAVEL EM Salmonella enterica SOROVAR
ENTERITIDIS DEFICIENTE NA SINTESE DE (p)ppGpp

VICOSA

Dissertacdo  apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pdés-Graduacdo em  Microbiologia
Agricola, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

MINAS GERAIS — BRASIL

2012



RAMILA CRISTIANE RODRIGUES

ESTADO VIAVEL NAO CULTIVAVEL EM Salmonella enterica SOROVAR
ENTERITIDIS DEFICIENTE NA SINTESE DE (p)ppGpp

Dissertacdo  apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em  Microbiologia
Agricola, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA EM: 08 de agosto de 2012

Marisa Vieira de Queiroz Hilario Cuquetto Mantovani

Renata Aparecida Mendes Maria Cristina Dantas Vanetti
(Coorientadora)

Miriam Teresinha dos Santos
(Orientadora)



A minha familia, a0 meu amor e aos amigos por todo apoio e incentivo.

DEDICO



“A persisténcia ¢ o menor caminho do éxito”.

(Charles Chaplin)



AGRADECIMENTOS

A Deus por me amparar nos momentos dificeis, me dar forca para superar as
dificuldades, mostrar os caminho nas horas incertas e me suprir em todas as minhas
necessidades. “Porque d’Ele, e por Ele e para Ele sao todas as coisas”.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Microbiologia pela
qualidade de ensino e infraestrutura para realizacdo dos experimentos.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concesséo da bolsa de mestrado.

A Prof, Miriam Teresinha dos Santos pela orientacdo, profissionalismo,
competéncia e dedicacao.

A Prof2. Maria Cristina Dantas Vanetti pelos anos de orientacdo e ensinamentos
transmitidos que muito contribuiram para minha formacéo profissional.

Aos membros da banca Marisa Vieira de Queiroz, Hilario Cuquetto Mantovani e
Renata Aparecida Mendes pelas sugestbes que contribuiram pelo aprimoramento do
trabalho.

Ao professor Sukarno Olavo Ferreira pela disponibilidade, sugestdes e ajuda nas
observac@es das amostras por microscopia de forca atdbmica.

Ao Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa
pelas analises de microscopia eletrénica de varredura.

Aos demais professores do Departamento de Microbiologia da Universidade
Federal de Vicosa, que tanto contribuiram para a construcdo do meu conhecimento.

Aos funcionarios do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de
Vicosa pelo auxilio no desenvolvimento do trabalho.

Aos amigos dos laboratdrios de Alimentos e Genética de Micro-organismos pelo
apoio, troca de experiéncias, amizade e excelente convivio.

A minha familia, a qual amo muito, pelo carinho, paciéncia, incentivo,
dedicacdo e por todas as oportunidades que vocés me proporcionaram.

Ao meu amor, Evandro Martins, grande incentivador do meu crescimento
profissional. Obrigada por compreender minha auséncia, me apoiar e ensinar que um
relacionamento sO se constr6i em cima de bases sélidas. Tenho a certeza que o olhar, o

abraco e as demonstracOes de afeto me deram forga e entusiasmo para realizagéo deste

iv



trabalho. Aqui e para sempre eternizo a minha admiracdo e a minha enorme felicidade
em poder compartilhar com essa pessoa tdo maravilhosa os momentos mais marcantes
da minha vida. Obrigada por me fazer téo feliz.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo deste
trabalho.

Muito obrigada!



BIOGRAFIA

RAMILA CRISTIANE RODRIGUES, filha de Sebastido Carlos Rodrigues e
Elza Maria dos Santos Rodrigues, nasceu na cidade de Vigosa-MG, em 06 de setembro
de 1984.

Em 2006 iniciou o curso de Ciéncia e Tecnologia de Laticinios na Universidade
Federal de Vicosa, na cidade de Vicosa, Minas Gerais, tornando-se bacharel em 23 de
julho de 2010.

Em agosto do mesmo ano, iniciou o curso de Pds-graduacdo em Microbiologia
Agricola na Universidade Federal de Vigosa, nivel de mestrado, orientada pela Profé,
Miriam Teresinha dos Santos, na linha de pesquisa qualidade microbiol6gica dos

alimentos.

Vi



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ... ettt e e
LISTADE TABELAS ..ottt ettt e e nee e
RESUMO ..ottt ettt ettt sttt et n et
ABSTRACT oottt ettt ettt s et e e e st et e nr et b e e be st eneenennens
1. INTRODUGAD ...ttt
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt
2.1. O patdgeno Salmonella ...........coo e
2.2. Estratégias de sobrevivéncia de Salmonella enterica a condicdes de estresse
2.3. A TESPOSEA SEVETA ...eeuviiviiieie ettt sttt
2.4. Estado viavel N80 cUultivaVel (WNC) ...
3. MATERIAL E METODOS ..ottt eeisss s senessentssss s senss s asnenanns
3.1. Bactérias utilizadas e condi¢es de CUItIVO .........cccveveiieieeieie e
3.2. Quantificacao relativa da expressdo dos genes mreB € rpoS ...........c.cceovevenn.
3.2.1. Extragdo e purificagdo de RNA ...t
3.2.2. Analise pelatécnicade QRT-PCR .......cccciveiiiiie i
3.3. Inducdo ao estado viavel Ndo CUltIVAVEL ............cccoeviiiiiicicce e
3.4. Determinacdo da culturabilidade e da viabilidade celular ..............ccccceeene
3.5. Caracterizag@0o MOrfolOgiCa ........ccoeviiririieee s
3.5.1. Obtencao das células para 0 preparo dos eSPECIMES ........cccecvveeverreennenn,
3.5.2. Microscopia eletrdnica de varredura ...........cccocceveeveeieiiece e
3.5.3. Microscopia de fOrga atimiCa ...........eevvrieririeiierieie e
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ....ovviriiriiiieieeisieissesssss s
4.1. Expressdo dos genes mreB e rpoS das estirpes de Salmonella Enteritidis
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em condicdo de estresse
NUEFICIONAl € ChOQUE TrIO ... s
4.2. Inducdo das estirpes de Salmonella Enteritidis mutantes deficientes na
sintese de (p)ppGpp ao estado viavel ndo cultivavel ..........cccccceviveieiienciccc e
4.3. Morfologia celular de Salmonella Enteritidis selvagem e mutantes
deficientes na SiNtese de (P)PPGPP «vvverreerreerieirieiie it e sttt s et re e sre e
4.3.1. Celulas em fase logaritmica de CreSCimento ..........ccccevveveereervereeseennnnn,

vii

Xi
Xii

Xiii

~N O W W

29

31

37
37



4.3.2. Células no estado VNC ap0s inducéo em solugdo BPS acrescida ou nao
de 0,6 M de ClOreto de SOUIO ......cveveieiieiieieieiee e

5. CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o oo ene e en s

viii



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

LISTA DE FIGURAS

Modelo proposto para a sintese de (p)ppGpp por RelA ..o,

Modelo proposto para a sintese e degradacgdo de (p)ppGpp por SpoT

Mecanismo de acdo de (p)ppGpp sobre a RNA polimerase .................

Expresséo relativa dos genes mreB e rpoS, avaliada por PCR em
tempo real, das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem
e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp submetidas a estresse

nutricional e choque frio em diferentes tempos .........c.ccocevevvvinieinennn,

Culturabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em
SOIUGAO BPS @ 4 OC ...

Culturabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em

solucdo BPS acrescida de 0,6 M de cloreto de sédioa4°C .................

Viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem
e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em solugédo
BPS @4 0C s

Viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem
e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em solugédo
BPS acrescida de 0,6 M de cloreto de s6dio a4 °C ........ccccovvereenennee

Imagens 3D de células das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase
logaritmica de crescimento obtidas por microscopia de forca atbmica

em laminas cobertas com poli-1-lisina ...........cccceveveniniine,

11

29

32

33

33

34

38



Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Micrografias de células das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4
578 selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase
logaritmica de crescimento observadas por microscopia eletronica de

varredura em membrana de policarbonato .............ccccecevveiiivciiciiens

Imagens 3D de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de
crescimento e no estado VNC ap6s inducdo em solucdo BPS a 4 °C
observadas por microscopia de forca atbmica em laminas cobertas

COM POLI-I-HSING ..o

Micrografias de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem
e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de
crescimento e no estado VNC apds inducdo em solucdo BPS a 4 °C
observadas por microscopia eletronica de varredura em membrana de

PONICArDONALO ..o

Imagens 3D de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagens e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de
crescimento e no estado VNC apo6s inducdo em solucdo BPS
acrescida de 0,6 M de cloreto de sodio a 4 °C observadas por

microscopia de forga atbmica em laminas cobertas com poli-I-lisina ..

Micrografias de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem
e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de
crescimento e no estado VNC apo6s inducdo em solucdo BPS
acrescido de 0,6 M de cloreto de sédio a 4 °C observadas por

microscopia eletrdnica de varredura em membrana de policarbonato ..

Perfil topografico das células das estirpes de Salmonella Enteritidis
PT4 578 selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em
fase logaritmica de crescimento e no estado VNC ap0s indugdo em

solucéo BPS acrescida ou ndo de 0,6 M de cloreto de sédio a 4 °C .....

39

41

42

43

44

48



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

LISTA DE TABELAS

Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para realiza¢do do gRT-PCR

Culturabilidade e viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4
578 selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp, mantidas

em solucdo BPS a 4 °C, no momento da inoculacéo e no estado VNC .....

Culturabilidade e viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4
578 selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp, mantidas
em solucdo BPS adicionada de 0,6 M de cloreto de sédio a 4 °C, no

momento da inoculacdo e N0 estado VINC .......cccevveivvieiieneee e

Dimens6es celulares das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase
logaritmica e no estado VNC ap6s inducdo em solucdo BPS e em
solucdo BPS acrescida de 0,6 M de cloreto de sodio, estimadas por meio

de microscopia de forga atdmica ............ccceoveveeiiecie s

Xi

23

34

35



RESUMO

RODRIGUES, Ramila Cristiane, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Agosto, 2012.
Estado viavel ndo cultivavel em Salmonella enterica sorovar Enteritidis
deficiente na sintese de (p)ppGpp. Orientadora: Miriam Teresinha dos Santos.
Coorientadores: Maria Cristina Dantas Vanetti e Uelinton Manuel Pinto.

Salmonella enterica é um patdgeno de origem alimentar capaz de entrar no
estado viavel ndo cultivavel em resposta a condi¢gdes ambientais adversas. S. enterica €
capaz de produzir (p)ppGpp, um nucleotideo responsavel pelo controle da expressdo
génica no nivel da transcricdo e da tradugdo, em condic¢des de estresse nutricional. Em
razdo da expressdo génica determinada pelo acumulo de (p)ppGpp, S. enterica suporta
condi¢cdes ambientais variadas. Este trabalho teve como objetivos: quantificar por PCR
em tempo real a expressao dos genes mreB, relacionado ao citoesqueleto e, rpoS, que
codifica genes de resposta ao estresse, de estirpes mutantes simples e duplo da
Salmonella Enteritidis PT4 578 deficientes na sintese de (p)ppGpp, em razdo de
mutacdo no gene relA, que codifica uma GTP pirofosfoquinase, e,ou spoT, que codifica
guanosina-3',5'-difosfato 3'-pirofosfohidrolase submetidas aos estresses nutricional e
choque frio; induzir essas estirpes ao estado VNC em solucdo fosfato de Butterfield
(BPS) acrescida ou ndo de cloreto de sddio a 4 °C e avaliar a morfologia dessas estirpes
em fase logaritmica de crescimento e no estado VNC. A expressdo do gene mreB foi
reduzida para ambas as estirpes mutantes (simples e duplo) ap6s 25 dias em condicdo de
estresse. No entanto, 0 mutante duplo apresentou um aumento na expressao do gene
rpoS apds 25 dias nesta mesma condicdo de estresse. As estirpes de Salmonella
Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes entraram no estado VNC apds incubacdo em
BPS acrescido ou ndo de cloreto de sddio a 4 °C em diferentes tempos. Estirpes de
Salmonella Enteritidis PT4 578 mutantes simples e duplo em fase logaritmica de
crescimento apresentaram células filamentosas. Em vez disso, células VNC de mutantes
simples e duplo mostraram reducdo no didmetro, volume e comprimento e também
transicdo da forma bacilar para a forma cocoide. Concluiu-se que a expressao dos genes
mreB e rpoS das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 mutantes simples e duplo
difere da estirpe selvagem. Houve também mudanca da morfologia entre as células da
fase log e células VNC das estirpes mutantes de Salmonella Enteritidis PT4 578. No
entanto, a molécula de (p)ppGpp ndo € importante para indugdo e permanéncia no
estado VNC desta bactéria.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Ramila Cristiane, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2012.
Viable nonculturable state in Salmonella enterica sorovar Enteritidis deficient
in (p)ppGpp synthesis. Advisor: Miriam Teresinha dos Santos. Co-advisors: Maria
Cristina Dantas Vanetti and Uelinton Manuel Pinto.

Salmonella enterica is a foodborne pathogen able to enter in viable but
nonculturable state (VNC) in response to adverse environmental conditions. S. enterica
is capable to produce (p)ppGpp, a nucleotide responsible for controlling gene
expression at the level of transcription and translation in nutritional stress conditions.
Due to gene expression determined by the accumulation of (p)ppGpp, S. enterica
supports various environmental conditions. The aims of this work were to quantify by
real time PCR the expression of the genes mreB, related to the cytoskeleton, and rpoS,
which codifies stress response genes, in single and double mutants of Salmonella
Enteritidis PT4 578 deficient in the synthesis of (p)ppGpp, due to the mutation on gene
relA, which codifies a GTP pyrophosphokinase, and, or spoT, which codifies guanosine-
3',5'-diphosphate 3'-pyrophosphohydrolase, submitted to nutritional stress and cold
shock; to induce these strains to VNC state in Butterfield phosphate solution (BPS), in
the absence or presence of sodium chloride at 4 °C and to evaluate the morphology of
these strains in logarithmic growth phase and in VNC state. The expression of gene
mreB was reduced in both mutant strains (single and double) after 25 days in stress
condition. However, the double mutant presented an increase in rpoS gene expression
after 25 days in the same stress condition. Wild and mutant strains of Salmonella
Enteritidis PT4 578 entered in VNC state after incubation in BPS in the absence or
presence of sodium chloride at 4 °C, in different periods of time. Single and double
mutant strains of Salmonella Enteritidis PT4 578 in logarithmic growth phase presented
filamentous cells. On the other hand, VNC cells of single and double mutants showed a
reduction in diameter, volume and length and also transition from bacillary to coccoid
form. In conclusion, the expression of mreB and rpoS genes in single and double mutant
strains of Salmonella Enteritidis PT4 578 was different when compared to the wild
strain. There was also alteration in the morphology of cells in log phase when compared
to the VNC cells of mutant strains of Salmonella Enteritidis PT4 578. However, the
(p)ppGpp molecule is not essential for induction and permanence of this bacterium in
VNC state.
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1. INTRODUCAO

Salmonella enterica € um patdgeno causador de doencas de origem alimentar em
humanos e animais de sangue quente. Infec¢cbes causadas por esse micro-organismo
resultam em febre entérica e salmonelose ndo tifoide. S. enterica subespécie enterica
sorovar Enteritidis destaca-se entre os mais de 2500 sorovares de Salmonella
identificados por estar mais frequentemente associado a surtos de salmonelose em
humanos.

Para sobreviver as condi¢des de estresse do hospedeiro e realizar, com sucesso,
todas as etapas do processo infeccioso, S. enterica requer a expressao de genes de
viruléncia, expressos na entrada da fase estacionaria e de maneira dependente da
molécula sinal de resposta severa, ppGpp (guanosina 3°,5’- bispirofosfato) e pppGpp
(guanosina 3’-difosfato, 5’-trifosfato). O (p)ppGpp € um nucleotideo de baixa massa
molecular sintetizado por duas enzimas, RelA (GTP pirofosfoquinase) e SpoT
(guanosina-3',5'-difosfato 3'-pirofosfohidrolase) que se acumula em condi¢des de
estresse nutricional, um mecanismo conhecido como resposta severa.

Em razdo da expressdo génica determinada pelo acimulo de (p)ppGpp, S.
enterica suporta condicdes ambientais variadas. Em condi¢fes de estresse intenso, o
patdgeno pode adotar como estratégia de sobrevivéncia a entrada em um estado
fisiologico de dorméncia denominado estado viavel ndo cultivavel (VNC). Neste estado
de laténcia, as células ndo apresentam crescimento em meios bacterioldgicos de analise
em que normalmente crescem e formam col6nias, mas encontram-se vivas e
metabolicamente ativas. A presenca de células no estado VNC em alimentos é um
problema de salde publica preocupante, visto que nestas condigdes 0s micro-
organismos ndo podem ser detectados em analises microbioldgicas convencionais,
porém ao entrarem em contato com fatores presentes no hospedeiro, podem retomar a
culturabilidade e manter a viruléncia.

Células no estado VNC apresentam diversas mudancas fisioldgicas e
morfoldgicas. Dentre as alteracdes morfologicas destacam-se reducdo de tamanho e
transicdo para a forma cocdide. Técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e microscopia de forca atdmica (AFM) tém sido utilizadas para observacdo da

morfologia de células no estado VNC.



O método de PCR em tempo real tem sido amplamente utilizado para
demonstrar a transcricdo de genes de células no estado VNC. A sintese de mRNA néo
cessa em células nessa condicdo, o que confirma que as células mantém a expressao
génica continuada e permanecem ativas metabolicamente.

A inducdo de células deficientes na sintese de (p)ppGpp ao estado VNC em
condicdes de estresse osmotico ja foi investigada em Escherichia coli, porém ndo ha
relatos na literatura que correlacionem VNC e (p)ppGpp em Salmonella sorovar
Enteritidis em diferentes condigdes de inducdo a esse estado de dorméncia. As
modificacbes morfoldgicas de células deficientes na sintese desse nucleotideo no estado
VNC ndo foram descritas na literatura, bem como a expressé@o de genes relacionados ao
citoesqueleto e a resposta a estresse dessas células em condicGes de estresse nutricional.

Considerando a importancia de se ampliar os conhecimentos sobre mecanismos
de resisténcia e sobrevivéncia de Salmonella a condicGes adversas e compreender as
alterac6es morfologicas e metabdlicas de células deficientes na sintese de (p)ppGpp no
estado VNC, os objetivos desse trabalho foram caracterizar a expressao dos genes mreB
e rpoS de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 deficientes na sintese de (p)ppGpp,
bem como induzir ao estado VNC e caracterizar morfologicamente essas células nesse

estado e em fase logaritmica de crescimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O patdgeno Salmonella

Salmonella sdo bacilos gram-negativos, ndo formadores de esporo, anaerdbios
facultativos, mesofilos, sendo a maioria mével por meio de flagelos peritriquios e
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (JAMES et al., 2005; WAN NORHANA et
al., 2010). E um dos patdgenos mais prevalentes e responsavel por causar doencas de
origem alimentar em todo o mundo. Estima-se que, apenas nos Estados Unidos, mais de
um milhdo de casos de infecg@o sdo causados por esse micro-organismo, ocasionando a
morte de mais de 300 pessoas ao ano (CDC, 2011). No Brasil, segundo dados da
Secretaria de Vigilancia em Saude, do total de surtos notificados ocorridos entre 0s anos
de 1999 a 2008, 21,03% estavam associados a presenca de Salmonella (BRASIL, 2008).

Atualmente, o género Salmonella encontra-se dividido em duas espécies:
Salmonella enterica e Salmonella bongori (REEVES et al., 1989). Com base em
sorotipagem, mais de 2500 sorovares de Salmonella ja foram identificados, sendo que a
maioria apresenta um grau de semelhanca genética muito grande (POPOFF et al., 2001;
POPOFF, BOCKEMUHL, e GHEESLING, 2003; HUR et al., 2012). Dos sorovares
identificados, mais de 99% sdo agrupados na especie S. enterica, que € dividida em seis
subespécies: enterica, houtanae, arizonae, diarizonae, indica e salamae (WHO, 2007,
BRENNER et al., 2000).

A maioria das infec¢bes causadas por Salmonella estd associada a ingestdo de
alimentos contaminados, principalmente ovos, produtos a base de ovos, carne de frango,
carne de porco, produtos lacteos, frutas e legumes (WAN NORHANA et al., 2010;
HUR et al.,, 2012). Infec¢bes causadas por Salmonella resultam desde sindromes
brandas até casos mais graves, como 0s causados por S. enterica Typhi e Paratyphi,
exclusivamente em humanos constituindo uma doenca denominada febre entérica, que
tem uma taxa de mortalidade alta (EFSA-ECDC, 2007). Nas salmoneloses néo tifoides,
causadas pelos demais sorovares, a pessoa infectada pode apresentar quadros de
diarreia, febre, vomitos e dores abdominais que ocorrem entre 12 a 72 horas ap0s o

consumo de alimentos contaminados com gravidade variavel (JAY et al., 2005). S.



enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium e S. enterica subespécie enterica
sorovar Enteritidis sdo os sorovares mais frequentemente associados a surtos de
salmonelose n&o tifoide em humanos (FINSTAD et al., 2011).

Durante o processo infeccioso, S. enterica pode colonizar o trato intestinal e
atingir o baco, o figado e a medula dssea por meio da circulacédo linfatica e sanguinea. A
partir da ingestdo, as bactérias sobrevivem ao pH do estdmago, penetram o epitélio
intestinal resultando em sintomas de diarreia com perda de eletrolitos, hemorragias,
inflamacdo localizada e necrose. A passagem da bactéria através do revestimento
intestinal é iniciada pela invasdo bacteriana em enterocitos e células M das placas de
Peyer, alcangando o tecido linfoide, local onde as células s&o logo internalizadas por
macréfagos e linfécitos. Dentro de macréfagos ocorre a multiplicagdo do patégeno e o
transporte de células para alcancar outros tecidos do hospedeiro, fendmeno denominado
translocacdo. Os macrofagos infectados liberam grandes quantidades de citocinas do
tipo a-TNF (fator o de necrose tumoral) e IL-1 (interleucina 1), responsaveis pelos
sintomas de febre (MARCUS et al.,, 2000; HANSEN-WESTER e HENSEL, 2001,
SONG et al., 2004).

A sobrevivéncia de S. enterica as condicOes estressantes do hospedeiro e o
sucesso das etapas do processo de infeccdo requerem a expressdo de varios genes
agrupados em ilhas genémicas localizadas no cromossomo ou em plasmideos,
denominados Ilhas de Patogenicidade de Salmonella (SPI), certamente adquiridas por
transferéncia horizontal génica (MARCUS et al., 2000). Dezessete SPIs ja foram
identificadas em Salmonella, sendo que as funcGes de SPI-1 e SPI-2, importantes no
processo de viruléncia, tém sido mais extensivamente estudadas. SPI-1 codifica genes
envolvidos na invasdo de células do epitélio intestinal e SPI-2 codifica genes essenciais
para a replicacdo na celula hospedeira (HUR et al., 2012). Ambas, SPI-1 e SPI-2
codificam sistemas de secrecdo do tipo Il (TTSS) requeridos para o processo de
invasdo celular (SONG et al., 2004). Estudos sugerem que esses genes Sao
coordenadamente regulados para garantir a sobrevivéncia e a propagacao de Salmonella
dentro do hospedeiro (ALTIER, 2005).

A viruléncia de Salmonella também é conferida pela expressdo de genes
localizados em plasmideos, encontrados em sorovares de S. enterica pertencentes a
subespécie enterica. Os plasmideos de viruléncia de Salmonella variam em tamanho de

50-100 kb e os genes presentes no operon spvRABCD estdo envolvidos na



sobrevivéncia de Salmonella no interior de macr6fagos e no aumento da severidade da
doenca (RYCHLIK et al., 2006).

Devido a importancia de Salmonella como patégeno e associagcdo em surtos, a
legislacdo brasileira estabelece como padrdo a auséncia deste micro-organismo em 25
gramas de produto, ou seja, a contaminacdo de alimentos por este patdgeno,
independente da carga microbiana presente, 0s torna improprios para 0 consumo
(BRASIL, 2001).

Em condicbes Otimas de temperatura, pH, concentracdo de nutrientes, de
oxigénio ou de solutos, S. enterica apresenta taxa de crescimento méxima. Entretanto,
variacdes nessas condicGes podem alterar a taxa de crescimento maxima, representando
uma condicdo de estresse para célula microbiana. S. enterica é capaz de sentir e
responder rapidamente a diferentes estresses. A resposta a essas condi¢cdes ndo afeta
apenas 0 crescimento e a sobrevivéncia, mas influencia a viruléncia e a resisténcia a
diversos antimicrobianos (SPECTOR e KENYON, 2012).

2.2. Estratégias de sobrevivéncia de Salmonella enterica a condicdes de estresse

Em condicBes de estresse devido a limitacdo por nutrientes, como carbono,
fosfato e,ou nitrogénio, Salmonella depende de diferentes respostas fisiologicas para
sobrevivéncia. Em caréncia de fonte de carbono, ha alteracdes genéticas e fisiologicas
referidas como resposta ao estresse nutricional (SSR — Starvation Stress Response). Nas
primeiras horas de limitacdo de carbono, a célula evita a escassez nutricional por meio
da regulacdo da utilizacdo de fontes alternativas de carbono. Em razdo da SSR, a célula
microbiana altera o metabolismo celular, adotando estratégias como: (i) alteracdo do
sistema de transporte de substrato para captacdo de nutrientes necessarios do ambiente;
(i) sintese de enzimas para utilizacdo de componentes celulares, como RNA, proteinas
ribossomais, lipideos e peptideoglicano; (iii) producdo de enzimas mais eficientes para
o metabolismo de fontes de carbono remanescentes; (iv) sintese de proteinas de
condensacdo cromossémica, protegendo a célula de danos; (v) sintese de enzimas que
modificam componentes da membrana plasmaética, do peptideoglicano e da membrana
externa (tipo e quantidade de é&cidos graxos e lipideos de membrana ou

lipopolissacarideos da membrana externa) e (vi) sintese de enzimas para prevenir ou



reparar danos celulares como resultado da condigéo de estresse do ambiente (SPECTOR
e KENYON, 2012).

Em Salmonella Typhimurium, a SSR é regulada em nivel global, por 3'5'
monofosfato de adenosina (CAMP) com a sua proteina de receptora (CRP), ppGpp
(guanosina 3°,5’- bispirofosfato) e pppGpp (guanosina 3’-difosfato, 5’-trifosfato) e dois

S ¢ of. Durante a SSR, as concentracdes intracelulares de CAMP e

fatores sigma, o
(P)ppGpp se elevam (GORKE e STULKE, 2008). Assim, a formagdo do complexo
CAMP-CRP permite ativar ou reprimir a expressdo de varios genes em resposta a
diminuicdo na concentracdo de glicose. Alguns desses genes estdo envolvidos no
transporte e utilizacdo de fontes alternativas de carbono (SPECTOR, 1998). A molécula
sinal (p)ppGpp e a proteina cofatora DksA regulam a expressdo de genes durante a
escassez de carbono na fase estacionaria (HENARD et al., 2010).

O fator ¢°, também denominado RpoS, regula genes em resposta geral ao
estresse, ativando até 500 genes durante escassez nutricional e em resposta a mudancas
no ambiente de um hospedeiro (HENGGE, 2009). Genes controlados pelo fator ¢°
desempenham diversas fungdes como protecdo contra estresse oxidativo, contra danos
no DNA, osmoprotecdo, viruléncia, modificacdes morfologicas e termotolerancia
(LOEWEN e HENGGE-ARONIS, 1994; WEBER et al., 2005;). O fator o= desempenha
funcdo relacionada a sobrevivéncia na fase estacionaria e a resisténcia ao estresse
oxidativo (TESTERMAN et al., 2002).

Em resposta ao estresse osmotico, a célula bacteriana tenta manter a pressao de
turgor apropriada pelo aumento ou diminuicdo da concentracdo de solutos no citosol
e,ou periplasma. Em concentracdes osmoticas altas, ocorre um movimento de moléculas
de &gua atraveés da membrana plasmatica, ocasionando a perda de agua a partir do
citoplasma (DELAMARCHE et al., 1999). O sistema de transporte de ions K" é
induzido, resultando em actimulo intracelular rapido destes ions. O aumento de ions K*
é substituido pelo acumulo de outros solutos compativeis, moléculas polares e soliveis
que ndo afetam as fungdes normais da célula. Esses compostos osmoprotetores incluem
prolina, betaina, glicina, ectoina, trealose, colina e carnitina (BREMER e KRAMER,
2000; POOLMAN et al., 2002). Esses compostos sdo transportados do ambiente
extracelular para dentro da célula ou sintetizados pela célula (ROEBLER e MULLER,
2001). A sintese de proteinas requeridas para o transporte de solutos compativeis é

controlada pelo fator ¢°. Se ndo ha solutos compativeis disponiveis para o transporte ou



se a quantidade ndo é suficiente para equilibrar a pressdo osmotica, Salmonella sintetiza
o0 dissacarideo trealose como osmoprotetor. O operon otsBA, que codifica as enzimas
responsaveis pela producdo de trealose, trealose-6-fosfato sintase e trealose-6-fosfato
fosfatase, é controlado pelo fator ° (HENGGE, 2008; DU et al., 2011).

As bactérias possuem sistemas sensoriais para regular processos fisioldgicos
complexos com a finalidade de monitorar e se adaptar ao ambiente em que se
encontram. Em condigfes extremas, a sobrevivéncia depende de mecanismos de

adaptacdo como, por exemplo, a resposta severa (CHATTERJI e OJHA, 2001).

2.3. A resposta severa

A resposta severa (stringent response) € um mecanismo de sobrevivéncia da
bactéria induzido quando nutrientes, como aminoé&cidos, carbono, nitrogénio e fosfato,
sdo limitados ou em condicdes de estresse que ameagam sua sobrevivéncia. Nessas
condigdes, a bactéria pode economizar nutriente pela diminuigdo do metabolismo até
que as condicdes necessarias ao crescimento sejam retomadas (WU e XIE, 2009). Sinais
ambientais provocam mudancas na expressao génica por meio de mecanismos de
regulacdo da transcricdo, como sistema de dois componentes, fatores sigma alternativos
e repressores de transcricdo. A percepcao dos sinais ambientais e a expressdo de genes
relacionados a resposta ao estresse e a viruléncia sdo cruciais para garantir a
sobrevivéncia e a viruléncia de S. enterica (SHEN e FANG, 2012).

Muitos ambientes naturais, como oceanos, rios, aquiferos e solos séo
considerados ambientes pobres em nutrientes, porém capazes de abrigar determinados
micro-organismos. Espécies de Pseudomonas sdo encontradas em solos, em que a
matéria organica varia de 0,8 a 2,0%, e tém a capacidade de persistir por longo periodo
em condicBes de limitacdo nutricional (MATIN, 1996). Bactérias patogénicas
intracelulares, durante o processo de invasdo, encontram ambientes com limitacdo de
nutrientes no interior de macrofagos (SPECTOR e KENYON, 2012). Na industria de
alimentos, os processos de higienizacdo de utensilios e equipamentos removem residuos
de alimentos, ocasionando uma condicdo de limitacdo da disponibilidade de nutrientes
para os micro-organismos (SIMOES, SIMOES e VIEIRA, 2010).



Em resposta a estes diferentes estresses nutricionais, Cashel e Gallant (1969)
demonstraram que ha produgdo de ppGpp (guanosina 3’,5’- bispirofosfato) e pppGpp
(guanosina 3’-difosfato, 5’-trifosfato). Durante o crescimento em condicOes ideais,
somente uma pequena quantidade de (p)ppGpp € produzida e esta molécula pode ser
hidrolisada pela enzima (p)ppGpp pirofosfatase. Porém, em condi¢cBes de escassez
nutricional, grande quantidade de (p)ppGpp € produzida favorecendo a resisténcia das
bactérias (CHATTERJI e OJHA, 2001).

A quantidade de (p)ppGpp produzida pela célula € modulada por duas classes de
enzimas: uma enzima monofuncional sintetase e uma enzima bifuncional
sintetase/hidrolase. Em E. coli, a enzima monofuncional foi denominada RelA e a
bifuncional SpoT (DALEBROUX et al., 2010).

O (p)ppGpp é um nucleotideo de baixa massa molecular cuja sintese é regulada
pela razdo entre aminoacil tRNA e tRNA descarregado (HASELTINE e BOCK, 1973).
Quando tRNA descarregado se encontra no sitio A da subunidade ribossomal 50S, a
sintese proteica € paralisada e resulta em uma atividade progressiva de RelA e,
consequentemente, sintese de (p)ppGpp (CHATTERJI e OJHA, 2001). RelA catalisa
uma reacdo de fosforilacdo enzimatica entre GDP e GTP a ppGpp e pppGpp,
respectivamente, no qual ATP é usado como doador de fosfato. Devido a sua atividade
catalitica, RelA ¢ considerada uma (p)ppGpp sintetase (WU e XIE, 2009).

Um modelo para a sintese de (p)ppGpp mediada por RelA € apresentado na
figura 1. Em condicdes de escassez de aminoacidos ha um aumento na quantidade de
tRNA descarregado na célula, que se liga fracamente ao sitio A do ribossomo,
blogueando-o (Figura 1A). RelA detecta o ribossomo bloqueado devido ao aumento da
extensao do mRNA 3°, que pode estimular a ligagao de RelA (Figura 1B). Em seguida,
RelA converte ATP e GTP a ppGpp e AMP na presenca de tRNA descarregado no sitio
A (Figura 1C). A sintese de (p)ppGpp por RelA ndo afeta a quantidade de tRNA
descarregado ligado ao sitio A; a liberacdo do tRNA descarregado do sitio A seria um
preparo deste sitio para a ligacdo do complexo ternario, quando ndo hd mais condicdes
de escassez de aminoacidos. Wendrich e colaboradores (2002) notaram que a fraca
interacdo do tRNA descarregado com o sitio A é suficiente para a sintese de (p)ppGpp.
RelA se liga ao ribossomo na auséncia de (p)ppGpp, entretanto, a sintese de (p)ppGpp
reduz significativamente a ligacdo de RelA ao ribossomo. Esses autores sugeriram que a

conversao enzimatica de ATP e GTP para (p)ppGpp € requerida para que haja uma



mudanca conformacional de RelA, reduzindo sua afinidade pelo ribossomo. Apds a
sintese de (p)ppGpp, RelA se movimenta para o proximo ribossomo e a sintese de
(p)ppGpp € repetida (Figura 1D). ConcentragOes elevadas de (p)ppGpp ativam a
resposta severa. Apés a interrupcdo da condicdo de estresse, tRNAs aminoacilados
apresentam uma maior afinidade pelo sitio A do ribossomo, permitindo o deslocamento

do tRNA descarregado do sitio A, reativando o processo de tradugdo (Figura 1E).
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Figura 1. Modelo proposto para a sintese de (p)ppGpp por RelA. Modificado de
POTRYKUS e CASHEL (2008).

A enzima bifuncional SpoT responde a uma variedade de estimulos, como
escassez de carbono, fosfato, metais e alteracBes no metabolismo de acidos graxos.
SpoT responde a inibicdo do metabolismo de &cidos graxos por meio de uma proteina
acil carreadora (ACP), em que a interacdo entre (p)ppGpp e ACP é influenciada pela
proporcao da proteina ACP acilada e ndo acilada, permitindo a bactéria modular a
biossintese de acidos graxos na célula (POTRYKUS e CASHEL, 2008). A proteina

ACP transfere cadeias de acidos graxos a enzimas responsaveis pela biossintese de



fosfolipideos e metabdlitos secundarios. SpoT interage com ACP em uma regido ndo
enzimatica conhecida como dominio TGS. Durante a escassez de &cidos graxos, sinais
metabdlicos sdo enviados por meio da interacdo de ACP-SpoT, resultando em um
aumento nas concentracbes de (p)ppGpp. A interagdo ACP-SpoT modula tanto a
atividade de sintetase (SD) quanto de hidrolase (HD) de (p)ppGpp (Figura 2). A
hidrélise de (p)ppGpp regenera GTP ou GDP por uma reagdo dependente de fons Mn?*,
liberando pirofosfato (POTRYKUS e CASHEL, 2008; DALEBROUX et al., 2010).
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Figura 2. Modelo proposto para a sintese e degradacdo de (p)ppGpp por SpoT.
Modificado de POTRYKUS e CASHEL (2008).

A sintese e degradacédo de (p)ppGpp por SpoT é importante para a célula, pois
na auséncia de SpoT, a bactéria ndo pode degradar o (p)ppGpp sintetizado por RelA e o
acumulo do nucleotideo interrompe o ciclo celular normal (DALEBROUX et al., 2010).

Em razdo da resposta severa e da consequente elevacdo da concentracdo de
(p)ppGpp na célula, dois efeitos sdo observados: (i) regulacdo negativa da sintese de
rRNA e tRNA (LAZZARINI e DAHLBERG, 1971) e dos genes que codificam
proteinas ribossomais, fatores traducionais, sintetases (DENNIS e NOMURA, 1974) e
interrupcao da sintese de componentes de membrana (DALEBROUX e SWANSON,
2012); e (ii) regulacdo de genes que codificam enzimas metabdlicas, principalmente
aquelas envolvidas na biossintese de aminoacidos (ZHOU e JIN, 1998; WENDRICH et
al., 2002) e producéo de fatores de resposta ao estresse (DALEBROUX e SWANSON,

2012). A reducdo da sintese de rRNA estavel paralisa as principais atividades que
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consomem energia da célula, como transcrigdo e traducdo. Este periodo em que ndo ha
atividade metabodlica permite que a célula utilize suas reservas de energia restantes para
se adaptar as condigdes de estresse pela inducdo de genes especificos. Quando a
adaptacdo é quase completa, a concentracdo de (p)ppGpp diminui e o crescimento é
retomado (TOULOKHONOV et al., 2001).

A molécula de (p)ppGpp se liga alostericamente nas porcdes N-terminal da
subunidade B’ e C-terminal da subunidade  da RNA polimerase (TOULOKHONOYV et
al., 2001). Estudos na presenca de concentracGes crescentes de andlogos fluorescentes
de ppGpp (1-aminonaftaleno-5-sulfonado ppGpp e 8-azido guanine-3°,5” bis-pirofosfato
8-azido-ppGpp) evidenciaram a ligacdo de ppGpp a um sitio especifico da subunidade f3
da RNA polimerase de E. coli (REDDY et al., 1995; CHATTERJI et al., 1998).

A molécula de (p)ppGpp interage diretamente com a RNA polimerase em
cooperacdo com o supressor DnaK (DksA), uma proteina que se liga ao canal
secundario da enzima e amplifica a acdo de (p)ppGpp. A transcricdo também pode ser
controlada por (p)ppGpp e DksA por um processo indireto conhecido como competigdo
com o fator 0. Em fase de crescimento logaritmico, o fator 6'° também conhecido como
RpoD, atua sobre a RNA polimerase para iniciar a transcricdo de operons necessarios a
sintese de proteinas, lipideos e DNA. Durante a resposta severa, as concentragdes
elevadas de (p)ppGpp inibem a ligacdo da RNA polimerase a promotores dependentes
do fator ¢'°, como os promotores de rRNA e tRNA, permitindo que RNA polimerase
permaneca disponivel para se ligar a fatores o alternativos que se acumulam em

resposta a determinado estresse (Figura 3).

Expressao de genes que Expressao de genes de
codificam proteinas, lipideos, resisténcia a estresse
RNA e sintese de DINA

Figura 3. Mecanismo de acdo de (p)ppGpp sobre a RNA polimerase. Modificado de
DALEBROUX e SWANSON (2012).
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O fator ¢°, também conhecido como RpoS, é um regulador central da expressao
de genes produzido na fase estacionaria, sendo importante para a resposta ao estresse e
para a expressdo de fatores de viruléncia em micro-organismos patogénicos. O fator ¢°
permite o reconhecimento da regido promotora de certos genes envolvidos na resposta a
estresse em E. coli, Salmonella e outros micro-organismos pela RNA polimerase. Esse
regulador atua em, aproximadamente, 500 genes durante a escassez nutricional e a
varias condicOes de estresse, tais como temperatura e pH extremos, choque osmético e
potencial de oxirreducdo (HENGEE, 2009; SHEN e FANG, 2012). Em E. coli, o fator
sigma RpoS depende da concentragdo de (p)ppGpp para sua expressdo e fungéo
(LANGE et al., 1995; MAGNUSSON, FAREWELL e NYSTROM, 2005).

A estabilidade do fator sigma RpoS é aumentada por (p)ppGpp por meio de
mecanismos diretos e indiretos, impedindo indiretamente sua degradacdo por
complexos citoplasmaticos conhecidos como proteossomos. Em E. coli, (p)ppGpp
estabiliza o fator ¢° pela inducéo da expressdo das proteinas IraP e IraD. Essas proteinas
se ligam a proteina RssB, impedindo que essa proteina direcione o fator ¢° para 0
proteossomo ClpXP, responsavel pela sua degradacdo (DALEBROUX e SWANSON,
2012).

Em resposta a danos a membrana celular, tais como presenca de porinas
deformadas na membrana e estresse metabdlico, ha atuagdo do fator o°, também
conhecido como RpoE. O (p)ppGpp aumenta a atividade da proteina o-, dirigindo a
expressdo de genes no regulon o= em E. coli (DALEBROUX e SWANSON, 2012).

Estudos genéticos e bioquimicos confirmaram que (p)ppGpp controla a
expressdo de genes no nivel da transcricdo e traducdo (CHATTERJI e OJHA, 2001).
Consequentemente, a variacdo na quantidade de (p)ppGpp pode promover alteracGes na
célula como diferenciacdo da morfologia celular, viruléncia, crescimento, producao de
metabolitos secundarios, formacdo de biofilme, mecanismo de quorum sensing,
sobrevivéncia em condicdes de estresse, aumento na taxa de erro da traducdo,
diminuicdo do armazenamento de glicogénio e da taxa de producdo de antibidticos
(CHATTERJI e OJHA, 2001; BALZER e McLEAN, 2002; PIZARRO-CERDA e
TEDIN, 2004; WU e XIE, 2009).

A concentracdo alta de (p)ppGpp na célula diminui a concentracdo de rRNA e
tRNA. Como a sintese de RNA esta relacionada com a taxa de crescimento de um

organismo, percebe-se que o (p)ppGpp afeta o crescimento em bactérias. A regulacdo da
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taxa de crescimento depende da transcricdo do operon rrn e acredita-se que (p)ppGpp
altera a seletividade do promotor devido a uma alteracdo conformacional na enzima
(CHATTERIJI e OJHA, 2001).

E provavel que (p)ppGpp também atue na regulacdo de genes envolvidos na
formacdo do citoesqueleto. Xiao e colaboradores (1991) verificaram a influéncia de
(p)ppGpp na morfologia celular de E. coli AspoT submetida a condi¢ao de privagdo de
nutrientes, observando a presenca de células mais alongadas do que as da estirpe
selvagem. Esses pesquisadores verificaram que células cultivadas em meio rico
restauravam a morfologia celular normal. Células de E. coli deficientes na sintese de
(p)ppGpp devido a interrupcdo dos genes relA e spoT apresentaram filamentagéo celular
em fase logaritmica de crescimento ap6s cultivo em meio rico (MAGNUSSUM et al.,
2007).

Para a sobrevivéncia a condigdes adversas, as bactérias devem ser capazes de
suportar o estresse e adotar estratégias até que as condigdes ideais de crescimento sejam
retomadas. Quando os nutrientes sdo escassos ou em diferentes condicGes de estresse,
alguns géneros de bactérias iniciam o processo de formagéo de esporos (esporulacéo)
resultando na producdo de uma estrutura de alta resisténcia. O esporo formado é
metabolicamente inerte, sendo caracterizado por suas propriedades de resisténcia a
dessecacdo, calor, radiacdo, oxidacdo, acdo de compostos tOxicos dentre outras
condicdes adversas (HOON, EICHENBERGERZ e VITKUP, 2010). No entanto,
bactérias ndo formadoras de esporo podem adotar outras estratégias de sobrevivéncia a
condicGes de estresse, como a entrada em um estado fisiolégico de dorméncia

denominado estado viavel ndo cultivavel (OLIVER, 2005).

2.4. Estado viavel nao cultivavel (VNC)

No inicio da década de 1980, Xu e colaboradores (1982) observaram que Vibrio
cholorae e E. coli, em condicGes adversas, matinham atividade celular detectavel,
embora ndo fossem cultivaveis pelos métodos de cultivo disponiveis. Esses
pesquisadores definiram esse fendmeno como estado viavel ndo cultivavel (VNC). No
estado VNC, a bactéria ndo apresenta crescimento em meios bacteriolégicos de analise

de rotina em que normalmente cresce e forma colénias, mas encontra-se viva e

13



metabolicamente ativa (OLIVER, 2000b). Células no estado VNC apresentam baixa
atividade metabdlica, porém, em alguns casos, sdo capazes de retomar o crescimento em
meio de cultura sem que haja aumento do numero total de células por um fenémeno
denominado ressuscitacdo (REISSBRODT et al. 2002; OLIVER, 2005;
PANUTDAPORN et al., 2006).

Mais de 60 espécies bacterianas foram relacionadas como capazes de entrar no
estado VNC (OLIVER, 2005). Essas espécies incluem bactérias gram-negativas como
Aeromonas hydrophila, Agrobacterium tumefaciens, Burkholderia cepacia,
Campylobacter spp., Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, E. coli (incluindo
E. coli O157:H7), Francisella tularensis, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, diversas estirpes de Salmonella
e Shigella spp., Serratia marcescens, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus e bactérias gram-positivas ndo formadoras de esporo como Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes e Lactococcus lactis (OLIVER, 2005;
BALASUBRAMANIAN, STUART e WEIMER, 2007; LIU et al., 2008; OLIVER,
2010). A entrada no estado VNC também foi observada em células eucarioticas, como
em leveduras deterioradoras de vinho como Brettanomyces (SERPAGGI et al., 2012),
Candida stellata, Rhodotorula mucilaginosa e Zygosaccharomyces bailii (DIVOL e
LONVAUD-FUNEL, 2005).

Ha grande preocupacéo quanto a presenca de patdogenos no estado VNC em agua
ou em alimentos devido ao fato desses micro-organismos ndo serem detectados pelos
procedimentos laboratoriais de rotina, podendo resultar em diagnostico falso negativo
da amostra analisada. Patdgenos no estado VNC podem retomar a culturabilidade e
manter a viruléncia ao entrarem em contato com fatores presentes no hospedeiro, sendo
responsaveis por surtos de infeccdes alimentares (OLIVER, 2010). As condi¢cbes de
estresse as quais 0s alimentos sdo submetidos durante o processamento e estocagem e
até mesmo os procedimentos de higienizacdo das superficies de contato com alimentos
nas industrias podem induzir a entrada no estado VNC (MILLET e LONVAUD-
FUNEL, 2000; GUNASEKERA et al., 2002; PENEAU et al., 2007). No Japdo, foi
notificado um surto envolvendo um alimento a base de salméo preparado com elevada
concentracdo de sal contaminado com E. coli enterohemorragica O157:H7 no estado
VNC (MAKINO et al.,, 2000). Dessa forma, alimentos considerados seguros apés

analises laboratoriais utilizando métodos convencionais podem apresentar risco
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potencial de infeccdo se contaminados com micro-organismos patogénicos no estado
VNC. Bactérias no estado VNC também sdo encontradas em amostras de &gua para
consumo (LIU et al., 2008).

Ensaios sdo utilizados para evidenciar a viabilidade celular por meio da
investigacdo de varias funcGes celulares, tais como respiracdo e integridade de
membrana (KOGURE, SIMIDU e TAGA, 1979; CAPPELIER et al. 1997; RUDI et al.,
2005). A utilizacdo de técnicas moleculares permitiu a demonstrar a transcricdo de
genes e a sintese e,ou modulacdo de proteinas no estado VNC (LLEO et al., 2000;
HEIM et al., 2002; YARON et al., 2002; COUTARD et al., 2005; GONZALEZ-
ESCALONA et al., 2006; MUELA et al., 2008; LAI et al., 2009; LIU et al., 2010a;
MISHRA, TANEJA e SHARMA, 2012).

Diversos fatores quimicos e ambientais sdo capazes de induzir células ao estado
VNC, sendo que o tempo de entrada nessa condicdo varia de acordo com o micro-
organismo, a condicdo de estresse e 0 estado fisiologico da populacdo. Condi¢bes como
escassez de nutrientes (GHEZZI e STECK, 1999; BESNARD et al., 2000;
REISSBRODT et al., 2002; GUPTE et al., 2003; MAALEJ, DENIS e DUKAN, 2004;
WONG et al., 2004; COOK e BOLSTER, 2007; MISHRA, TANEJA e SHARMA,
2012), temperaturas baixas ou altas (WOLF e OLIVER, 1992; OLIVER, 2000;
BESNARD et al.,, 2002; WONG e WANG, 2004; ASAKURA et al., 2006;
GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006), elevacdo ou diminuicdo da concentrago
osmotica (XU et al., 1982; ROTH, LECKIE e DIETZLER, 1988; MAKINO et al.,
2000), concentracdo de oxigénio (KANA et al., 2008), presenca de metais pesados
(MANAHAN e STECK 1997; ALEXANDER, PHAM e STECK,, 1999; GHEZZI e
STECK, 1999; GREY e STECK, 2001; ORDAX et al.,, 2006), condi¢cdes acidas
(CHAVEERACH et al., 2003; JOLIVET-GOUGEON et al., 2006; CUNNINGHAM,
O’BYRNE e OLIVER, 2009) e exposicdo a radiacdo ultravioleta (GOURMELON,
CILLARD e POMMEPUY, 1994; POMMEPUY et al., 1996; CARO et al., 1999) sdo
fatores ja identificados como responsaveis pela inducao do estado VNC.

Células de S. enterica sorovar Typhimurium DT104 foram capazes de entrar no
estado VNC apds 273 dias de incubacdo em solucdo tampdo fosfato 0,0735 mM
mantida a 5 °C (GUPTE et al., 2003). A presenca de células de S. enterica Dublin e S.
enterica Oranienburg no estado VNC foi detectada ap6s incubacdo em solucdo

contendo 7% de cloreto de sédio a 37 °C num periodo de 5 e 3 dias, respectivamente,

15



indicando que esses sorovares de Salmonella possuem diferentes tempos para entrada
no estado VNC induzido pela mesma condi¢do de estresse osmotico (KUSUMOTO,
ASAKURA e KAWAMOTO, 2012). Asakura e colaboradores (2002) também
verificaram a inducdo de células de S. enterica Oranienburg ao estado VNC apds
incubacdo em solucdo contendo 7% de cloreto de sddio a 4 °C por 24 horas.

Floresta (2006) detectou parte da populacédo de S. enterica Enteritidis CCS3 no
estado VNC ap6s dez dias de inoculagdo em solucdo fosfato de Butterfield (BPS)
adicionada de 1,02 M de cloreto de sddio mantida a 5 °C. Salmonella Enteritidis CCS3
mantida em solucdo BPS acrescida de 1,2 M de cloreto de sédio a 4 °C perdeu a
culturabilidade, mas manteve a viabilidade, apds 120 dias de incubacdo, enquanto as
células de Salmonella Typhimurium mantidas nessas mesmas condi¢Ges entraram no
estado VNC ap06s 40 dias de incubagdo (MENDES, 2009).

Células no estado VNC apresentam alteracbes fisiologicas e morfologicas
importantes. Tais células geralmente apresentam alteragdes no metabolismo celular
como reducdo no transporte de nutrientes, na taxa de respiracdo e na sintese de
macromoléculas. No entanto, a concentracdo de ATP e o potencial de membrana
permanecem elevados (PORTER et al., 1995; OLIVER, 2010).

Diversas modificagdes na composicédo de acidos graxos de membrana de células
em VNC sdo observadas. Por exemplo, a composicao de acidos graxos de membrana de
V. vulnificus é alterada durante a entrada no estado VNC em agua do mar artificial. Essa
resposta fisiologica tem a finalidade de manutencdo da fluidez de membrana para
sobreviver a condicdo de estresse. Células em que a sintese de acidos graxos € inibida
ndo sobrevivem, indicando que o metabolismo de acidos graxos é essencial durante a
entrada das células no estado VNC (DAY e OLIVER, 2004). Carmo (2012) verificou
que células de Salmonella Enteritidis PT4 963 no estado VNC apresentaram perfil de
acidos graxos diferente das células em condicdo étima de crescimento e similar ao perfil
de células submetidas ao estresse frio, porém o perfil das células VNC ndo apresentou
alteracdo com o aumento do tempo de permanéncia dessas células no estado VNC. Esse
mesmo autor observou aumento de acidos graxos insaturados (AGI) e manutencdo da
proporcdo de acidos graxos saturados (AGS) das células no estado VNC quando
comparada as células controle, indicando maior fluidez da membrana.

Células em VNC apresentam modificacdo no proteoma. Muela e colaboradores

(2008) verificaram que um grande namero de proteinas da membrana externa de E. coli
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no estado VNC foi alterado, sendo que a maioria dessas proteinas apresentou massa
molecular menor que 29 kDa, fato que pode ser atribuido a um aumento da proteolise
e,ou turnover de proteinas para se adaptar as condi¢cGes ambientais adversas. Entretanto,
proteinas exclusivas do estado VNC ndo foram detectadas. Estudo do proteoma de E.
faecalis demonstrou que o perfil de proteinas de células VNC difere daquelas em fase
exponencial de crescimento ou em condi¢Ges de escassez nutricional (HEIM et al.,
2002). Foi verificado o aumento da expressdo de genes que codificam para quatro
proteinas (fator de elongacéo, gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase, peroxirredoxina e
uma proteina conservada com funcdo desconhecida) em Vibrio parahaemolyticus no
estado VNC, o que sugere que estas proteinas desempenham importante funcdo na
inducdo ou manutencdo do estado VNC (LAl et al., 2009).

Outras alteracbes fisiologicas como a presenca de antioxidantes tém sido
associadas ao estado VNC. Por exemplo, verificou-se que a atividade da enzima
superdxido dismutase ndo é detectavel em células de V. parahaemolyticus no estado
VNC (WONG et al., 2004b). Algumas mudancas no peptideoglicano de células no
estado VNC também tem sido observadas, como aumento no grau de ligagdes cruzadas
e um encurtamento no comprimento medio da cadeia de glicano em comparacdo com
células em divisdo (COSTA et al., 1999; SIGNORETTO, LLEO e CANEPARI, 2002).
Células em VNC mantém a captacdo e incorporacdo de aminoacidos. Rahman e
colaboradores (1994) verificaram que células de Shigella dysenteriae tipo 1 no estado
VNC mantém a capacidade de absorcéo e incorporacdo de metionina.

Alteracdes morfologicas também sdo observadas em células no estado VNC,
como reducdo de tamanho (OLIVER, 2000b; FLORESTA, 2006, CARMO 2012) e
transicdo para a forma cocoide (GUPTE et al., 2003; ALBERTINI et al., 2006; CHIU,
CHEN e WONG, 2008; CARMO, 2012). A manutencdo da morfologia bacilar das
células é devido a expressdo do gene mreB. A proteina MreB é homdloga a actina em
organismos eucarioticos, relacionada ao citoesqueleto, e apresenta funcdo importante
em células procarioticas submetidas a condicGes de estresse, alterando sua organizacao
espacial, incluindo morfologia, arquitetura subcelular e localizacdo de macromoléculas.
As transicbes morfoldgicas das bactérias sdo importantes para sua adaptacdo e
sobrevivéncia (CHIU et al., 2008). Essa proteina é responsavel por direcionar a
localizacdo da sintese da parede celular e sua modificacdo, de uma maneira similar ao

que é postulado para a actina em levedura (KRUSE et al., 2005). Em células de Vibrio
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parahaemolyticus sob condi¢6es normais, MreB forma filamentos helicoidais, porém
em células no estado VNC as hélices de MreB se encontravam frouxas, distribuidas por
toda a porcdo celular e fragmentadas em filamentos curtos, ndo formando as hélices
responsaveis pela morfologia celular. A manutencdo dessas células no estado VNC
ocasionou a despolimerizacdo dos filamentos de MreB, indicando que essa proteina €
altamente dindmica. A expressdo do gene mreB em células VNC se manteve constante
durante os periodos iniciais, apresentando diminuicdo posteriormente (CHIU et al.,
2008). A diminuigdo da expressdo desse gene também foi verificada em células de H.
pylori (THOMPSON et al. 2003) e B. subtilis (LEVIN et al., 1992, EYMANN et al.,
2002) em condicdes de limitagdo nutricional, indicando a influéncia de condigdes de
estresse na manutencgdo da expressao de genes relacionados a morfologia celular.

A utilizacdo de técnicas moleculares permitiu a demonstracdo da transcricdo de
genes de células no estado VNC. Técnicas, como PCR em tempo real, tem se mostrado
uma importante ferramenta em analises quantitativas, tanto de DNA, para a verificacdo
de alteragbes no numero de copias (BIECHE et al., 1998; KONIGSHOFF et al., 2003),
bem como de RNA, para a averiguacao de alteracdes na expressdo génica (SCHOSTAK
et al., 2006). Esse método dispde os resultados de forma mais precisa e rapida em
relacdo a PCR convencional, a qual apresenta somente resultados qualitativos e ainda
requer a deteccdo em gel, apos eletroforese (NOVAIS, PIRES-ALVES e SILVA, 2004).
A técnica de PCR em tempo real permite verificar a ocorréncia de amplificacOes
inespecificas a partir da analise da curva de dissociacdo, avaliando se hd um ou mais
produtos de PCR presentes em cada reacdo devido a diferenca das temperaturas de
melting (Tm) de cada produto, de acordo com o nimero e composicao de bases. Os
resultados de PCR em tempo real sdo expressos em Ct, que indica a quantificacdo de
sequéncias alvos amplificadas pela reacdo da polimerase. Assim, genes expressos em
quantidade elevada possuem valor de Ct baixos, enquanto genes de menor expressao
apresentam valores de Ct elevados (NOVAIS, PIRES-ALVES e SILVA, 2004).

Vaérios trabalhos demonstraram que a sintese de mMRNA nédo cessa em células
nessa condicdo, o que confirma que as células mantém a expressao génica continuada e
permanecem ativas metabolicamente (LLEO et al., 2000; COUTARD et al., 2005;
ASAKURA et al., 2006; GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006; SMITH e OLIVER,
2006; LIU et al., 2008). Entre esses trabalhos cita-se o de Gunasekera e colaboradores

(2002) quando células de E. coli e Pseudomonas putida no estado VNC inoculadas em
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leite foram capazes de expressar 0 gene gfp ap0s o processo de pasteurizagdo. Em
estudos realizados com células de V. cholerae O1 induzidas ao estado VNC em &gua de
lago esterilizada foi verificado aumento da expressédo dos genes DNA polymerase I,
fliG, flaC, ABC transportador, relA e fadL-3. Esses genes codificam para polimerase B,
proteina G presente no flagelo bacteriano, proteinas de montagem do filamento,
transportadores ou sistemas de captacdo de ferro, sintese de ppGpp (guanosina 3°,5°-
bispirofosfato) e pppGpp (guanosina 3’-difosfato, 5’-trifosfato) e proteina
transportadora de cadeias de &cidos graxos, respectivamente. Genes relacionados a
viruléncia, como ctxA e tcpA, também foram expressos em células de V. cholerae O1 no
estado VNC (MISHRA, TANEJA e SHARMA, 2012). Heim e colaboradores (2002)
verificaram a expressao continuada dos genes tsf e pbp5, que codificam as proteinas EF-
Ts e a proteina de ligacdo a penicilina, em células de E. faecalis no estado VNC.

A transcricdo do gene rpoS foi detectado em células VNC de E. coli
(BOARETTI et al., 2003), em Vibrio vulnificus (SMITH e OLIVER, 2006), em V.
parahaemolyticus (COUTARD et al., 2005) e em V. cholerae (ASAKURA et al., 2006;
GONZALEZ-ESCALONA et al., 2006). O gene rpoS influencia positivamente a
culturabilidade e a viabilidade de E. coli e Salmonella Typhimurium inoculadas em
meio oligotréfico constituido de agua do mar a 4 °C em fase estacionaria de
crescimento (MUNRO et al., 1995). Os fatores de transcri¢do rpoA-E, rpoH, rpoN, rpoS
e rpoZ apresentam expressdo constitutiva em células de V. cholerae no estado VNC
(ASAKURA et al., 2007). Em V. parahaemolyticus, a expressao do gene rpoS foi maior
na segunda semana da inducédo ao estado VNC, do que nas células em fase exponencial
(SMITH e OLIVER, 2006). Coutard e colaboradores (2007) demonstraram a expressao
do gene rpoS em células de V. parahaemolyticus no estado VNC. Liu e colaboradores
(2010a) também verificaram a expressdo do gene rpoS em ceélulas de E. coli O157:H7
no estado VNC. Kusumoto, Asakura e Kawamoto (2012) observaram que 0s sorovares
de Salmonella Oranienburg, Dublin e Typhimurium deficientes na sintese de RpoS
foram induzidas ao estado VNC em 7% de NaCl mais rapidamente que as estirpes
selvagens e que a superexpressdo do gene rpoS retarda a entrada no estado VNC.

A expressdo de genes relacionados a diferentes fatores de viruléncia em células
no estado VNC ja foram demonstrados. Liu e colaboradores (2010b) verificaram maior
expressdo dos genes stx1 e stx2, que codificam toxinas shiga-like em E. coli O157:H7

no estado VNC em relacdo as células cultivaveis. E. coli O157:H7 no estado VNC
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apresentou expressao dos genes mobA, rfbE e stil relacionados a mobilidade celular,
sintese do antigeno O157 e da toxina shiga 1, respectivamente (YARON e
MATTHEWS, 2002). Smith e Oliver (2006) observaram a expressao do gene vwWhA que
codifica uma hemolisina, considerada um fator de viruléncia importante, em V.
vulnificus no estado VNC. V. vulnificus induzido ao estado VNC em agua do mar
artificial mantém a expressdo do gene de viruléncia vwhA, que codifica uma citotoxina-
hemolisina e confere patogenicidade a esse micro-organismo (SAUX et al., 2002). Vora
e colaboradores (2005) verificaram a expressdo de genes que codificam toxinas (CtxAB,
rtxA, hlyA, tl, tdh e vwhA) e genes de viruléncia (tcpA e TTSS) em células de V. cholerae
01, V. parahaemolyticus O3:K6, V. vulnificus e V. mimicus induzidas ao estado VNC
em &gua do mar artificial a 4 °C, indicando a retengdo do potencial patogénico desses
organismos. Nilsson e colaboradores (2002) mostraram a expressdo dos fatores de
viruléncia CagA, VacA e UreA por células de H. pylori no estado VNC. Tais dados
fornecem evidéncia que micro-organismos patogénicos ndo s6 sdo capazes de entrar e
persistir no estado VNC, mas podem manter viruléncia.

Ha poucas informac6es que correlacionam a entrada no estado VNC e a sintese
de (p)ppGpp. Um estudo realizado por Munro e colaboradores (1995) verificou que a
estirpe selvagem de E. coli crescidas em alta osmolaridade mantém a culturabilidade até
oito dias em agua do mar, enquanto mutantes RelA” SpoT" e RelA” SpoT™ perderam a
culturabilidade rapidamente. Apds oito dias de incubacéo, a estirpe selvagem apresentou
um percentual de células viaveis de 42%, enquanto que os mutantes RelA” SpoT” e
RelA” SpoT  apresentaram um percentual de células viaveis de 5% e 0,2%,
respectivamente, indicando que em E. coli a sintese do (p)ppGpp é importante para
manutencdo da culturabilidade e viabilidade em condicbes de estresse nutricional e
osmotico (MUNRO et al., 1995).

S80 necessarios estudos visando esclarecer a influéncia do (p)ppGpp na
morfologia celular e na entrada de células de S. enterica no estado VNC, bem como

implicacdes na culturabilidade e viabilidade dessa estirpe em condi¢cfes de estresse.

20



3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido nos Laborat6rios de Microbiologia de Alimentos, de
Patégenos Alimentares e Genética Molecular de Micro-organismos pertencentes ao
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa - UFV, Vicosa,

Minas Gerais.

3.1. Bactérias utilizadas e condicdes de cultivo

Foram utilizadas a estirpe selvagem Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4
578, isolada de peito de frango, cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e as
estirpes mutantes S. enterica sorovar Enteritidis PT4 578 relA::aacC1 e relA::aacCl;
spoT::cat (MATA, 2012). As culturas foram estocadas em caldo Luria Bertani (LB)
(triptona 1%, NaCl 1% e extrato de levedura 0,5%) pH 7,4 e armazenadas em
microtubos contendo 20% de glicerol esterilizado a -20 °C. Antes de cada experimento,
a estirpe selvagem foi reativada em caldo LB, com incubacédo a 37 °C, por 18 horas. Os
mutantes relA::aacCl e relA::aacCl; spoT:.cat foram reativados em caldo LB
acrescido de 25 pg/mL de antibidtico gentamicina e gentamicina + cloranfenicol,

respectivamente e incubados a 37 °C, por 18 horas.

3.2. Quantificacdo relativa da expressao dos genes mreB e rpoS

A quantificacdo da expressdo dos genes mreB relacionado ao citoesqueleto e
rpoS que codifica um fator sigma alternativo foi avaliada nas estirpes selvagem e
mutantes de Salmonella Enteritidis PT4 578 deficientes na sintese de (p)ppGpp em
condicdo de estresse nutricional e frio. Para isso, as estirpes foram pré-ativadas em
tubos contendo 3 mL de caldo LB a 37 °C durante 24 + 2 horas e transferidas para
placas de Petri contendo agar XLD ou agar LB acrescido ou ndo de antibidticos

especificos. Apds incubacdo das placas a 37 °C durante 24 + 2 horas, uma col6nia
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isolada foi transferida para tubos contendo 3 mL de caldo LB. Ap6s incubagdo a 37 °C
durante 12 + 2 horas, aliquotas de 400 pL das culturas de Salmonella Enteritidis PT4
578 selvagem e mutantes foram transferidas para frascos Erlenmeyer contendo 40 mL
de caldo LB e cultivadas até DOgoonm entre 0,1 e 0,2, correspondente & fase log de
crescimento. As culturas foram centrifugadas (Sorvall RT 6000D, Du Pont Company,
USA) para obtencdo das células e, posteriormente, lavadas em 40 mL de solucéo salina
0,85% durante 15 minutos a 2723 g, por trés vezes. Apos a lavagem, as culturas foram
ressuspendidas em 1 mL de solucdo salina 0,85% e inoculadas em 1 litro de solucdo
fosfato de Butterfield (BPS) preparada de acordo com AOAC (1998), contendo 7,35
mmol. L™ de KH,PO, e mantidas a 4 °C nos tempos 0, 7 e 25 dias. O experimento foi
realizado com duas repeticdes em duplicata.

3.2.1. Extracdo e purificacdo de RNA

Amostras das células das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em solucdo BPS por até 25 dias
foram coletadas em centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf AG, Alemanha) a 16743 g
por 30 minutos. As celulas foram ressuspendidas em solucdo BPS e, novamente,
sedimentadas em microtubos de 1,5 mL por centrifugacdo por 5 minutos a 6000 g em
centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf AG, Alemanha) para extracdo de RNA total.

O sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em 1 mL de
Tri®Reagent (Sigma-Aldrich, USA) por 30 segundos em vortex e incubadas por 5
minutos a temperatura ambiente para lisar as células. Posteriormente, 200 uL de
cloroférmio gelado foram adicionados, seguido de agitacdo vigorosa por 15 segundos e
incubacdo por 2 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a
12000 g por 15 minutos, a 4 °C para separacao das fases hidrofilica e hidrofobica. A
fase hidrofilica contendo o RNA foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL,
adicionado de 500 uL de isopropanol gelado e homogeneizado para mistura completa
do reagente. As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente para
precipitacdo do RNA e centrifugadas a 15000 g, por 10 minutos 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e ao microtubo foi adicionado 1 mL de etanol 75% gelado, seguido de
homogeneizacdo em vortex e centrifugacdo a 7500 g, por 10 minutos a 4 °C. O

sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado foi deixado secar ao ar para
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evaporacdo do etanol. Posteriormente, o RNA extraido foi ressuspendido em 40 pL de
4gua Milli-Q® - DEPC (dietilpirocarbonato).

A concentracdo de RNA total foi estimada por leitura em espectrofotometro
Ultrospec® 3000 (Pharmacia Biotech, Inglaterra) a 260 nm e 280 nm para calculo da
razdo. A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).
A eliminacdo do DNA contaminante na amostra foi feita por tratamento com RQ1

DNase livre de RNase (Promega), de acordo com a recomendacao do fabricante.
3.2.2. Anédlise pela técnica de qRT-PCR

Os oligonucleotideos desenhados a partir dos genes de interesse, mreB e rposS, e
de referéncia enddgena (sdiA que codifica um auto-indutor do mecanismo de quorum
sensing) estdo apresentados na Tabela 1. Apos o tratamento com DNase, 0 cDNA foi
sintetizado a partir de 200 ng do molde de RNA purificado e 1,0 pL de
oligonucleotideos randomizados por reacdo. A solugcdo foi aquecida a 70 °C por 5
minutos no termociclador, colocada em banho de gelo por 5 minutos e centrifugada a
7500 g por 1 minuto. Posteriormente, foram adicionados 4,0 uL do tampdo da enzima
5X, 1,0 uL de dNTPs, 0,5 pL de Recombinante RNasin®, 1,0 pL de transcriptase
reversa e agua Milli-Q® - DEPC para completar o volume de 20 pL. O processo de
amplificacdo reversa foi feito diretamente no termociclador (Master Gradient,
Eppendorf — Germany) com o primeiro passo, referente ao anelamento, a 25 °C por 5
minutos, o segundo passo, referente a extensdo a 42 °C por 2 horas e o Ultimo passo

para a inativacdo da transcriptase reversa a 70 °C por 15 minutos.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para realizacdo do qRT-PCR

Oligonucleotideos Sequéncias 5°—3’ Produto da PCR
sdiA2(RTPCR)-L ACACAGCGGCTGGAATTTG 100 pb
sdiA2(RTPCR)-R ACGCCGGAGGATAAGTGGTA

mreB2(RTPCR)-L CGACGAAGCCATCATTAATTACG 100 pb
mreB2(RTPCR)-R CGGATAAGCGGAACCGATTT

rpoS1(RTPCR)-L ATCCGTGCAGTCGAGAAGTT 100 pb
rpoS1(RTPCR)-R GGTTCATAATCGCCCGTTC
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O gRT-PCR foi realizado numa rea¢do com volume de 25 pL contendo 1,0 pL
do molde de cDNA, 0,2 uM dos respectivos oligonucleotideos, 12,5 pL de SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, California, USA) e 9,5 uL de Milli-Q® -
DEPC. A reagdo foi realizada com o primeiro passo a 50 °C por 2 minutos, segundo
passo de 95 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C
por 1 minuto. Todos os produtos da reacdo apresentaram 100 pb e foram avaliados
quanto a eficiéncia de amplificacdo em reagdes de qRT-PCR.

As amplificacbes foram realizadas em placas Opticas de 96 pocos no sistema
“Detection System Real Time" PCR BIORAD CFX96. Todas as amostras foram
avaliadas em triplicata e o calculo de quantificacdo relativa foi realizado de acordo com
0 método 2**“* sendo que o gene usado como referéncia endégena foi utilizado como
normalizador das condi¢des, possibilitando o célculo da expresséo relativa dos genes de
interesse.

Os dados de fluorescéncia foram processados usando o software SDS (ABI) e
fornecendo valores-limite de ciclo para cada amostra.

A ocorréncia de amplificagOes inespecificas foi verificada a partir da analise da

curva de dissociacao. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata.

3.3. Inducéo ao estado viavel ndo cultivavel

Para inducdo das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp ao estado VNC foi realizado procedimento
de ativacdo conforme descrito no item 3.2. As culturas foram centrifugadas (Sorvall RT
6000D, Du Pont Company, USA) para obtencdo das células e, posteriormente, lavadas
em 40 mL de solucéo salina 0,85% durante 15 minutos a 2723 g, por trés vezes. Apds a
lavagem, as culturas foram ressuspendidas em 1 mL de solucdo salina 0,85% e
inoculadas em 1 litro de solucéo fosfato de Butterfield (BPS) preparada de acordo com
AOAC (1998), contendo 7,35 mmol. L™ de KH,PO,, adicionada ou néo de 0,6 M de
cloreto de sodio. Os frascos inoculados foram mantidos a 4 °C.

Aliquotas foram retiradas periodicamente para avaliacdo da culturabilidade e

viabilidade celular.
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3.4. Determinagéo da culturabilidade e da viabilidade celular

A culturabilidade foi avaliada por meio do plaqueamento em &gar triptcaseina e
soja (TSA) utilizando a técnica de microgotas (MORTON, 2001). As placas de TSA
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Quando as contagens atingiam o limite de
deteccdo da técnica, correspondente a valores abaixo de 10° UFC.mL™, foi utilizado o
plagueamento em superficie (MORTON, 2001), ap6s a concentracdo de aliquotas de 2 a
10 mL de cada frasco por centrifugacdo durante 20 minutos a 2723 g em centrifuga
Eppendorf 5804 R (Eppendorf AG, Alemanha) e ressuspenséo das células em 1 mL de
solucdo salina 0,85%. As placas de TSA foram incubadas a 37 °C por até 72 horas. Para
as amostras que nao apresentaram formacéo de col6nias apds 72 horas de incubagdo, um
volume de 10 mL foi inoculado em 10 mL de caldo Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI)
concentracdo dupla e incubado a 37 °C por 48 horas. A perda da culturabilidade foi
indicada pela auséncia de turvacdo do meio.

A viabilidade celular foi avaliada por contagem direta de células viaveis ao
microscopio de epifluorescéncia utilizando o kit LIVE/DEAD® BacLight (Molecular
Probes), de acordo com as instrucbes do fabricante. Para determinacdo de células
viaveis, 1 mL das amostras foi centrifugado por 20 minutos a 10000 g em centrifuga
Eppendorf 5804 R (Eppendorf AG, Alemanha). O centrifugado foi entdo ressuspendido
em 300 pL de solucdo salina 0,85% e a suspensdo foi corada com 1 pL da mistura
contendo partes iguais dos corantes SYTO 9 e iodeto de propidio, responsaveis por
avaliar a integridade da membrana. O corante SYTO 9, que fluoresce verde, penetra em
todas as células, viaveis e ndo viaveis. O iodeto de propidio penetra apenas nas células
que apresentam danos na membrana, fazendo com que estas apresentem fluorescéncia
vermelha ao microscopio de epifluorescéncia, diferenciando assim as células vidveis das
células mortas. Apos 15 minutos de incubacdo na auséncia de luz, uma aliquota de 10
pL das amostras foi transferida para lamina, coberta com laminula e observada ao
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX 50, utilizando o filtro WG. Quando as
amostras apresentavam contagem de células viaveis inferior a 10* células. mL™, que
corresponde ao limite de deteccdo da técnica, aliquotas de 1 a 10 mL foram
centrifugadas por 20 minutos a 10000 g, ressuspendidas em 1 mL de solucdo salina
0,85% e coradas com 3 pL da mistura contendo partes iguais dos corantes SYTO 9 e

iodeto de propidio. Apds a incubacdo por 15 minutos, as amostras foram filtradas em
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membrana de policarbonato preta (Millipore) de 13 mm de didmetro e com poro de 0,2
pm. A membrana foi entdo colocada em lamina, coberta com laminula e observada em
microscopio de epifluorescéncia.

A determinacdo de células viaveis por mililitro de amostra foi calculada pela
formula:

CV. mL™ = média de células por campo X FM X FD
aliquota (mL)

onde, FM corresponde ao fator do microscopio (2066 para amostra filtrada utilizando
membrana de policarbonato preta e 12732,4 para amostra aplicada diretamente em
lamina) e FD corresponde ao inverso da diluicdo da amostra.

O percentual de células vidveis foi determinado considerando a contagem inicial
de células cultivaveis em relacdo a contagem de células viaveis no estado VNC. A
determinacgéo de células cultivaveis e viaveis foi realizada em duplicata, utilizando trés

repeticdes biologicas.

3.5. Caracterizacdo morfoldgica

3.5.1. Obtencao das células para o preparo dos espéecimes

A morfologia das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de crescimento e no
estado VNC foi analisada por microscopia eletronica de varredura e por microscopia de
forca atdbmica. Para obtencdo das células em fase logaritmica, as estirpes foram pré-
ativadas em tubos contendo 3 mL de caldo LB a 37 °C durante 24 = 2 horas e
transferidas para placas de Petri contendo agar XLD ou agar LB acrescido ou ndo de
antibioticos especificos. Apds incubacdo das placas a 37 °C durante 24 + 2 horas, uma
coldnia isolada foi transferida para tubos contendo 3 mL de caldo LB. Apdés incubacédo a
37 °C durante 12 + 2 horas, aliquotas de 400 pL das culturas selvagem e mutantes de
Salmonella Enteritidis PT4 578 foram transferidas para frascos Erlenmeyer contendo 40
mL de caldo LB e cultivadas até DOgoonm entre 0,1 e 0,2, correspondente a fase

logaritmica de crescimento. As células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
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mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp apds inducdo ao estado VNC em solugdo
BPS acrescida ou ndo de 0,6 M de cloreto de sodio sob refrigeracdo a 4 °C foram
obtidas conforme o procedimento descrito no item 3.3.

3.5.2. Microscopia eletronica de varredura

Um volume de 40 mL das culturas de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem
e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de crescimento foi
centrifugado em centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf AG, Alemanha) durante 10
minutos a 11627 g a 4 °C e, posteriormente, as células foram lavadas em 40 mL de
solucdo salina 0,85%, por duas vezes. Aliquota de 1,5 mL das suspenséo de células na
fase logaritmica e de 40 mL das amostras contendo células das mesmas estirpes no
estado VNC foram filtrada em membrana de policarbonato branca (Millipore) com poro
de 0,22 um. A membrana contendo o0s espécimes foi fixada com solucdo de
glutaraldeido a 5% por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas
seis lavagens de 10 minutos cada em tamp&o PBS 0,05 mol .L™* (pH 6,8 a 7,2). A etapa
de desidratacdo consistiu de tratamentos seriados em etanol, nas porcentagens de 30, 50,
70, 80 e 95 por 10 minutos cada e trés tratamentos de 10 minutos em etanol 100%. As
membranas foram transferidas para secador ao ponto critico (Critical Point Dryer -
CPD®, Bal Tec, modelo 30), para a desidratacéo total. Posteriormente, os espécimes
foram metalizados em metalizador (Balzers®, modelo FDU 010) para posterior
observacdo ao microscopio eletronico de varredura (Leo 1430 VP) e registro das
imagens. A preparacdo e observacdo dos espécimes foram realizadas no Nucleo de
Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa - UFV, Vicosa, Minas

Gerais.
3.5.3. Microscopia de forca atbmica

Para o preparo das amostras, as células das estirpes de Salmonella Enteritidis
PT4 578 selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de
crescimento e no estado VNC apds inducdo em solucdo BPS acrescida ou ndo de 0,6 M
de cloreto de sodio sob refrigeracdo a 4 °C foram concentradas por centrifugacdo a
13000 g por 30 minutos a 4 °C em centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf AG,
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Alemanha) e lavadas com tampao fosfato de sédio (50 mmol. L™, pH 6,5) por cinco
vezes consecutivas. O centrifugado foi ressuspendido em tampao fosfato de sédio (50
mmol. L™, pH 6,5) e as células espalhadas em laminas de vidro (1 cm x 1 cm),
previamente higienizadas, esterilizadas e secas ao ar em capela de fluxo laminar.
Solucéo de poli-I-lisina (Sigma) foi utilizada para melhorar a adesdo das células sob a
lamina. Para isso, as laminas higienizadas e esterilizadas foram mergulhadas em solugéo
de poli-I-lisina e mantidas por cinco minutos. As laminas foram secas a 25 °C por 24
horas e, posteriormente, utilizadas para inoculacdo das células a serem observadas. As
dimensoes celulares, altura, didmetro, comprimento e volume, foram estimadas a partir
das imagens de trés células isoladas escolhidas ao acaso obtidas por meio do
microscopio de forca atdbmica NT-MDT. As medidas de topografia foram realizadas
utilizando-se 0 modo intermitente. As analises de microscopia de forca atbmica foram
realizadas no laboratorio de Nanoscopia do Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Vigosa - UFV, Vigosa, Minas Gerais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Expressdo dos genes mreB e rpoS das estirpes de Salmonella Enteritidis
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em condicdo de estresse
nutricional e choque frio

Os pares de oligonucleotideos utilizados sdiA, mreB e rpoS apresentaram
eficiéncia entre 90% a 100%, caracterizando auséncia de contaminantes na amostras.

O controle negativo e a analise da curva de melting realizados com a reagdo de
PCR confirmaram a auséncia de amplificac6es inespecificas e de acimulo de dimeros
de oligonucleotideos.

O célculo de quantificagéo relativa foi realizado de acordo com o método 2"

os resultados obtidos por meio das reacdes de PCR em tempo real foram organizados na

Figura 4.
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Figura 4. Expressdo relativa dos genes mreB e rpoS, avaliada por PCR em tempo real, das
estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes deficientes na sintese de
(p)ppGpp submetidas a estresse nutricional e choque frio em diferentes tempos. (A) 0 dias;
(B) 7 dias e (C) 25 dias; ( [l ) Selvagem; ( []) Mutante simples (relA::aacCl) e ( [l )
Mutante duplo (relA::aacC1; spoT::cat).
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Os dados desta figura representam uma comparacdo entre a expressao génica
relativa de cada gene alvo encontrado na estirpe de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem, utilizada como calibrador da reacéo, com relacéo as estirpes mutantes. Uma
relacdo igual a 1 significa que o gene estd presente na mesma quantidade; ja uma
relagdo maior ou menor que 1 denota um aumento ou uma diminui¢do da expresséo do
gene avaliado, respectivamente.

A anélise dos resultados de expressdao génica relativa medida pela técnica de
PCR em tempo real revelou aumento da expressao relativa dos gene mreB e rpoS das
estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 mutantes simples e duplo, no momento da
inoculacdo em solucdo BPS, quando comparado a expressdo relativa desses genes na
estirpe selvagem. O aumento da expresséao relativa do gene mreB nas estirpes mutantes
pode sugerir relacdo com a filamentacao celular.

Apos sete dias de inoculacdo em solucdo BPS a estirpe mutante simples
Salmonella Enteritidis PT4 578 (relA::aacC1) apresentou uma diminuicdo de 93,4% da
expressdo relativa do gene mreB e 75,3% da expressdo relativa do gene rpoS quando
comparada a estirpe selvagem. Porém, a estirpe mutante duplo relA::aacC1; spoT::cat,
que ndo acumula (p)ppGpp apresentou aumento da expressao relativa desses genes
quando comparado a estirpe selvagem.

Apos vinte e cinco dias em condicdes de estresse nutricional e choque frio as
estirpes mutantes simples e duplo apresentaram uma diminuicdo da expressédo relativa
do gene mreB de 88,2% e 84,5%, respectivamente, quando comparada a estirpe
selvagem. Porém, as estirpes mantiveram um aumento da expressao relativa do gene
rpoS de 1,6 e 16,5 vezes quando comparada a estirpe selvagem.

Sabe-se que a concentracdo de (p)ppGpp é importante para ajudar a controlar a
quantidade de RpoS na célula, aumentando a concentracdo de RpoS varias vezes em
condicGes de estresse nutricional ou entrada na fase estaciondria. A auséncia de
(p)ppGpp prejudica ou retarda severamente o acumulo de RpoS (GENTRY et al.,
1993). Curiosamente, a estirpe de Salmonella Enteritidis PT4 578 mutante duplo,
deficiente na sintese de (p)ppGpp, apresentou um aumento da expressao relativa do
gene rpoS de 16,5 vezes quando comparada & estirpe selvagem. E proposto um actimulo
lento de RpoS nas estirpes mutantes, conforme relatado em mutantes de E. coli
deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase estacionaria de crescimento (HIRSCH e

ELLIOTT, 2002). Porém, resultados contraditérios foram relatados por outros autores
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em E. coli. Células de E. coli deficientes na sintese de (p)ppGpp, devido a mutacdo nos
genes relA e spoT, inoculadas em meio oligotréfico artificial e mantidas a 4 °C
apresentaram expressdo do gene rpoS apenas no momento da inoculagdo, ndo sendo
detectado esse gene nos tempos posteriormente avaliados; 15, 30 e 45 dias (BOARETTI
et al., 2003). Em fase estacionaria de crescimento em meio rico, mutantes de E. coli
deficientes na sintese de (p)ppGpp sdo também deficientes na sintese de RpoS
(GENTRY etal., 1993).

Esse é o primeiro relato na literatura que correlaciona a expressao do gene mreB
em células deficientes na sintese de (p)ppGpp, e que indica a inducdo desse gene por
(p)ppGpp. Porém, sabe-se que a diminuicdo da expressdo do gene mreB, responsavel
pela manutencdo da morfologia bacilar das células, ao longo do periodo de estresse
nutricional e choque frio analisado, provavelmente é devido a alteracdo morfoldgica que
células em condicOes de estresse apresentam. Os resultados obtidos concordam com
aqueles apresentados por Chiu e colaboradores (2008), que verificaram diminui¢do da
expressdo do gene mreB em células de V. parahaemolyticus durante a transicao entre a
fase exponencial e estacionaria ou em condicdo de escassez nutricional. Em células de
H. pylori (THOMPSON et al. 2003) e B. subtilis (LEVIN et al., 1992) também foi
verificada diminuigcdo da expressdo do gene mreB quando as células entraram em fase
estacionaria. Eymann e colaboradores (2002) observaram diminuicdo da expressdo do

gene mreB em células de B. subtilis em condi¢des de limitacdo nutricional.

4.2. Inducéo das estirpes de Salmonella Enteritidis mutantes deficientes na sintese

de (p)ppGpp ao estado viavel ndo cultivavel

As estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes deficientes
na sintese de (p)ppGpp apresentaram perda de culturabilidade ao longo do tempo em
solucdo BPS e em solucdo BPS acrescida de 0,6 M de cloreto de sodio (Figuras 5 e 6).
Nos primeiros 40 dias de incubacdo em solucdo BPS foram verificadas reducdes medias
de 1,9 ciclos logaritmicos na populacdo da estirpe de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem, de 2,7 ciclos logaritmicos na populagdo da estirpe mutante simples (RelA*
SpoT") e de 2,3 ciclos logaritmicos no nimero da estirpe mutante duplo (RelA” SpoT).
Neste mesmo periodo de 40 dias de incubacdo o nimero de células de Salmonella

Enteritidis PT4 578 inoculadas em solucdo BPS acrescida de 0,6 M de cloreto de sddio
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reduziu, em média, 3,6; 4,6 e 4,1 ciclos logaritmicos nas estirpes selvagem, mutante
simples e mutante duplo, respectivamente.

As estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes simples e
duplo inoculadas somente em solugdo BPS e mantidas a 4 °C perderam a culturabilidade
apos 190, 180 e 180 dias, respectivamente. Quando essas estirpes foram inoculadas em
solucdo BPS contendo 0,6 M de cloreto de sddio perderam a culturabilidade em um
tempo menor e que foi de 150, 120 e 140 dias, respectivamente. Estes resultados
indicam que o0 meio de suspensdo utilizado influenciou na manutencdo da
culturabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes,
ocorrendo maior reducdo de culturabilidade quando o0s micro-organismos Ss&o
submetidos a uma condigéo de limitacdo severa de nutrientes, alta concentracao salina e

baixas temperaturas.

Log (UFC.mL-")
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Figura 5. Culturabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em solucdo BPS a 4 °C. (e )
Selvagem; ( o ) Mutante simples (relA::aacC1); ( A ) Mutante duplo (relA::aacC1;
spoT::cat). O numero de células cultivaveis foi determinado por meio de
plagueamento em agar TSA utilizando a técnica de microgotas com incubacédo a 37 °C
por 24 horas.
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Figura 6. Culturabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em solucdo BPS acrescida de 0,6
M de cloreto de sddio a 4 °C.( e ) Selvagem; ( o ) Mutante simples (relA::aacC1); (A)
Mutante duplo (relA::aacC1; spoT::cat). O numero de células cultivaveis foi determinado
por meio de plagqueamento em &gar TSA utilizando a técnica de microgotas com
incubacgéo a 37 °C por 24 horas.

As estirpes selvagem e mutantes avaliadas perderam a capacidade de formagéo
de colénias em &gar TSA, porém mantiveram a viabilidade celular, isto €, entraram no
estado VNC quando mantidas em solucdo BPS acrescida ou nao de cloreto de sodio a 4
°C (Figuras 7 e 8, Tabelas 2 e 3).
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Figura 7. Viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes
deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em solucdo BPS a 4 °C. ( @ ) Selvagem; (o )
Mutante simples (relA::aacC1); ( A ) Mutante duplo (relA::aacC1; spoT::cat). O nimero
de células vidveis foi determinado utilizando o kit LIVE/DEAD® BacLight por
microscopia de epifluorescéncia.
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Figura 8. Viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes
deficientes na sintese de (p)ppGpp mantidas em solucdo BPS acrescida de 0,6 M de cloreto
de sodio a 4 °C. ( e ) Selvagem; ( o ) Mutante simples (relA::aacCl); ( A ) Mutante duplo
(relA::aacC1; spoT::cat). O numero de celulas viaveis foi determinados utilizando o kit
LIVE/DEAD® BacL.ight por microscopia de epifluorescéncia.

Tabela 2. Culturabilidade e viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp, mantidas em solucéo BPS a 4
°C, no momento da inoculacdo e no estado VNC.

NuUmero de células

Estirpe/Tempo Células cultivaveis  Células viaveis
Log UFC.mL™ Log CV.mL*

Selvagem

0 dias 6,4 59

190 dias <0,1 5,0 (78,1%)*
Mutante simples relA::aacC1

0 dias 6,2 5,6

190 dias <0,1 4,9 (79,0%)
Mutante duplo relA::aacC1; spoT::cat

0 dias 6,6 6,0

190 dias <0,1 4,8 (72,7%)

* Porcentagem de células vidveis em relacdo & populacéo inicial.
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Tabela 3. Culturabilidade e viabilidade das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp, mantidas em solucdo BPS
adicionada de 0,6 M de cloreto de sodio a 4 °C, no momento da inoculagéo e no estado
VNC.

Numero de células

Estirpe/Tempo Ceélulas cultivaveis  Células viaveis
Log UFC.mL™ Log CV.mL™

Selvagem
0 dias 6,3 6,1
150 dias <0,1 4,7 (74,6%)*
Mutante simples relA::aacC1
0 dias 6,3 6,0
150 dias <0,1 4,8 (76,2%)
Mutante duplo relA::aacC1; spoT::cat
0 dias 6,6 6,1
150 dias <0,1 4,8 (72,7%)

* Porcentagem de viabilidade em relacdo a populacdo inicial de células viaveis cultivaveis.

As estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes deficientes
na sintese de (p)ppGpp apresentaram variacdo no tempo de entrada no estado VNC,
indicando que a inducéo desse estado de dorméncia pode variar de acordo a condicéo de
estresse e 0 estado fisiologico da populacdo. Parte da populacdo de S. enterica
Enteritidis CCS3 entrou no estado VNC ap0s dez dias de inoculacdo em solucdo BPS
adicionada de 1,02 mol. L™ de cloreto de sddio mantida a 5 °C (FLORESTA, 2006).
Porém quando essa mesma estirpe foi mantida em solucdo BPS acrescida de 1,2 mol. L
! de cloreto de sddio a 4 °C, a culturabilidade é perdida ap6s 100 dias de incubagéo
(MENDES, 2009). Células de S. enterica sorovar Typhimurium mantida nessas mesmas
condicGes foram capazes de perder totalmente a culturabilidade apds 40 dias de
incubacdo (MENDES, 2009). Sorovares Dublin e Oranienburg apresentaram diferentes
periodos de entrada no estado VNC; 5 e 3 dias, respectivamente; apds incubacdo em
solucdo contendo 7% de cloreto de sodio a 37 °C (KUSUMOTO, ASAKURA e
KAWAMOTO, 2012).

As estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 mutantes induzidas ao estado

VNC por limitacdo de nutrientes, estresse osmotico e choque frio utilizadas neste
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trabalho tiveram os genes relA e spoT interrompidos e, consequentemente, alteracdo na
sintese do nucleotideo de resposta ao estresse, o (p)ppGpp. Porém, nestes organismos
parece que (p)ppGpp ndo influenciou a entrada ao estado VNC. Na literatura resultados
contraditorios aos encontrados neste trabalho séo relatados, evidenciando a importancia
da sintese de (p)ppGpp para manutencdo da culturabilidade e viabilidade celular. Munro
e colaboradores (1995) verificaram que E. coli cultivada em condi¢cbes de alta
osmolaridade retém alta culturabilidade até oito dias em agua do mar, engquanto
mutantes RelA” SpoT" e RelA” SpoT ™ perderam a culturabilidade rapidamente. Nesse
mesmo estudo, apds oito dias de incubacdo, a estirpe selvagem apresentou um
percentual de células viaveis de 42%, enquanto os mutantes RelA” SpoT" e RelA” SpoT"
apresentaram um percentual de células vidveis de 5% e 0,2%, respectivamente. Esses
autores concluiram que em E. coli, a sintese do (p)ppGpp € importante para manutengdo
da culturabilidade e viabilidade em condicGes de estresse nutricional e osmotico. Vogt e
colaboradores (2011) verificaram que mutante de Pseudomonas aeruginosa nos genes
relA e spoT apresentou maior sensibilidade a exposi¢cdo a concentracdo de 4 M de
cloreto de sédio quando comparada a estirpe selvagem e mutante apenas no gene relA,
indicando a importancia do requerimento de (p)ppGpp para a manutencdo da
sobrevivéncia celular a condigdes de estresse osmotico.

Como as estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 mutantes RelA” SpoT" e
RelA” SpoT avaliadas neste estudo apresentaram culturabilidade por longos periodos,
similar a estirpe selvagem, é provavel que outros mecanismos de adaptacdo tenham
ocorrido para permitir a sobrevivéncia a condigcdes de escassez nutricional.

Mata (2012) verificou que a estirpe mutante simples de Salmonella Enteritidis
PT4 578 (relA::aacC1l) utilizada neste trabalho produz concentracdo basal de (p)ppGpp.
Durante a inducdo ao estado VNC, a estirpe mutante simples perdeu a capacidade de
formar coldnias em agar TSA mais rapidamente do que as estirpes selvagem e mutante
duplo. Sabe-se que a concentracdo de (p)ppGpp € importante para expressdo do fator
sigma RpoS, responsavel pela manutencao da culturabilidade em condicGes de estresse
(LANGE et al., 1995; MAGNUSSON et al., 2005). Deste modo, é proposto que a
estirpe mutante simples tenha utilizado as concentragdes basais de (p)ppGpp para
regulacdo do fator sigma RpoS e manutencdo da culturabilidade celular, por curto
periodo quando comparado as outras estirpes analisadas neste estudo. A importancia do

fator sigma RpoS na manutencdo da culturabilidade em condices de estresse ja foi
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relatada em outros trabalhos. Mutantes RelA” SpoT" e RelA” SpoT de E. coli perderam
rapidamente a culturabilidade por ndo possuirem uma concentragdo suficientemente
elevada de (p)ppGpp para aumentar a concentragdo do fator sigma RpoS a um nivel
necessario para regular genes de resposta ao estresse (MUNRO et al., 1995). Células de
E. coli e Salmonella Typhimurium deficientes na sintese de RpoS perderam
rapidamente a culturabilidade em condic6es de escassez nutricional e estresse osmético,
indicando que o fator sigma RpoS, regulado por concentracbes de (p)ppGpp, €
importante para a manutencao da culturabilidade dessas células (MUNRO et al., 1995).
O estresse osmético na presenca de 7% de NaCl reduz a quantidade da proteina RpoS
em Salmonella Dublin KDX1, Salmonella Oranienburg Sa99004 e Salmonella
Oranienburg LT2, durante a inducdo do estado VNC (KUSUMOTO, ASAKURA e
KEIKO KAWAMOTO, 2012). Salmonella Oranienburg LT2 que teve 0 gene rpoS
interrompido perdeu a culturabilidade mais rapidamente que a estirpe selvagem, porém
ambas mantiveram a viabilidade elevada, 84,8% e 85,4%, respectivamente, indicando
que a interrupcdo do gene rpoS acelera a entrada no estado VNC em Salmonella em
condicdes de estresse (KUSUMOTO, ASAKURA e KEIKO KAWAMOTO, 2012).

4.3. Morfologia celular de Salmonella Enteritidis selvagem e mutantes deficientes

na sintese de (p)ppGpp

4.3.1. Celulas em fase logaritmica de crescimento

Células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes deficientes na
sintese de (p)ppGpp cultivadas em caldo LB até a fase logaritmica de crescimento e
observadas por microscopia eletrénica de varredura e microscopia de forca atdmica
apresentaram forma bacilar, superficie compacta e ligeiramente irregular (Figura 9 e
10). As estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 mutantes simples e duplo
apresentaram células com superficie irregular (Figura 9) e filamentosas (Figuras 9B,
10B e 10C).
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Figura 9. Imagens 3D de células das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de
crescimento obtidas por microscopia de forca atbmica em laminas cobertas com poli-I-
lisina. Varredura de 20, 5 e 3 um. (A) Selvagem; Mutantes deficientes na sintese de
ppGpp (B) simples (relA::aacC1) e (C) duplo (relA::aacC1; spoT::cat).
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Figura 10. Micrografias de células das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de
crescimento observadas por microscopia eletronica de varredura em membrana de
policarbonato. Aumento de 10000 X. (A) Selvagem; Mutantes deficientes na sintese
de ppGpp (B) simples (relA::aacC1) e (C) duplo (relA::aacC1; spoT::cat).

A filamentag&o celular também foi observada em mutantes de E. coli deficientes
na sintese de (p)ppGpp por outros autores. Xiao e colaboradores (1991) observaram que
celulas de E. coli W310, E. coli MG1655 e E. coli CF898 cultivadas em meio minimo
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contendo amino&cidos que tiveram o gene spoT ou 0s genes relA e spoT interrompidos
apresentaram filamentacdo celular, porém as estirpes que tiveram apenas o gene relA
interrompido ndo apresentaram alteracdo morfoldgica. Magnusson e colaboradores
(2007) visualizaram filamentacdo celular em E. coli deficiente na sintese de (p)ppGpp
pela interrupcdo dos genes relA e spoT.

Alguns trabalhos correlacionam a sintese de (p)ppGpp com aumento na
concentracdo da proteina FtsZ em culturas de E. coli. A atividade da proteina FtsZ é
essencial para a septacdo celular, guiando a invaginacdo do septo, pois células que ndo
formam septo apresentam-se filamentosas. Em E. coli, o controle da expresséo do gene
ftsZ e a divisdo celular sdo regulados por (p)ppGpp (POWEL e COURT, 1998). A
septacdo direcionada por FtsZ € positivamente influenciada pelo estresse nutricional e o
mecanismo desse efeito depende da sintese de (p)ppGpp por RelA (POWEL e COURT,
1998). Sitnikov e colaboradores (1996) verificaram que o controle da diviséo celular em
E. coli envolve o gene rpoS. Esses autores verificaram que o0s genes ftsQA, que
codificam fungdes requeridas para a divisdo celular, sdo regulados pelos promotores P
e P,. O promotor P; é estimulado por rpoS e o promotor P, € regulado por SdiA, um
auto-indutor do mecanismo de quorum sensing.

Schreiber e colaboradores (1995) constataram que concentracdes elevadas de
(p)ppGpp ndo bloqueiam a formacdo do septo em células de E. coli, indicando a
importancia de (p)ppGpp na divisao celular. E possivel que a alteracdo na concentragio
de (p)ppGpp, por meio da interrupgdo dos genes relA e,ou spoT, nas estirpes mutantes
de Salmonella utilizadas neste trabalho exerca efeitos na expressdo de genes
responsaveis pela septagéo celular, o que resultou na formacéo de células filamentosas.

N&o ha informacdes na literatura sobre a morfologia celular de mutantes
deficientes na sintese de (p)ppGpp de Salmonella, mas os resultados sugerem, que
possivelmente a sintese de (p)ppGpp é importante para a divisdo celular de Salmonella,

assim como ocorre em E. coli.

4.3.2. Células no estado VNC ap06s inducédo em solucdo BPS acrescida ou ndo de 0,6

M de cloreto de sodio

Células das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes em

fase logaritmica de crescimento ap6s cultivo em caldo LB e observadas por microscopia
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de forca atdbmica e microscopia eletronica de varredura apresentaram forma bacilar e
superficie compacta (Figuras 11A1, 11B1, 11C1, 12A1, 12B1 e 12C1). Entretanto,
quando estas estirpes foram induzidas ao estado VNC em solugdo BPS, apresentaram
superficie ligeiramente rugosa, com mudancga para a forma cocoide (Figuras 11B2 e
12A2). Constatou-se também reducgdo nas dimensdes celulares didmetro, comprimento e
volume, porém manutencdo da altura celular quando comparada as estirpes em fase
exponencial de crescimento (Tabela 4).

Curiosamente, nestas condi¢cdes de inducdo ao estado VNC, as células do
mutante duplo se apresentaram envolvidas em uma estrutura espessa, evidenciada por
microscopia de fase de forca atbmica (Figura 11C2) de natureza quimica ainda ndo

esclarecida.
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Figura 11. Imagens 3D de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de crescimento e no
estado VNC ap0s inducdo em solucdo BPS a 4 °C observadas por microscopia de forca
atdbmica em laminas cobertas com poli-I-lisina. Selvagem (Al) em fase log e (A2) no
estado VNC; Mutante simples (relA::aacC1) (B1) em fase log e (B2) no estado VNC;
Mutante duplo (relA::aacC1; spoT::cat) (C1) em fase log e (C2) no estado VNC. A
direita em (C2), detalhe da célula em VNC por microscopia de fase.
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Figura 12. Micrografias de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de crescimento e no
estado VNC apods inducdo em solucdo BPS a 4 °C observadas por microscopia
eletrbnica de varredura em membrana de policarbonato. Aumento de 10000 X.
Selvagem (Al) em fase log e (A2) no estado VNC; Mutante simples (relA::aacCl)
(B1) em fase log e (B2) no estado VNC; Mutante duplo (relA::aacC1; spoT::cat) (C1)
em fase log e (C2) no estado VNC.

Células de Salmonella Enteritidis PT4 578 mutantes deficientes na sintese de
(p)ppGpp no estado VNC induzidas em solugdo BPS acrescido de 0,6 M de cloreto de
sodio apresentaram reducdo do tamanho das células e transicdo da forma bacilar para a
forma cocoide quando comparadas as células em fase logaritmica de crescimento

(Figuras 13B2, 13C2, 14B2 e 14C2). As células mutantes apresentaram redugdo nas
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dimensdes celulares didametro, comprimento e volume celular quando comparadas com
as células viaveis na fase exponencial de crescimento (Tabela 4). A estirpe Salmonella
Enteritidis PT4 578 selvagem no estado VNC apresentou aumento de rugosidade
(Figura 13A2), com reducgdo da altura e volume celular, ocasionado pela perda de
turgidez (Tabela 4). Uma possivel explicacdo seria que a condi¢do de estresse utilizada
para inducdo ao estado VNC tenha promovido a perda do conteido celular e,

consequentemente, reducédo da altura e do volume celular.
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Figura 13. Imagens 3D de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagens e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de crescimento e no
estado VNC ap6s inducdo em solucdo BPS acrescida de 0,6 M de cloreto de sodio a 4
°C observadas por microscopia de forca atbmica em laminas cobertas com poli-I-lisina.
Selvagem (Al) em fase log e (A2) no estado VNC; Mutante simples (relA::aacCl)
(B1) em fase log e (B2) no estado VNC; Mutante duplo (relA::aacC1; spoT::cat) (C1)
em fase log e (C2) no estado VNC.
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Figura 14. Micrografias de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de crescimento e no
estado VNC apds inducdo em solucdo BPS acrescido de 0,6 M de cloreto de sddio a 4 °C
observadas por microscopia eletrénica de varredura em membrana de policarbonato.
Aumento de 10000 X. Selvagem (Al) em fase log e (A2) no estado VNC; Mutante
simples (relA::aacCl) (B1) em fase log e (B2) no estado VNC; Mutante duplo
(relA::aacC1; spoT::cat) (C1) em fase log e (C2) no estado VNC.
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Tabela 4. Dimensdes celulares das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase
logaritmica e no estado VNC apds inducdo em solucdo BPS e em solucdo BPS acrescida de 0,6 M de cloreto de sodio, estimadas por meio de
microscopia de forca atdmica.

Dimensdes*

Condicao/Estirpe

Altura (um) Diametro (um)  Comprimento (um) Volume (um?®)
Células em crescimento exponencial
Selvagem 0,17 +0,01 1,48 +0,17 2,55 + 0,44 0,62 + 0,06
Mutante simples relA::aacC1 0,18 + 0,03 1,31+0,17 3,19 +0,33 0,75 +0,15
Mutante duplo relA::aacC1; spoT::cat 0.17 + 0,00 121 +0.26 255 + 041 0,51 + 0,04
Células VNC (inducgdo em BPS)
Selvagem 0,10 0,01 0,73+0,05 1,16 £0,10 0,09 +0,01
Mutante simples relA::aacC1 0,16 + 0,01 0,80 + 0,09 1,41+0,24 0,19 + 0,07
Mutante duplo relA::aacC1; spoT::cat 0,07 £ 0,00 0,49 £ 0,02 0,96 £ 0,15 0,03+£0,01
Células VNC (inducdo em BPS + 0,6 M de cloreto de sédio)
Selvagem 0,10 + 0,03 1,10 + 0,29 2,46+ 0,91 0,25 + 0,08
Mutante simples relA::aacC1 0,17 0,00 0,81 + 0,31 1,47 + 0,51 022015
Mutante duplo relA::aacC1; spoT::cat 0,19 + 0,02 0,70 + 0,14 1,07 0,09 0,14+0,06

* Média das dimensdes de trés células isoladas escolhidas ao acaso + o desvio padréo.
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A alteracdo na morfologia e a redugdo do tamanho celular j& foram descritas
para diversas bactérias no estado VNC. Células de S. enterica sorovar Typhimurium
DT104 mantidas em microcosmos por, aproximadamente, 235 dias a 5 °C apresentaram
um arredondamento gradual, alterando a morfologia bacilar para cocéide observadas
por microscopia eletronica de varredura, transmissédo ou epifluorescéncia (GUPTE et
al., 2003). Abdallah e colaboradores (2007) observaram reducdo do tamanho e mudanca
para a forma cocdide de células de Salmonella bovismorbificans no estado VNC por
observacdo por microscopia de forca atdmica. Células de V. alginolyticus induzidas ao
estado VNC por inoculagdo em agua do mar artificial e incubacdo a 4 °C apresentaram
de 80 a 100% da morfologia cocdide (ALBERTINI et al., 2006). Outros autores ja
relataram a transicdo para a forma cocdide (GUPTE et al., 2003; CHIU, CHEN e
WONG, 2008; CARMO, 2012) e reduc¢do do tamanho celular de células no estado VNC
(OLIVER, 2000b; FLORESTA, 2006, CARMO 2012).

E provavel que a reducéo celular com transico para a forma cocoide seja devida
a modificacdo na expressdo do gene mreB, responsavel pela manutencdo da morfologia
bacilar das células. Em células de V. parahaemolyticus sob condi¢des normais, a
proteina MreB forma filamentos helicoidais, porém em células no estado VNC as
hélices de MreB se encontravam soltas, distribuidas por toda a por¢do celular e
fragmentadas em filamentos curtos, ndo formando as hélices responsaveis pela
morfologia celular. Células no estado VNC apresentaram despolimerizacdo dos
filamentos de MreB, sendo que a expressao do gene mreB se manteve constante durante
0s periodos iniciais, diminuindo posteriormente (CHIU et al., 2008).

Neste trabalho ndo foi possivel avaliar a expressdo do gene mreB nas células de
Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes no estado VNC, pois ndo se
conseguiu obter RNA em quantidade suficiente pelo método de extracdo utilizado para
realizacdo da técnica de gRT-PCR. OQutros experimentos serdo necessarios para
aperfeicoar a extracdo de RNA e verificacdo da expressdo de genes em células no estado
VNC.

Células que se encontram na fase estacionaria ou em condicGes de escassez
nutricional apresentam alteracdo na concentracdo de ATP que, consequentemente,
influencia dinamica dos filamentos MreB (CHIU et al., 2008).

As estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes relA::aacC1
e relA::aacCl; spoT::cat no estado VNC ap0s inducdo em solucdo BPS acrescido de

cloreto de sodio apresentaram reducdo do volume celular de 59,4%, 71,3% e 71,6%,
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respectivamente. Esta reducdo, provavelmente, é devido a presenca de alta concentracdo
salina no meio utilizado para inducéo ao estado VNC, e que resultou em plasmélise. Em
condigdes de estresse hiperosmoético, devido o fato da membrana celular ser
impermeével a diversos metabolitos, ha efluxo de agua resultando em reducdo do
volume celular. A &gua passa através da bicamada fosfolipidica ou em canais de
proteinas especificas (SPECTOR e KENYON, 2011).

As estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes relA::aacC1
e relA::aacC1; spoT::cat no estado VNC ap6s inducdo em solucdo BPS apresentaram
maior redugdo de volume celular; 86%, 75,3% e 93,5%, respectivamente; quando
comparadas as estirpes selvagem e mutantes submetidas a condigdes de estresse
nutricional, choque frio e estresse osmotico inoculadas em solugdo BPS acrescido de
0,6 M de cloreto de sédio. Entretanto, possivelmente as células induzidas ao estado
VNC em solucdo BPS ndo tenham seguido o mesmo padrdo de acumulo de solutos
compativeis, ocasionando reducdo mais acentuada do seu volume celular.

Os perfis topograficos das células de Salmonella Enteritidis PT4 578 selvagem e
mutantes relA::aacC1l e relA::aacC1l; spoT::cat em fase logaritmica de crescimento e
no estado VNC apds inducdo em solucdo BPS acrescida ou ndo de cloreto de sodio a 4

°C séo apresentados na figuras 15.
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Figura 15. Perfil topografico das células das estirpes de Salmonella Enteritidis PT4 578
selvagem e mutantes deficientes na sintese de (p)ppGpp em fase logaritmica de crescimento e no
estado VNC apds inducdo em solugcdo BPS acrescida ou ndo de 0,6 M de cloreto de sodio a 4 °C.
Selvagem (Al) em fase log, (A2) no estado VNC apéds inducdo em solucdo BPS e (A3) no
estado VNC ap06s inducdo em solucdo BPS acrescida de cloreto de sodio; Mutante simples
(relA::aacC1) (B1) em fase log, (B2) no estado VNC ap0s inducdo em solucdo BPS e (B3) no
estado VNC apos inducdo em solucdo BPS acrescida de cloreto de soédio; Mutante duplo
(relA::aacC1; spoT::cat) (C1) em fase log e (C2) no estado VNC apds inducdo em solucdo BPS
e (C3) no estado VNC ap6s inducdo em solucdo BPS acrescida de cloreto de sédio.

A avaliacdo do perfil topografico de células das estirpes de Salmonella
Enteritidis PT4 578 selvagem e mutantes relA::aacCl e relA::aacC1; spoT::cat nas

estirpes estudadas confirma a reducdo do comprimento celular, porém a altura celular
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foi mantida quando comparada as estirpes em fase exponencial de crescimento. As
células apresentaram superficie com aspecto ligeiramente irregular. Apo6s indugdo em
solucdo BPS acrescida de cloreto de sddio a analise topogréfica revelou o aumento da
rugosidade e reducgdo do diametro celular da estirpe selvagem e reducdo nas dimensoes
celulares, tais como didmetro e comprimento, das estirpes mutantes quando comparadas

com as células vidveis na fase exponencial de crescimento.
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5. CONCLUSOES

Mutantes relA e spoT de Salmonella Enteritidis PT4 578 em condigdes de
estresse nutricional e choque frio apresentaram reducdo na expresséo relativa do gene
mreB.

As estirpes mutantes relA e spoT de Salmonella Enteritidis PT4 578 entraram no
estado VNC em solucdo BPS acrescida ou ndo de cloreto de sodio a 4 °C.

Células mutantes de Salmonella Enteritidis PT4 578 observados em fase
logaritmica de crescimento apresentaram alteracdo morfologica, com filamentacao
celular e superficie ligeiramente irregular. Células selvagem e mutantes de Salmonella
Enteritidis PT4 578 no estado VNC ap6s inducdo em solucdo BPS mantido a 4 °C
apresentaram transicao da forma bacilar para cocdide e reducdo das dimensdes celulares
didmetro, comprimento e volume. Entretanto, na presenca de cloreto de sodio a estirpe

selvagem manteve morfologia bacilar.
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