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RESUMO 

 

ALMEIDA, Felipe Alves de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2014. 
Influência do quorum sensing na formação de biofilme e no perfil de expressão de 
proteínas de Salmonella enterica sorovar Enteritidis. Orientadora: Maria Cristina 
Dantas Vanetti. Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira e Uelinton Manoel Pinto. 
 

Quorum sensing (QS) é um mecanismo de comunicação entre células microbianas 

mediado por moléculas sinalizadoras, denominadas autoindutores (AIs). Embora não 

produza o AI-1, que são moléculas de acil homoserina lactonas (AHLs), Salmonella 

responde às AHLs produzidas por outros micro-organismos por sintetizar a proteína de 

resposta ao AI-1, denominada de SdiA. Contudo, o gene sdiA ainda não tem sua função 

estabelecida em Salmonella. Neste trabalho foi avaliada a influência de n-dodecanoil 

homoserina lactona (C12-AHL) e de furanonas, análogas de AHLs, sobre o crescimento, 

motilidade, adesão, formação de biofilme em poliestireno e síntese de proteínas por 

Salmonella Enteritidis PT4 em anaerobiose. Na presença ou na ausência de 50 nM de 

C12-AHL e, ou de furanonas, o crescimento, a motilidade em massa ou por 

espalhamento (swarming) e a motilidade por contração ou por espasmos (twitching) 

deste patógeno não foram alterados. Conforme verificado pela determinação do 

potencial de adesão e formação de biofilme em microplacas, enumeração de células 

aderidas e microscopia confocal de epifluorescência, foi constatada que a presença de 

C12-AHL induziu a formação de biofilme em superfície de poliestireno após 36 h de 

cultivo. Além disso, constatou-se o efeito antagonista das furanonas sobre a formação 

de biofilme nas mesmas condições. As proteínas sintetizadas por Salmonella Enteritidis 

PT4 na presença e na ausência de 50 nM de C12-AHL após 7 h de cultivo em 

anaerobiose foram extraídas, separadas por eletroforese bidimensional e preditas por 

comparação do ponto isoelétrico e massa molecular disponíveis em bancos de dados. 

Foi verificado que, na presença de C12-AHL houve síntese de maior número de 

proteínas, sendo que muitas delas estão relacionadas com o sistema QS e com a 

formação de biofilme. Os resultados obtidos evidenciam que a presença de C12-AHL 

exógena influencia o metabolismo de Salmonella Enteritidis PT4, cultivada em 

condições de anaerobiose e indicam uma nova linha de investigação que pode contribuir 

para o esclarecimento dos mecanismos relacionados com a patogenicidade de 

Salmonella. 
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ABSTRACT 

 

ALMEIDA, Felipe Alves de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, february 2014. 
Influence of quorum sensing on the biofilm formation and protein expression 
profile of Salmonella enterica serovar Enteritidis. Adviser: Maria Cristina Dantas 
Vanetti. Co-Adviser: Leandro Licursi de Oliveira and Uelinton Manoel Pinto. 
 

Quorum sensing (QS) is a communication mechanism employed by microbial cells by 

means of signaling molecules, called autoinducers (AIs). Even though Salmonella does 

not produce AI-1, also known as acyl homoserine lactones (AHLs), it responds to AHLs 

produced by other microorganisms through an AI-1 response protein called SdiA. 

However, the sdiA gene has not established function in Salmonella. In this work the 

influence of n-dodecanoyl homoserine lactone (C12-AHL) and furanones, AHLs 

analogs, was assessed on the growth, motility, adhesion, biofilm formation on 

polystyrene and protein synthesis by Salmonella Enteritidis PT4 under anaerobic 

environment. In the presence or absence of 50 nM C12-AHL and/or furanones, growth, 

swarming and twitching motilities of this pathogen were not altered. We found that the 

presence of C12-AHL induced biofilm formation after 36 h of cultivation as determined 

by the adhesion potential and biofilm formation on microplates, the enumeration of 

adhered cells and by confocal epifluorescence microscopy. The results were evaluated 

by determining the adhesion potential and biofilm formation on microplates, the 

enumeration of adhered cells and by confocal epifluorescence microscopy. The 

antagonistic effect of furanones was also determined by using the same conditions. The 

proteins synthesized by Salmonella Enteritidis PT4 in the presence or absence of 50 nM 

C12-AHL, after 7 h of incubation in anaerobic conditions, were extracted, separated by 

bidimensional electrophoresis and predicted on the basis of their isoelectric point and 

molecular masses available on databases. In the presence of C12-AHL, there was an 

increased synthesis of proteins, with the majority related to the QS system and biofilm 

formation. The results demonstrate that the presence of exogenous C12-AHL affects the 

metabolism of Salmonella Enteritidis PT4, cultivated under anaerobic conditions and 

point towards a new line of investigation which could contribute to the understanding of 

the pathogenicity mechanisms in Salmonella. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Salmonella é um dos patógenos mais comumente veiculados por alimentos, 

principalmente por carne de aves e ovos. No Brasil, o fagotipo mais prevalente nas 

infecções causadas por Salmonella é o sorovar Enteritidis fagotipo 4, podendo levar os 

infectados a serem hospitalizados e até à morte. A elevada virulência deste patógeno 

está relacionada com a presença de até 23 Ilhas de Patogenicidade (PAIs ou SPIs), que 

são sequências de genes presentes no genoma de bactérias patogênicas e que codificam 

para a expressão de fatores de virulência. Alguns destes fatores de virulência foram 

descritos como sendo regulados pelo mecanismo de comunicação entre células 

microbianas denominado quorum sensing (QS), que também está presente em 

Salmonella spp. 

A comunicação por QS em Salmonella spp. pode ser mediada por três tipos de 

autoindutores (AI), denominados AI-1, AI-2 e AI-3. Contudo, o mecanismo de 

comunicação célula-célula por AI-1 em Salmonella é incompleto, pois este patógeno 

não sintetiza o AI-1, também denominado de acil homoserina lactona (AHL). Porém, 

Salmonella apresenta uma proteína conhecida como SdiA, um homólogo da proteína 

LuxR, que permite detectar as AHLs produzidas por outros micro-organismos. As 

informações sobre os genes regulados pelas AHLs em Salmonella são escassas e 

sugere-se que há aumento na expressão de genes de virulência pertencentes à SPI-1 e 

genes envolvidos na formação de biofilmes por Salmonella Enteritidis PT4. 

O efeito positivo do QS sobre a expressão de genes das SPI e formação de 

biofilme aumenta a virulência e a capacidade deste patógeno de se adaptar a condições 

de estresse. Desse modo, a compreensão da função do sistema QS sobre a regulação de 

fenótipos em Salmonella spp. se torna de interesse. Este trabalho teve como objetivo 

avaliar a influência do AI-1 sobre a adesão e a formação de biofilme, assim como sobre 

a expressão de proteínas em Salmonella enterica. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Samonella spp. 

 

Salmonella é um gênero pertencente à família Enterobacteriaceae, representado 

por bactérias gram-negativas, em forma de bacilos, anaeróbias facultativas e não 

esporulantes; na maioria das vezes são móveis (com flagelos peritríquios) e não 

fermentadoras de lactose. Este gênero é extremamente heterogêneo, composto por duas 

espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica, esta última com mais de 

2.600 sorotipos (COLLINS e KENNEDY, 1983; BRONZE e GREENFIELD, 2005; SU 

e CHIU, 2007; MURRAY et al., 2007). A classificação em sorogrupos é realizada com 

base no antígeno oligossacarídeo O, enquanto a classificação em sorotipos é baseada 

nos antígenos proteína flagelar H e polissacarídeo capsular de virulência Vi (BRONZE 

e GREENFIELD, 2005). A classificação em fagotipos é baseada na suscetibilidade de 

Salmonella a diferentes bacteriófagos (DOYLE, 1990). 

O Centro de Prevenção e Controle de Doenças (CDC) dos Estados Unidos 

(EUA) compilou os dados de 11 anos e estimou a ocorrência de 47,8 milhões de 

doenças causadas pela ingestão de alimentos. Aproximadamente 20% (9,4 milhões) das 

doenças de origem alimentar tem o agente etiológico identificado e Salmonella spp. não 

tifoide foi relacionada como causa de 1.027.561 doenças, 19.336 hospitalizações e 

378 mortes. Desse modo, Salmonella é a principal bactéria veiculada por alimentos nos 

EUA (SCALLAN et al., 2011). No Brasil, segundo dados da Secretaria de Vigilância à 

Saúde, do total de surtos notificados entre os anos de 2000 a 2011, 19,16 % estavam 

associados à presença de Salmonella (BRASIL, 2011).  

No Brasil, S. enterica sorovar Enteritidis fagotipo 4 (PT4) é o mais prevalente 

entre os isolados de infecções causadas pela ingestão de alimentos de origem animal, 

principalmente aves e ovos (ANGULO e SWERDLOW, 1998; LYNCH et al., 2006). A 

virulência deste fagotipo de Salmonella em modelos animais infectados por via oral está 

ligada à maior tolerância a uma gama de condições de estresse. Esta capacidade 

adaptativa às condições estressantes está relacionada com a os fatores de virulência de 

Salmonella spp. que, na maioria das vezes, são codificados em regiões do DNA 

bacteriano denominadas Ilhas de Patogenicidade (PAIs ou SPIs) (HUMPHREY et al., 

1996; 1998; ONG et al., 2010). No gênero Salmonella, já foram descritas 23 PAIs 

(HAYWARD et al., 2013), as quais possuem estruturas e funções distintas (HENSEL, 
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2004). Genes relacionados à virulência como hilA, invA e invF, presentes na PAI-1, e 

genes envolvidos na formação de biofilme por Salmonella spp. foram mais expressos na 

presença de moléculas exógenas do sistema quorum sensing (WALTERS e 

SPERANDIO, 2006; CAMPOS-GALVÃO, 2012). 

 

2.2. Quorum sensing (QS) 

 

Quorum sensing (QS) é um mecanismo de comunicação entre células 

microbianas que leva à expressão diferencial de genes em resposta a mudanças na 

densidade populacional (FUQUA et al., 1996, 2001; KELLER e SURETTE, 2006). Tal 

sistema já foi descrito em muitos micro-organismos, inclusive em Salmonella spp. 

(SMITH et al., 2004; AMMOR et al., 2008). 

Estudos demonstraram que QS regula uma série de fenótipos bacterianos, 

incluindo a produção de antibióticos, formação de biofilmes, bioluminescência, 

diferenciação celular, competência, produção de pigmentos, conjugação, produção de 

enzimas hidrolíticas extracelulares, esporulação, motilidade em superfícies, produção de 

toxinas e expressão de genes de virulência (SMITH et al., 2004; WALTERS e 

SPERANDIO, 2006; KENDALL e SPERANDIO, 2007; HUGHES e SPERANDIO, 

2008). 

QS é baseado na produção, liberação e detecção de moléculas químicas 

sinalizadoras, de baixo peso molecular, denominadas autoindutoras ou feromônios, as 

quais podem ser divididas em quatro categorias: 

1) derivados de ácidos graxos, denominados autoindutores-1 (AI-1), geralmente 

acil homoserinas lactonas (AHLs), usados por um grande número de bactérias gram-

negativas para a comunicação intraespécie (MILLER e BASSLER, 2001; 

WHITEHEAD et al., 2001) além de cumaril homoserina lactona (SCHAEFER et al., 

2008), � – butiro lactona (CHATER e HORINOUCHI, 2003), ácidos graxos insaturados 

(RYAN et al., 2009), quinolona (DUBERN e DIGGLE, 2008) e alcano substituído (NG 

e BASSLER, 2009); 

2) furanosil borato diéster, autoindutor-2 (AI-2), produzido por bactérias gram-

negativas e gram-positivas e utilizado para comunicação intra e interespécie 

(SCHAUDER e BASSLER, 2001; CHEN et al., 2002); 

3) autoindutor-3 (AI-3), de estrutura parecida com a das catecolaminas, 

sintetizado e utilizado por algumas bactérias gram-negativas (SPERANDIO et al., 2003; 
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MOREIRA et al., 2010), além de epinefrina e norepinefrina, produzidas por células de 

mamíferos e utilizadas por bactérias gram-negativas (MOREIRA et al., 2010); 

4) peptídeos de baixo peso molecular ou oligopeptídeos utilizados por bactérias 

gram-positivas (MILLER e BASSLER, 2001; WHITEHEAD et al., 2001). 

A Figura 1 mostra as estratégias de comunicação celular em bactérias gram-

negativas pelas principais moléculas sinalizadoras como AI-1 (AHLs), AI-2 e AI-3 

(KELLER e SURETTE, 2006). 

 

LuxI

LuxR

Resposta

AI - 1

A

DPD

LuxS ?Resposta

LuxP

LuxQ

LuxO P

QseC

Resposta

QseB P

AI - 2

B

AI - 3

C

Meio 
Extracelular

Meio 
Intracelular

Espaço
Periplasmático

 

Figura 1. Estratégia de comunicação celular em bactérias gram-negativas A. Estratégia 
mediada pelo AI-1, acil homoserina lactona (AHL). AI-1 é sintetizado por LuxI e 
liberado no meio extracelular. Quando AI-1 difunde para o intracelular interage com 
LuxR e resulta na resposta celular. B. Estratégia mediada pelo AI-2, furanosil borato 
diéster, sintetizado por LuxS e derivado de DPD. Furanosil borato diéster interage com 
LuxP no periplasma e, posteriormente, ocorre a cascata de fosforilação iniciada por 
LuxQ/LuxO com consequente ativação e/ou repressão gênica. C. Estratégia mediada 
pelo AI-3, autoindutor de estrutura parecida com a das catecolaminas. O AI-3 é liberado 
no meio, interage com QseC e esta proteína fosforila a proteína reguladora de resposta 
QseB, resultando em resposta celular. Já a estratégia mediada por epinefrina e 
norepinefrina ocorre de forma semelhante a do AI-3, porém a histidina quinase é a 
QseE. Fonte: adaptado de Parker e Sperandio (2009). 
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2.3. SISTEMA QS EM Samonella spp. 

 

A comunicação por QS em Salmonella pode ser mediada pelos três tipos de 

autoindutores, AI-1, AI-2 e AI-3 (WALTERS e SPERANDIO, 2006). 

O primeiro sistema QS em Salmonella é incompleto, pois este patógeno não 

possui o gene homólogo a luxI, que codifica para sintase do AI-1 e, consequentemente, 

não produz AHLs. No entanto, um homólogo de LuxR, conhecido como SdiA, está 

presente e permite a detecção de sinais produzidos por outras espécies de micro-

organismos (MICHAEL et al., 2001; SMITH e AHMER, 2003) e que regulam a 

expressão gênica em Salmonella (STEENACKERS et al., 2012). O gene sdiA situa-se 

adjacente aos genes yecC, sirA e uvrC (AHMER et al., 1998). O regulador SdiA 

controla os genes encontrados no plasmídeo de virulência pSLT de Salmonella enterica 

sorovar Typhimurium que estão possivelmente envolvidos na sobrevivência do micro-

organismo durante a infecção em humanos, além dos genes rck, pefI e do operon 

srgABCDE (MICHAEL et al., 2001; STEENACKERS et al., 2012). Por meio de 

análises in silico das sequências de DNA, as funções de alguns genes foram sugeridas, e 

srgA parece codificar um homólogo da proteína perisplasmática dissulfeto isomerase 

DsbA; srgB codifica uma lipoproteína putativa; srgC codifica um suposto tipo de 

regulador transcricional semelhante a araC (MICHAEL et al., 2001). Acredita-se que 

srgE tenha sido adquirido por transferência horizontal com função desconhecida, 

porém, a análise in silico da sequência de nucleotídeos sugere que a proteína SrgE pode 

estar envolvida em sistemas de secreção tipo III (SABAG-DAIGLE et al., 2012). 

A proteína SdiA é regulada por SirA, uma proteína reguladora de invasão celular e de 

genes de virulência presentes na PAI-1, principalmente relacionados à motilidade. Além 

disso, SirA também regula o operon hil, que codifica o sistema de secreção tipo I e III, e 

CsrB, uma proteína de ligação ao RNA (SABAG-DAIGLE et al., 2012). Os genes de 

virulência hilA, invA e invF, pertencentes à PAI-1, e genes envolvidos na formação de 

biofilmes, como glgC, fliF, lpfA e fimF de Salmonella Enteritidis PT4 tiveram aumento 

na expressão após 7 h de incubação em meio contendo C12-AHL (CAMPOS-GALVÃO, 

2012). 

O segundo sistema QS reconhecido em Salmonella é mediado pelo AI-2, (2R, 

4SL)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF), sintetizado por LuxS e 

derivado de DPD (TAGA et al., 2001). Um meio de cultura rico em nutrientes favorece 

a produção de AI-2, o qual é internalizado por Lsr, um transportador ABC. O operon lsr 
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contêm sete genes, lsrACDBFGE (Figura 2), sendo sua transcrição induzida por AI-2 

(TAGA et al., 2001, 2003). O componente proteico periplasmático denominado LsrB se 

liga ao AI-2; LsrK é uma quinase, que fosforila o AI-2, enquanto LsrF e LsrG parecem 

modificar o seu grupamento fosfato (TAGA et al., 2001, 2003; BYRD e BENTLEY; 

2009). 

 

 

Figura 2. Modelo de regulação, transporte e modificação do AI-2 pelas proteínas LsR. 
O AI-2 (pentágono) é sintetizado pela proteína LuxS e acumula no meio extracelular. 
A expressão basal de transportadores Lsr permite que alguns AI-2 entrem no 
citoplasma, onde são fosforilados por LsrK. O AI-2 fosforilado induz a transcrição do 
operon lsr por meio da inativação de LsrR. O AI-2 fosforilado é processado por LsrF e 
LsrG. Fonte: adaptado de Taga et al. (2003). 

 

Alguns genes presentes na PAI-1, como hilA e prgH, são regulados pela proteína 

LuxS em Salmonella Typhimurium (CHOI et al., 2007). Widmer et al. (2007) 

avaliaram a expressão de genes de virulência em estirpes selvagem e mutante em luxS 

de Salmonella Typhimurium e observaram que 23 genes exibiram indução e repressão 

significativa mediante adição de AI-2: vários genes regulados positivamente 

codificaram proteínas citoplasmáticas ou de membrana externa, enquanto os regulados 

negativamente estavam associados à virulência bacteriana. O AI-2 é também capaz de 

regular genes como pfkA, gpmI e talB, relacionados à expressão de proteínas associadas 

ao transporte e metabolismo de carboidratos (SONI et al., 2008). Jesudhasan et al. 

(2010) avaliaram a expressão gênica em estirpes selvagem e mutante em luxS de 
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Salmonella e observaram que os genes envolvidos na formação de biofilme eram 

diferentemente expressos. Segundo Walters e Sperandio (2006), genes envolvidos na 

motilidade como flhDC, motA, motB e flinN, também são regulados pelo sistema QS 

mediado por AI-2 em Salmonella Typhimurium. 

As furanonas são consideradas antagonistas de AI-1 e AI-2 do sistema QS em 

bactérias gram-negativas por serem análogas, porém o mecanismo de atuação não é 

totalmente conhecido (ZHU e WINANS, 2001; HENTZER et al., 2002, 2003). 

Contudo, Manefield et al. (2002) supõem que as furanonas produzem mudanças 

conformacionais, que resultam em degradação proteolítica rápida do complexo 

LuxR/AHL, enquanto as AHLs atuam como estabilizadores das proteínas LuxR 

instáveis ou de seus homólogos. Desse modo, as furanonas são incapazes de 

promoverem a regulação gênica (RASMUSSEN et al., 2000; MANEFIELD et al., 

2002). Análises de microarranjo em Salmonella revelaram que as furanonas interferem 

na síntese de flagelos (JANSSENS et al., 2008), podendo consequentemente afetar a 

formação de biofilme, uma vez que os flagelos funcionais são necessários para a 

formação do biofilme em Salmonella (STEENACKERS et al., 2012). Campos-Galvão 

(2012) evidenciou que a adição de uma mistura de C12-AHL e antagonistas das AHLs, 

como furaronas, resultaram em células de Salmonella aderidas em poliestireno, porém 

não houve a formação da estrutura compacta típica de biofilme, enquanto na presença 

de AHLs e ausência de furanonas, houve a formação de biofilme denso. Chorianopoulos 

et al. (2010) demonstraram que sobrenadantes livre de células de Hafnia alvei possuem 

compostos que influenciam negativamente na fase inicial de formação de biofilme por 

Salmonella Enteritidis em aço inoxidável, embora a natureza destes compostos seja 

desconhecida. Entretanto, H. alvei é uma enterobactéria reconhecidamente produtora de 

AHL (PINTO et al., 2007; VIANA et al., 2009). 

O terceiro sistema QS presente em Salmonella é pouco conhecido, mas envolve 

a comunicação por AIs aromáticos (AI-3) produzidos pela microbiota gastrointestinal 

normal e por hormônios da classe catecolamina, como adrenalina/noradrenalina, 

produzidos pelo hospedeiro. O AI-3 e adrenalina/noradrenalina são reconhecidos pelo 

mesmo receptor, ortólogo de QseB. Porém, quando o sinal for por AI-3, o ortólogo de 

QseB interage com o sensor quinase periplasmático QseC e quando for 

adrenalina/noradrenalina, interage com QseE. Este sistema regula genes relacionados ao 

flagelo e motilidade como flhDC, fliA, fliC, fliDST, fliE, fliFGHIJK, fliMNOPQR, 

flgMA, motAB, além de genes relacionados a quimiotaxia como cheAB e cheRBYZ, ao 
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sistema de secreção tipo III (WALTERS e SPERANDIO, 2006; WALTERS et al., 

2006; MOREIRA et al., 2010) e a virulência (ASAD e OPAL, 2008; MOREIRA et al., 

2010). Salmonella Typhimurium codifica o ortólogo de qseBC de E. coli O157:H7, o 

qual influencia na virulência sistêmica, colonização e motilidade (ASAD e OPAL, 

2008; MOREIRA et al., 2010). 

 

2.4. BIOFILME EM Samonella spp. 

 

Os biofilmes são comunidades de células microbianas ligadas a uma superfície 

biótica ou abiótica, estruturadas e delimitadas por expolissacarídeos (EPS) auto-

produzidos (COSTERTON et al., 1999; DONLAN e COSTERTON, 2002; HALL-

STOODLEY et al., 2006; HOMOE et al., 2009; COENYE e NELIS, 2010). 

A mudança de um estado de vida livre para o modo de crescimento em biofilme 

coincide com uma alteração global no metabolismo da célula bacteriana (HAMILTON 

et al., 2009; WHITE et al., 2010). Um número expressivo de genes e proteínas 

associados à formação e desenvolvimento de biofilmes por Salmonella tem sido 

identificado utilizando técnicas como microarranjo (HAMILTON et al., 2009), 

proteômica (HAMILTON et al., 2009; MANGALAPPALLI-ILLATHU et al., 2008), 

metabolômica (WHITE et al., 2010) e mutagênese (HERMANS et al., 2011). 

Parte da formação do biofilme depende das condições ambientais que irão 

induzir a expressão diferenciada de proteínas, bem como de ácidos graxos, EPS e outros 

polímeros (BRANDA et al., 2006). A formação de biofilme por alguns micro-

organismos pode ser regulada em função da disponibilidade de nutrientes e pelo próprio 

sistema QS (STANLEY e LAZAZZERA, 2004; GOERES et al., 2005; CAMPOS-

GALVÃO, 2012; CASTELIJN et al., 2012). 

A influência do QS no controle da formação e desenvolvimento do biofilme já 

foi observada em Salmonella Typhi (PROUTY et al., 2002), S. enterica sorovar 

Enteritidis PT4 578 (CAMPOS-GALVÃO, 2012) e em muitas outras espécies 

bacterianas como Pseudomonas aeruginosa (DAVIES et al., 1998), Aeromonas 

hydrophila (LYNCH et al., 2002), Burkholderia cepacia (HUBER et al., 2001; 

RIEDEL et al., 2003), Nitrosomonas europea (BATCHELOR et al., 1997) e 

Streptococcus mutans (MERRITT et al., 2003). Na maioria das espécies bacterianas, a 

formação de microcolônias não é dependente do sistema QS, mas a diferenciação das 
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microcolônias para formar o biofilme maduro é dependente da comunicação entre as 

células (PARSEK e GREENBERG, 2000; HUBER et al., 2001; LYNCH et al., 2002). 

Segundo Steenackers et al. (2012), a síntese de componentes estruturais de 

biofilmes em Salmonella spp. é regulada por diversas vias, inclusive pelo sistema QS. 

A formação de biofilme por Salmonella em células epiteliais depende de fímbrias do 

tipo 1, fímbrias codificadas por plasmídeo (Pef), fímbrias curli (Csg), fímbrias polares 

longas (Lpf), fator de colonização bovina (Bcf), fímbrias Sth, ácido colânico e celulose 

(BODDICKER et al., 2002; LEDEBOER e JONES, 2005; LEDEBOER et al., 2006). 

A função de SdiA do sistema QS por AI-1 na formação de biofilme em E. coli é 

conhecida e estabelecida (LEE et al., 2009). Entretanto, em Salmonella ainda é estudada 

e foi demonstrada por Campos-Galvão (2012). Além disso, já foi evidenciado que SdiA 

regula a síntese de proteínas da matriz extracelular aliadas à resistência à morte, além de 

regular a síntese da proteína Rck, utilizada na adesão às células epiteliais, o que reforça 

a ideia da ligação de SdiA com a formação de biofilmes por Salmonella (HEFFERNAN 

et al., 1992; CRAGO e KORONAKIS, 1999). Dois outros genes do operon rck e os 

genes pefI e srgA, parecem afetar a expressão e função do operon pef presente no 

plasmídeo, o qual contém genes que codificam para fímbrias: PefI é um regulador do 

operon pef, enquanto srgA catalisa a formação de uma ligação dissulfeto da subunidade 

fimbrial PefA (AHMER et al., 1998; NICHOLSON e LOW, 2000; BOUWMAN et al., 

2003; SMITH e AHMER, 2003). Desse modo, SdiA pode afetar, indiretamente, a 

expressão e montagem de fímbrias sobre a superfície celular e influenciar a formação de 

biofilmes (STEENACKERS et al., 2012). 

Campos-Galvão (2012) analisou a formação de biofilmes por S. enterica sorovar 

Enteritidis PT4 578 em cupons de poliestireno, na ausência e na presença de diferentes 

AHLs e de inibidores de QS, como furanonas. Após 36 h de incubação em meio de 

cultura sem AHLs e em anaerobiose, não foram observadas estruturas típicas de 

biofilme. O biofilme, com a presença de exopolissacarídeos, foi observado quando o 

meio de cultivo foi acrescido de uma mistura de diferentes AHLs, contendo de C6 a C12-

AHLs. Quando C12-AHL foi adicionada isoladamente, foi observada a formação de um 

agregado de células maior e também uma estrutura característica de biofilme. A adição 

de uma mistura de C12-AHL e antagonistas das AHLs (furaronas) resultou em células 

aderidas, porém não houve a formação da estrutura compacta típica de biofilme. Além 

disso, após 7 h de incubação em meio contendo C12-AHL foi observado, em células 

planctônicas, o aumento na expressão de genes envolvidos na formação de biofilmes, 
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como glgC, responsável pela regulação da biossíntese de glicogênio, fliF relacionado à 

função motora, lpfA e fimF relacionados com a síntese de fímbria tipo longa e do tipo I, 

respectivamente. Os genes de virulência hilA, invA e invF, pertencentes à PAI-1 de 

Salmonella, também tiveram aumento na expressão (CAMPOS-GALVÃO, 2012). 

O sistema QS regulado por AI-2 afeta mais de 400 genes em E. coli O157:H7, 

incluindo genes de quimiotaxia, síntese de flagelo e motilidade, mostrando a possível 

relação do QS com a etapa inicial de formação do biofilme (SPERANDIO et al., 2002). 

Em Salmonella, esse sistema QS utiliza a proteína LuxS para a síntese de AI-2 

(SURETTE et al., 1999; De KEERSMAECKER et al., 2006), sendo este detectado e 

transportado para dentro da célula pelo sistema Lsr (JESUDHASAN et al., 2010). 

Biofilmes espalhados, contendo pouco exopolissacarídeo, foram observados na 

superfície de cálculos biliares após quatro dias de incubação de Salmonella 

Typhimurium mutante em luxS, enquanto o selvagem apresentou biofilme mais denso 

(PROUTY et al., 2002). Jesudhasan et al. (2010) observaram redução na formação de 

biofilmes em poliestireno por Salmonella Typhimurium mutante em luxS. Comparações 

entre análises de microarranjo de Salmonella tipo selvagem e mutante em luxS 

mostraram que vários genes de motilidade e biofilme foram reprimidos nas linhagens 

mutantes, o que sugere que o AI-2 pode estar envolvido na regulação de genes 

específicos para a formação de biofilme em Salmonella Typhimurium 

(STEENACKERS et al., 2012). 

Geralmente, a matriz extracelular dos biofilmes é composta por uma mistura de 

proteínas secretadas, polissacarídeos, ácidos nucleicos e células mortas (PARSEK e 

GREENBERG, 2005). A fração proteica é constituída por fímbrias curli adesivas 

(alternativamente chamada Tafi ou fímbrias agregativas finas (Agf) em Salmonella) 

(RÖMLING et al., 1998a, 1998b) e a proteína BapA secretada (LATASA et al., 2005). 

A fração de EPS é essencialmente constituída por celulose (ZOGAJ et al., 2001), 

antigênico O capsular (O-Ag-cápsula) (GIBSON et al., 2006) e outros EPS, como um 

polissacarídeo capsular (REZENDE et al., 2005) e lipopolissacarídeo (LPS) (WHITE et 

al., 2003; REZENDE et al., 2005; ANRIANY et al., 2006; GIBSON et al., 2006). 

A matriz extracelular permite que os micro-organismos em biofilmes fiquem protegidos 

de estresses ambientais, antibióticos (HOIBY et al., 2010), desinfetantes e do sistema 

imune do hospedeiro (JENSEN et al., 2010) e, como consequência, os biofilmes são 

dificilmente erradicados (BURMOLLE et al., 2010). Contudo, os componentes da 

matriz extracelular dos biofilmes de Salmonella podem variar com as condições 
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ambientais, não sendo possível generalizar a regulação da formação do biofilme e a 

composição da matriz extracelular (WANG et al., 2004). 

Embora estudos como o de Campos-Galvão (2012), tenham indicado a 

influência dos sistemas QS na formação de biofilmes em Salmonella, mais estudos são 

necessários para a compreensão do impacto dos AIs-1 sobre a formação do biofilme 

neste patógeno, incluindo a influência sobre a regulação de genes relacionados à 

formação de biofilme e virulência, produção de EPS, mecanismos de patogenicidade, 

motilidade, virulência, competição interespécies e regulação do crescimento. Além 

disso, se torna necessário avaliar o perfil de proteínas diferentemente expressas na 

presença de AHLs, bem como suas funções na célula para uma melhor compreensão do 

sistema (Di CAGNO et al., 2011; STEENACKERS et al., 2012; SHROUT e 

NERENBERG, 2012). 

Considerando que a formação de biofilme é um importante mecanismo de 

patogenicidade em Salmonella e uma grande preocupação para a indústria de alimentos, 

devido sua capacidade de contaminação dos alimentos durante o processamento e as 

dificuldades de erradicação dos mesmos (BURMOLLE et al., 2010; HOIBY et al., 

2010; JENSEN et al., 2010; SREY et al., 2013), torna-se de interesse a avaliação da 

conexão entre o sistema QS e a formação de biofilmes. O esclarecimento das etapas 

destes processos em Salmonella se revela importante, não só para o desenvolvimento de 

novas tecnologias que garantam alimentos microbiologicamente seguros, mas também 

para a melhor compreensão da interação patógeno-hospedeiro. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

Analisar o crescimento de Salmonella enterica sorovar Enteritidis, bem como a 

motilidade na condição de anaerobiose, na presença e ausência de AHLs, e na presença 

de furanonas; 

 

 

 

 

 

Analisar a adesão e formação de biofilmes por S. enterica sorovar Enteritidis em 

poliestireno na condição de anaerobiose, na presença e ausência de AHLs, e na presença 

de furanonas; 

 

 

 

 

 

Analisar as proteínas celulares de S. enterica sorovar Enteritidis cultivada em 

anaerobiose, na presença e ausência de AHLs. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, 

MG, nos Laboratórios de Microbiologia de Alimentos, de Microbiologia de Anaeróbios 

e de Associações Micorrízicas do Departamento de Microbiologia, no Laboratório de 

Imunovirologia do Departamento de Biologia Geral e no Laboratório de Proteômica e 

Bioquímica de Proteínas do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular e no 

Núcleo de Análise de Biomoléculas. 

 

4.1. Condições de cultivo de Salmonellla 

 

Foi utilizada a estirpe de S. enterica sorovar Enteritidis fagotipo PT4 578, 

isolada de carne de frango, cedida pela Fundação Oswaldo Cruz – FIOCRUZ (Rio de 

Janeiro, Brasil). O estoque das culturas foi feito em caldo Luria Bertani (LB) (triptona 

1 %, extrato de levedura 0,5 % e cloreto de sódio 0,4%), pH 6,8 a 7,0, e acrescido de 

20 % de glicerol estéril e conservado a – 20 °C. 

Antes de cada experimento, as células foram pré-ativadas e reativadas em caldo 

triptona de soja (TSB, Merck, Alemanha), incubadas a 37 °C, por 24 h, em anaerobiose. 

Após a reativação, uma alíquota foi transferida para 10 mL de TSB, incubada a 37 °C, 

por 4 h, em anaerobiose e, em seguida, a cultura foi colocada em tubo de centrífuga de 

50 mL. A cultura foi centrifugada (5.000 x g, 10 min, 4 °C, Sorvall, Estados Unidos), 

lavada com 2 mL de solução salina (0,85 %), o centrifugado foi suspenso em solução 

salina (0,85 %) e padronizado com 0,10 de absorvância a 600 nm (aproximadamente 

107 UFC. mL-1) utilizando espectrofotômetro modelo 1510 (Thermo Fisher Scientific, 

Finlândia) (CAMPOS-GALVÃO, 2012). 

 

4.2. N-dodecanoil homoserina lactona e furanonas 

 

N-dodecanoil homoserina lactona (C12-AHL, Fluka, Suíça) e uma mistura de 3-

metil-2(5H) furanona, 2-metiltetrahidro-3-furanona, 2(5H)-furanona e 2,2-dimetil-3(2H) 

furanona (Aldrich, Alemanha) foram ressuspendidas em acetonitrila (Merck, Alemanha) 

a uma concentração de 10 mM de cada furanona. Estas soluções foram adicionadas ao 

meio de cultura para cultivo de Salmonella, separadas e em mistura, para que atingissem 

uma concentração final de 50 nM e que correspondia a uma concentração inferior a 
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1,0 % de acetonitrila (MICHAEL et al., 2001). O mesmo volume de acetonitrila foi 

adicionado aos meios de cultivo no tratamento controle. 

 

4.3. Avaliação do crescimento de Salmonella PT4 em anaerobiose 

 

O crescimento de Salmonella foi avaliado em meio TSB, em câmara de 

anaerobiose de modelo estático (Coy Laboratory, Estados Unidos) contendo atmosfera 

com mistura de gases H2 (3,0 a 5,0 %) e CO2 (95,0 a 97,0 %). A cada frasco contendo 

20 mL de TSB em anaerobiose, foram adicionados 2,22 mL da cultura padronizada 

conforme descrito no item 4.1 e 110 µL de cada solução a ser testada, preparadas 

conforme descrito no item 4.2. Os frascos foram incubados a 37 °C por até 8 h em 

anaerobiose e a absorvância da suspensão de células determinada em espectrofotômetro 

a 600 nm. 

 

4.4. Determinação da motilidade de Salmonella 

 

A motilidade foi determinada em meio TSB, em câmara de anaerobiose de 

modelo estático contendo atmosfera com mistura de gases H2 e CO2. A cada frasco 

contendo 20 mL de TSB acrescentado de 1,0 ou 0,7 % (m/v) de ágar e em anaerobiose, 

foram adicionados 110 µL de cada solução de AHL e, ou furanona a serem testadas, 

preparadas conforme descrito no item 4.2 e vertido em placa de Petri. Para determinar a 

motilidade por espalhamento (swarming), uma alíquota de 5 µL da cultura padronizada, 

conforme descrito no item 4.1, foi disposta no centro de uma placa contendo 

0,7 % (m/v) de ágar. A placa foi exposta por 1 h à temperatura ambiente e, em seguida, 

foi incubada a 37 °C, em câmara de anaerobiose de modelo estático contendo atmosfera 

com mistura de gases H2 e CO2. O diâmetro das colônias foi determinado nos tempos 

2, 7, 12, 18, 24, 36, 42 e 48 h (HARSHEY e MATSUYAMA, 1994; TOGUCHI et al., 

2000; ULRICH, 2004). Para determinar a motilidade por contração ou por espasmos 

(twitching), o procedimento descrito anteriormente foi seguido, exceto para o volume de 

cultura aplicado que foi 10 µL e a concentração de ágar em TSB foi 1 % (m/v) 

(TOGUCHI et al., 2000; REIMMANN et al., 2002; ULRICH, 2004). 
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4.5. Quantificação do potencial de adesão e formação de biofilme por Salmonella 

em microplaca de poliestireno 

 

A quantificação do potencial de adesão e formação de biofilmes foi avaliada em 

microplaca de poliestireno com 96 poços, com cultivo em câmara de anaerobiose de 

modelo estático contendo atmosfera com mistura de gases H2 e CO2. A cada poço da 

microplaca foram adicionados 180 µL de TSB, 20 µL da cultura padronizada e 1 µL de 

cada solução a ser testada, preparadas conforme descrito nos itens 4.1 e 4.2, 

respectivamente. As microplacas foram incubadas a 37 °C por até 36 h, com 

substituição do meio de cultura inoculado e das soluções a serem testadas a cada 10 h. 

A absorvância da suspensão de células foi determinada em espectrofotômetro a 600 nm 

após 2, 7, 26 e 36 h de incubação. Após cada tempo, o meio de cultura foi removido dos 

poços invertendo a microplaca sobre papel absorvente. As células aderidas foram 

coradas por 30 min com 200 �L de cristal violeta a 0,1 % (p/v) em água. Em seguida, o 

corante foi descartado e os poços foram lavados delicadamente, por três vezes 

consecutivas, com 300 �L de água destilada. As placas foram secas em estufa a 37 ºC, 

por 15 min. O cristal violeta retido pelas células aderidas foi removido pela adição de 

200 �L de etanol 95 % (v/v) e a absorvância foi avaliada em espectrofotômetro a 

590 nm (CONWAY et al., 2002). A quantificação do potencial de adesão e formação de 

biofilme foi calculada pela razão entre a densidade óptica do extrato de cristal violeta a 

590 nm e a densidade óptica da cultura de Salmonella Enteritidis PT4 578 a 600 nm, 

para que o resultado não tenha a interferência da diferença de crescimento celular nas 

diferentes condições experimentais. 

 

4.6. Quantificação das células de Salmonella planctônicas e aderidas em 

poliestireno 

 

Os cupons de poliestireno e hastes metálicas foram lavados com bucha macia e 

não abrasiva com detergente líquido, seguido de enxague com água destilada 

esterilizada. Em seguida, foram imersos em hidróxido de sódio 1 % (m/v) em banho de 

ultrassom por 1 h para a remoção de gordura e enxaguados com água destilada 

esterilizada. Foram então imersos em etanol 92 % (v/v) em banho de ultrassom por 

30 min e enxaguados com água destilada esterilizada. Após esse enxágue os cupons 

foram colocados em uma placa de Petri esterilizada e esta colocada em fluxo laminar 
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por 15 min com a luz ultravioleta ligada. A avaliação da esterilidade dos cupons foi 

feita, submergindo um cupom em TSB com posterior incubação a 37 °C por 48 h, sendo 

após esse tempo, verificado se houve ou não crescimento. Os cupons de poliestireno 

foram presos pelas hastes metálicas na borda de frascos contendo 10 mL de TSB em 

anaerobiose, sendo adicionados 1,11 mL da cultura padronizada e 56 µL de cada 

solução a ser testada, preparadas conforme descrito nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente. 

Os frascos foram incubados a 37 °C por até 36 h, em câmara de anaerobiose de modelo 

estático contendo atmosfera com mistura de gases H2 e CO2, com substituição do meio 

de cultura inoculado e das soluções a serem testadas a cada 10 h. Para a quantificação 

das células planctônicas, uma alíquota de 1 mL foi retirada nos tempos de 2, 7, 26 e 

36 h, procedendo diluições decimais, que foram plaqueadas pela técnica de microgotas 

em ágar padrão para contagem (PCA, Himedia, Índia). Após incubação por 12 h a 

37 ºC, a contagem de colônias foi feita em contador de colônias com lupa. Para a 

quantificação das células aderidas, o cupom de poliestireno foi removido dos frascos 

nos tempos de 2, 7, 26 e 36 h e lavados com tampão fosfato-salino (PBS, pH 7,4) (RYU 

e BEUCHAT, 2005), para retirada de células planctônicas. A seguir, o cupom foi 

colocado em um tubo de ensaio contendo 2 mL de PBS esterilizado (pH 7,4) e 

submetidos à ação de ultrassom por 30 min, para remoção das células aderidas. Essa 

suspensão foi homogeneizada e uma alíquota foi retirada para o preparo de diluições 

decimais, que foram plaqueados pela mesma técnica e nas mesmas condições descritas 

anteriormente. 

 

4.7. Observação das células sésseis de Salmonella por microscopia 

 

A adesão e a formação de biofilmes foram acompanhadas em cupons de 

poliestireno, deixados imersos no meio de cultura nas condições descritas no item 4.6. 

Após 2, 7, 26 e 36 h de cultivo, os cupons foram removidos dos frascos. Posteriormente, 

foram lavados com 1 mL de PBS (pH 7,4), deixados secar a temperatura ambiente e, em 

seguida, foram fixados por 3 min a temperatura ambiente com solução de Kirk Patrick. 

Em seguida, os cupons foram novamente lavados com 1 mL de PBS (pH 7,4), corados 

com laranja de acridina 0,04 % (m/v) por 5 min, lavados com 1 mL de PBS (pH 7,4) e 

deixados secar a temperatura ambiente, no escuro. Após 1 h de coloração, foi feita a 

observação no microscópio confocal de epifluorescência, modelo BX50 (Olympus, 

Japão), em aumento de 1.000 vezes e utilizando o filtro WB2 (460 a 490 nm). Em cada 
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repetição, o comprimento de 10 células foi medido utilizando o programa Image-Pro 

Plus 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Estados Unidos). 

 

4.8. Extração de proteínas celulares de Salmonella 

 

As células planctônicas de Salmonella foram obtidas de 30 mL de TSB, 

conforme descrito no item 4.3 após 7 h de incubação. Para a análise de proteínas das 

células do tratamento controle e daquelas do tratamento com C12-AHL, foram coletados 

30 mL de meio e acondicionados em tubos de centrífuga de 50 mL. O meio de cultura 

foi centrifugado (2.000 x g, 15 min, 4 °C, Sorvall, Estados Unidos) e, posteriormente, o 

sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 1 mL de água 

destilada esterilizada, colocadas em microtubos de 1,5 mL, centrifugadas (9.500 x g, 

30 min, 4 °C, Brikmann Instruments, Alemanha) e descartado o sobrenadante. O 

centrifugado foi resuspendido em 50 mM de bicarbonato de amônio, 1mM de fluoreto 

de fenilmetilsulfonil (PMSF) e foram adicionados 1 mL de uma mistura 2/1 de 

Trifluoroetanol/Clorofórmio (TFE/CHCl3), agitando de forma intensa em agitador de 

tubos. Em seguida, a mistura foi mantida a 0 °C por 1 h em banho de ultrassom (100 W 

MSE 20 KHz), com agitações periódicas em agitador de tubos de 10 em 10 min. Após 

esse tempo, o material foi centrifugado (6.500 x g, 4 min, 4 °C, Brikmann Instruments, 

Alemanha) para obtenção de três fases, sendo coletada a fase superior (fase que contém 

as proteínas solúveis em TFE) e a fase central (fase que contém proteínas insolúveis em 

TFE), as quais foram secas em SpeedVac (Genevac, Inglaterra) e ressolubilizadas em 

500 µL de uma mistura de 5 M de ureia, 2 M de tioureia, 4 % de 3-[(3-Colamidopropil)-

dimetil amônio]-propano-sulfonato (CHAPS), 40 % TFE e 10 mM Tris-HCl (pH 8,8 - 

9,0). As ligações dissulfeto das proteínas foram reduzidas por 1 h à temperatura 

ambiente com 500 mM de ditiotreitol (DTT), posteriormente, a alquilação foi realizada 

adicionando 1 M de acrilamida (DESHUSSES et al., 2003; EBANKS et al., 2004; 

NUNN et al., 2006). O extrato de proteínas foi precipitado com ácido tricloroacético 

10 % (TCA) e mantido em gelo por 30 min. Em seguida, o material foi centrifugado 

(9.500 x g, 10 min, Brikmann Instruments, Alemanha), descartado o sobrenadante e o 

precipitado lavado três vezes com acetona gelada. Após evaporar a acetona, o 

precipitado foi resuspendido com 700 µL de uma mistura de 7 M de ureia, 2 M de 

tioureia e 2 % de CHAPS. As proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford 

(1976). 
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4.9. Separação de proteínas de Salmonella por eletroforese bidimensional 

 

As proteínas celulares foram separadas por eletroforese bidimensional (2-DE). 

As proteínas foram separadas na primeira dimensão de acordo com o seu ponto 

isoelétrico (pI) por focalização isoelétrica (IEF), em tiras de 7 cm com intervalo linear 

de pH de 3,0 a 10,0 imobilizado em gel de poliacrilamida (Immobilized pH gradient – 

IPG – ImmobilineTM DryStrip, GE Healthcare, Suécia). Volumes correspondentes a 

150 µg de proteínas celulares foram individualmente misturados com DTT 40 mM e 

2 % de anfólito IPG Buffer pH 3 a 10 (GE Healthcare, Suécia), e completados para um 

volume final de 125 µL de tampão de reidratação (Destreak Rehydration Solution, GE 

Healthcare, Suécia). A reidratação das fitas seguiu-se a temperatura ambiente por 12 h. 

Após a reidratação, a focalização isoelétrica foi realiza no equipamento IPGphor III (GE 

Healthcare, Suécia) seguindo-se as etapas: 1) 300 V em passo único por 14 h; 2) 300 Vh 

em gradiente até 1000 V; 3) 2000 V em gradiente por 1 h; 4) 2000 Vh em passo único 

até 2000 V; 5) 3000 V em gradiente por 1:30 h; 6) 3000 Vh em passo único até 

3000 V; 7) 5000 V em gradiente por 1:30 h; 8) 3000 Vh em passo único até 5000 V; 9) 

200 V em passo único por 10 h. Concluída a IEF, as tiras foram armazenadas a -80 °C 

até realização da segunda dimensão. 

Na segunda dimensão, as proteínas foram separadas em gel de poliacrilamida 

12 % na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) de acordo com os pesos 

moleculares, utilizando a metodologia descrita por Laemmli (1970). As tiras foram 

previamente equilibradas em 5 mL de solução de equilíbrio (tris 75 mM pH 8,8, uréia 

6 M, glicerol 30 %; SDS 2 % e azul de bromofenol 0,002 %) sob agitação por 15 min 

em duas etapas. Primeiramente, foi adicionado 1 % de DTT ao tampão de equilíbrio a 

fim de reduzir as proteínas e, em seguida, adicionou-se 2,5 % de iodoacetamida a fim de 

alquilar as proteínas. As tiras equilibradas foram colocadas no topo do gel de 

poliacrilamida e o marcador Broad Range Bio-Rad (6.500 – 200.000 kDa, Bio-Rad, 

Estados Unidos) e selados com agarose sealing solution. A corrida foi realizada em 

uma etapa inicial a 60 V e em, seguida, a 80 V até que o azul de bromofenol atingisse o 

limite inferior do gel. Terminada a corrida, os géis foram colocados em solução de 

fixação contendo ácido acético a 10 % (v/v) e metanol 50 % (v/v) por 30 min, corados 

com solução contendo sulfato de amônio 8 % (m/v), ácido fosfórico 0,8 % (v/v), azul de 

Coomassie G-250 0,08 % (v/v) e metanol 30 % por 72 h. Após essa etapa, os géis foram 
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lavados e conservados com ácido acético 5 % (v/v) até a eliminação completa do 

corante excedente. 

 

4.10. Análise e predição das proteínas de Salmonella 

 

Os géis foram digitalizados usando o Image Scanner III (GE Healthcare, Suécia) 

no modo de escaneamento transparente, resolução de 300 dpi, filtro de cor verde e com 

calibração atualizada. As imagens dos géis foram obtidas utilizando o programa 

Labscan (GE Healthcare, Suécia) e analisadas no programa ImageMaster
TM 2D 

platinum 7.0 (GE Healthcare, Suécia). A detecção dos spots e a determinação do 

volume foram realizadas de modo automático pelo programa, adotando os seguintes 

parâmetros, smooth = 2, área mínima = 20 e saliência = 30. Os spots que apresentaram 

valores de probabilidade menores do que 0,05 na análise de variância (ANOVA) 

indicaram ser uma proteína diferencialmente expressa. A predição das proteínas 

diferencialmente expressas foi realizada segundo Hiller et al. (2006), utilizando o 

programa JVirGel 2.0 (JVirGel, Alemanha) com os dados disponíveis no UniProt, 

utilizando a ferramenta UniProtKB (Protein Knowledgebase, disponível em: 

http://www.uniprot.org/) e no NCBI (National Center for Biotechnology Information), 

utilizando a ferramenta Protein (disponível em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) 

para S. enterica sorovar Enteritidis PT4. O ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular 

(MM) das proteínas diferencialmente expressas foram comparados com os das proteínas 

do banco de dados, aceitando-se uma variação de até 5,0 %. 

 

4.11. Análise estatística dos dados 

 

Em todos os experimentos foram realizadas três repetições com uma réplica para 

cada, exceto no descrito no item 4.5, em que para cada uma das três repetições foram 

realizadas oito réplicas. Os resultados obtidos foram analisados por análise de variância 

(ANOVA) seguida pelo teste Tukey, sendo os valores de probabilidade menores do que 

0,05 considerados estatisticamente significativos. As comparações foram feitas 

utilizando o aplicativo computacional GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, 

Estados Unidos), sendo o erro padrão representado pela barra. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A influência da presença de 50 nM de C12-AHL e, ou de uma mistura de 

furanonas sobre o crescimento de Salmonella Enteritidis PT4 578 em TSB foi avaliada 

em anaerobiose a 37 °C por 8 h (Figura 3). 

 

Figura 3. Crescimento de Salmonella Enteritidis PT4 578 por 8 h em TSB em 
anaerobiose. Controle ( ), na presença de 50 nM de C12-AHL ( ), na presença de 
50 nM C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas ( ) e na presença de 50 nM da 
mistura de furanonas ( ). 

 

A presença de 50 nM de C12-AHL no meio TSB, usado para o cultivo de 

Salmonella Enteritidis PT4 578 em anaerobiose, não influenciou o crescimento do 

patógeno ao longo de 8 h de incubação (Figura 3). Foi observado que a densidade óptica 

máxima a 600 nm (D.O.máx.) (0,173 ± 0,014) neste tratamento foi estatisticamente igual 

a do controle (0,169 ± 0,004). Campos-Galvão (2012) também observou que a adição de 

100 nM de cada uma das AHLs variando de C6 a C12-AHL não afetou o crescimento do 

mesmo patógeno. A concentração de 50 nM de C12-AHL usada neste estudo é muito 

superior à concentração necessária para induzir a expressão do gene sdiA em Salmonella 

Typhimurium que, segundo Michael et al. (2001), dependendo da AHL avaliada, é de 

1 nM. Porém, embora responda às AHLs, a proteína SdiA, receptora destes autoindutor-

1 (AI-1), ainda não tem função estabelecida em Salmonella (DYSZEL et al., 2010; 

SABAG-DAIGLE et al., 2012). Em E. coli, a função de SdiA está bem estabelecida na 

formação de biofilme (LEE et al., 2009). 
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A fim de comprovar a regulação de fenótipos pelo AI-1 em Salmonella 

Enteritidis PT4 578, o crescimento também foi avaliado na presença de uma mistura de 

furanonas. As furanonas são análogas as AHLs, mas são incapazes de promoverem a 

regulação gênica (RASMUSSEN et al., 2000; ZHU e WINANS, 2001; HENTZER et 

al., 2002, 2003; MANEFIELD et al., 2002). A presença de 50 nM da mistura de 

furanonas não influenciou no crescimento bacteriano, sendo que a D.O.máx (0,175 ± 

0,006) na presença destes compostos foi estatisticamente igual a do controle (0,169 ± 

0,004). Janssens et al. (2008) observaram que o crescimento de Salmonella 

Typhimurium não foi influenciado em TSB a 16 °C por 12 h com adição de 50, 60 e 

100 µM de diferentes furanonas. A presença da mistura de furanonas juntamente com 

C12-AHL resultou em uma D.O.máx (0,150 ± 0,003), menor do que as encontradas nos 

tratamentos com adição separada de furanonas e C12-AHL e no tratamento (Figura 3). 

O efeito da C12-AHL e furanonas sobre a motilidade em massa ou por 

espalhamento (swarming) e a motilidade por contração ou por espasmos (twitching) de 

Salmonella Enteritidis PT4 578 foi determinado em anaerobiose utilizando 0,7 e 1,0 % 

(m/v) de ágar adicionados em TSB, respectivamente (Figuras 4 e 5). Observou-se que 

não houve motilidade em massa ou por espalhamento (swarming) das células (Figura 4) 

em nenhum dos tratamentos avaliados, uma vez que não foi observado aumento do 

diâmetro das colônias de Salmonella Enteritidis PT4 578. Neste tipo de motilidade 

ocorre uma movimentação multicelular na presença de uma mistura de polissacarídeos e 

de proteínas tensoativas. Este processo é dependente do movimento dos flagelos, os 

quais funcionam como propulsores helicoidais dirigidos por um motor biológico em 

uma superfície sólida (HARSHEY e MATSUYAMA, 1994; FRASER e HUGHES, 

1999; KEARNS, 2010). Em E. coli, o AI-2 aumentou a motilidade células por aumentar 

a expressão de cinco genes de motilidade (GONZÁLEZ BARRIOS et al., 2006). Por 

outro lado, o mesmo patógeno na presença de furanona mostrou inibição da formação 

de biofilme e da motilidade em massa ou por espalhamento (swarming), porém a 

presença de furanona não afetou a motilidade por natação (swimming) (REN et al., 

2001). Contudo, os resultado encontrados por Janssens et al. (2008) mostraram que a 

motilidade por natação (swimming) de Salmonella Typhimurium foi retardada quando 

cultivada em TSB com 0,25 % (m/v) de ágar adicionado de 50 µM de furanona e 

incubado a 16 °C durante 5 dias. Além disso, eles observaram que o número de flagelos 

é menor na presença da mesma concentração de furanona e por análise de microarranjo, 
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notaram que há uma deficiência na montagem dos flagelos funcionais para motilidade e 

formação de biofilme. 

 

 
 

 

  
 
Figura 4. Colônias de Salmonella Enteritidis PT4 578 com 48 h de cultivo em TSB 
adicionado de 0,7 % (m/v) de ágar em anaerobiose para determinar a motilidade em 
massa ou por espalhamento (swarming). Controle (A), na presença de 50 nM de C12-
AHL (B), na presença de 50 nM de C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas (C) e 
na presença de 50 nM da mistura de furanonas (D). 

 

Os resultados encontrados por Lillard (1985) constataram que não houve 

diferença entre a adesão de micro-organismos flagelados (Salmonella Typhimurium, 

Salmonella Gallinarum, Proteus vulgaris, Pseudomonas fluorescens, Clostridium 

perfringens e Staphylococcus aureus) e não flagelados (Micrococcus) em pele de aves. 

Segundo Zottola e Sasahara (1994), os flagelos conferem motilidade aos micro-

organismos ajudando a direcioná-los a uma fonte de nutriente e facilitam a adesão 

inicial em superfícies bióticas e abióticas. 

Também foi observado que não houve motilidade por contração ou por 

espasmos (twitching) (Figura 5) em nenhum dos tratamentos, uma vez que não se 

observou aumento do diâmetro das colônias de Salmonella Enteritidis PT4 578. Esse 

A 

D C 

B 
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tipo de motilidade ocorre pela extensão e retração do pili do tipo IV e, 

consequentemente, impulsão da bactéria pela superfície sólida (HENRICHSEN, 1972; 

KEARNS, 2010). 

 

 
 

 

  
 
Figura 5. Colônias de Salmonella Enteritidis PT4 578 com 48 h de cultivo em TSB 
adicionado de 1,0 % (m/v) de ágar em anaerobiose para determinar a motilidade por 
contração ou por espasmos (twitching). Controle (A), na presença de 50 nM de C12-
AHL (B), na presença de 50 nM de C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas (C) e 
na presença de 50 nM da mistura de furanonas (D). 

 

Dependendo da motilidade celular, a adesão inicial das células bacterianas às 

superfícies pode ser classificada em passiva ou ativa. A adesão passiva é dirigida pela 

gravidade, difusão e dinâmica de fluidos. Já a adesão ativa é facilitada pelas 

propriedades celulares como flagelo, pilus, cápsula e cargas de superfície (ZOTTOLA e 

SASAHARA, 1994; PALMER et al., 2007). Com base nos resultados de motilidade em 

massa ou por espalhamento (swarming) e de motilidade por contração ou por espasmos 

(twitching) observados no presente trabalho, nota-se que a presença de C12-AHL e de 

furanonas não conferiu motilidade às células nas condições adotadas. 
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Os experimentos de adesão e formação de biofilme por Salmonella Enteritidis 

PT4 578 foram realizados em anaerobiose, uma vez que a formação de biofilme em 

anaerobiose é pouco estudada e foi escolhida por simular o ambiente intestinal, local 

onde a infecção é iniciada. A formação de biofilme foi acompanhada por 36 h de cultivo 

em TSB com substituição do meio, da suspensão de células ativadas e das soluções a 

serem testadas, a cada 10 h. Estas substituições ao longo do tempo de incubação foram 

realizadas levando-se em consideração a cinética de formação de biofilme 

(TAKHISTOV e GEORGE, 2004). Uma vez que nas condições laboratoriais não há 

matéria orgânica aderida à superfície (POULSEN, 1999), se torna necessária a formação 

inicial de um microambiente pela adsorção de algumas células à superfície com a 

produção de exopolissacarídeos. Este microambiente se torna um local de escolha para 

adesão de outras células (TAKHISTOV e GEORGE, 2004). Desse modo, as primeiras 

10 h do experimento foram para a formação do microambiente na superfície do 

poliestireno e as substituições do meio e da suspensão de células forneceram nutrientes 

e células que teriam o microambiente como local de escolha para a adesão. 

O efeito da C12-AHL e das furanonas sobre o potencial de adesão e a formação 

de biofilme em microplacas foi avaliado pela determinação da densidade óptica do 

extrato de cristal violeta a 590 nm (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Efeito de AI-1 na adesão e na formação de biofilme de Salmonella Enteritidis 
PT4 578. Densidade óptica a 590 nm do extrato de cristal violeta nos tempos de 2, 7, 26 
e 36 h de cultivo em TSB de Salmonella Enteritidis PT4 578 em anaerobiose. Controle 
( ), na presença de 50 nM de C12-AHL ( ), na presença de 50 nM de C12-AHL e de 
50 nM da mistura de furanonas ( ) e na presença de 50 nM da mistura de furanonas 
( ). O meio, a suspensão de células ativadas e as soluções a serem testadas foram 
substituídos a cada 10 h. * = diferença estatisticamente significativa (p < 0,05). 
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A densidade óptica do extrato de cristal violeta a 590 nm não foi influenciada 

(p > 0,05) pelos tratamentos nos tempos de 2, 7 e 26 h. Contudo, no tempo de 36 h de 

cultivo na presença de 50 nM de C12-AHL houve maior densidade óptica a 590 nm 

(D.O. 590 nm) em relação aos outros tratamentos (p < 0,05). 

O acompanhamento do crescimento de Salmonella Enteritidis PT4 578 em 

microplacas, por densidade óptica a 600 nm (Figura 7) confirmou resultados obtidos 

anteriormente por contagem de células viáveis (Figura 3), quando se verificou que tanto 

a adição de 50 nM de C12-AHL ou de furanonas ao meio TSB não afetaram o 

crescimento bacteriano (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Efeito de AI-1 no crescimento de Salmonella Enteritidis PT4 578. Densidade 
óptica a 600 nm da cultura de Salmonella Enteritidis PT4 578 nos tempos de 2, 7, 26 e 
36 h de cultivo em TSB em anaerobiose. Controle ( ), na presença de 50 nM de C12-
AHL ( ), na presença de 50 nM de C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas 
( ) e na presença de 50 nM da mistura de furanonas ( ). O meio, a suspensão de 
células ativadas e as soluções a serem testadas foram substituídos a cada 10 h. 
 

O efeito da C12-AHL e furanonas sobre potencial de adesão e formação de 

biofilme em microplacas foi calculado pela razão entre a densidade óptica do extrato de 

cristal violeta a 590 nm (Figura 6) e a densidade óptica da cultura de Salmonella 

Enteritidis PT4 578 a 600 nm (Figura 7), como mostrado na Figura 8. 
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Figura 8. Efeito de AI-1 na adesão e na formação de biofilme em razão ao crescimento 
de Salmonella Enteritidis PT4 578. Razão entre a densidade óptica do extrato de cristal 
violeta (590 nm) e a densidade óptica da cultura de Salmonella Enteritidis PT4 578 
(600 nm) nos tempos de 2, 7, 26 e 36 h de cultivo em TSB em anaerobiose. Controle 
( ), na presença de 50 nM de C12-AHL ( ), na presença de 50 nM de C12-AHL e de 
50 nM da mistura de furanonas ( ) e na presença de 50 nM da mistura de furanonas 
( ). O meio, a suspensão de células ativadas e as soluções a serem testadas foram 
substituídos a cada 10 h. * = diferença estatisticamente significativa (p < 0,05). 

 

Durante as 36 h em que se acompanhou o potencial de adesão e formação de 

biofilme de Salmonella PT4 578 em superfície de poliestireno não foi observada 

diferença estatística (p > 0,05) entre os tratamentos controle e aqueles adicionados de 

C12-AHL e, ou furanonas, nos tempos de 2, 7 e 26 h de incubação. Somente após 36 h 

de cultivo na presença de 50 nM de C12-AHL constatou-se efeito positivo deste 

autoindutor sobre a formação de biofilme (p < 0,05). Estes resultados confirmam os 

obtidos por Campos-Galvão (2012), que constatou que o cultivo de Salmonella 

Enteritidis PT4 578, em TSB e em anaerobiose, na presença de 50 nM de cada uma das 

AHLs variando de C6 a C12-AHL aumentou o potencial de adesão em poliestireno e, 

dentre as AHLs avaliadas, a C12-AHL apresentou maior indução deste fenótipo a partir 

de 72 h de cultivo. 

O cultivo por 36 h na presença de 50 nM da mistura de furanonas e desta mistura 

acrescida de C12-AHL confirmaram o efeito antagonista das furanonas em relação as 

AHLs, uma vez que não houve aumento significativo de células aderidas nem de 

formação de biofilme em poliestireno na presença destes análogos de AI-1. Estes dados 
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corroboram com os encontrados por Janssens et al. (2008), que observaram inibição da 

formação de biofilme por Salmonella Typhimurium em microplaca de poliestireno após 

cultivo por 48 h a 16 °C na presença de 25, 50 e 100 µM de diferentes furanonas, sem 

adição de AHL.  

Com 2 h de cultivo todos os tratamentos apresentaram maior absorvância a 

590 nm do cristal violeta indicando que houve possivelmente maior adesão (Figura 8). 

Pui et al. (2011) avaliaram a formação de biofilme por Salmonella Typhi e Salmonella 

Typhimurium cultivada em TSB pela técnica de microplacas. Estes observaram uma 

absorvância máxima a 590 nm com 12 h de cultivo e após esse tempo houve uma 

redução gradativa da absorvância. Resultados semelhantes foram encontrados por 

Karaca et al. (2013) ao analisarem a formação de biofilme por 25 sorotipos de 

Salmonella em meio Luria Bertani (LB) pela técnica de microplaca. Estes autores 

notaram que Salmonella Typhimurium não pode ter a formação de biofilme descrita por 

um modelo matemático de predição devido à formação de biofilme ser maior nas 

primeiras 12 h de cultivo e diminuir após esse tempo. 

O comprimento das células aderidas nos cupons de poliestireno foi mensurado a 

partir das imagens da microscopia confocal de epifluorescência (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Comprimento das células de Salmonella Enteritidis PT4 578 aderidas em 
cupons de poliestireno, expressa em µm, nos tempos de 2, 7, 26 e 36 h de cultivo em 
TSB em anaerobiose. Controle ( ), na presença de 50 nM de C12-AHL ( ), na 
presença de 50 nM de C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas ( ) e na presença 
de 50 nM da mistura de furanonas ( ). O meio, a suspensão de células ativadas e as 
soluções a serem testadas foram substituídos a cada 10 h. 
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Observa-se diferença no tamanho das células aderidas no poliestireno em função 

do tempo, sendo que células cultivadas por 2 h foram quase duas vezes mais alongadas 

do que as células nos demais tempos de cultivo (Figura 9). A partir da Figura 3 nota-se 

que até 2 h de cultivo as células se encontram em fase da adaptação (fase lag) e nos 

demais tempos avaliados, as células estão em fase estacionária. Segundo White (2007), 

células em fase lag estão se adaptando as novas condições para iniciar a divisão celular 

e por isso, são mais alongadas do que as células em fase estacionária. Além disso, as 

células em fase estacionária desencadeiam respostas adaptativas as limitações de 

nutrientes, como a redução do tamanho celular, mudanças das propriedades da 

superfície celular (relacionadas à hidrofobicidade e adesão), dos fosfolipídios de 

membrana, da composição de proteínas, da atividade metabólica e resistência a estresses 

ambientais. Essas mudanças celulares influenciadas pelo tempo de cultivo podem 

justificar a maior retenção do cristal violeta pelas células com 2 h de cultivo quando 

comparada com a retenção nos tempos de 7, 26 e 36 h. 

O efeito da C12-AHL e furanonas sobre a adesão e formação de biofilme também 

foi avaliado pela enumeração das células planctônicas (Figura 10) e das células aderidas 

em cupons de poliestireno (Figura 11). 

 

 

Figura 10. Número de células planctônicas de Salmonella Enteritidis PT4 578, expressa 
em log UFC.mL-1, nos tempos 2, 7, 26 e 36 h de cultivo em TSB em anaerobiose. 
Controle ( ), na presença de 50 nM de C12-AHL ( ), na presença de 50 nM de C12-
AHL e de 50 nM da mistura de furanonas ( ) e na presença de 50 nM da mistura de 
furanonas ( ). O meio, a suspensão de células ativadas e as soluções a serem testadas 
foram substituídos a cada 10 h. 
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O cultivo de Salmonella Enteritidis PT4 578 durante 36 h em anaerobiose 

mostrou que não houve diferença (p > 0,05) no número de células planctônicas entre os 

tratamentos (Figura 10). 

 

 

Figura 11. Número de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 aderidas em cupons 
de poliestireno, expressa em log UFC.cm-2, nos tempos de 2, 7, 26 e 36 h de cultivo em 
TSB em anaerobiose. Controle ( ), na presença de 50 nM de C12-AHL ( ), na 
presença de 50 nM de C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas ( ) e na presença 
de 50 nM da mistura de furanonas ( ). O meio, a suspensão de células ativadas e as 
soluções a serem testadas foram substituídos a cada 10 h. * = diferença estatisticamente 
significativa (p < 0,05). 

 

O número de células de Salmonella Enteritidis PT4 578 aderidas nos cupons de 

poliestireno não foi diferente (p > 0,05) nos tempos de 2, 7 e 26 h, indicando que C12-

AHL não tem influência na adesão inicial. Todavia, a presença de 50 nM de C12-AHL 

mostrou efeito positivo sobre a formação de biofilme em poliestireno no tempo de 36 h 

de incubação. Nesta condição, foi constatado aumento de, aproximadamente, um ciclo 

log (p < 0,05) no número de células de Salmonella Enteritidis PT4 aderidas aos cupons 

de poliestireno. Tais resultados evidenciam efeito antagonista das furanonas com 36 h 

de cultivo, mesmo na presença de C12-AHL e confirmam os resultados encontrados na 

análise de quantificação do potencial de adesão e formação de biofilme (Figuras 6, 7 e 

8). 
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Nos cupons de poliestireno imersos na cultura de Salmonella Enteritidis PT4 por 

2, 7 e 26 h de incubação não foi possível constatar diferença na adesão e nem a presença 

de estruturas de biofilme nos diferentes tratamentos nos cupons observados por 

microscopia confocal de epifluerescência. Nestes tempos de incubação e tratamentos, 

foi possível notar que haviam células aderidas de modo espaçado e também agrupadas, 

mas sem sobreposição das células e sem evidências de produção de estruturas de 

biofilmes, como mostrado no tempo de 2 h (Figura 12). 

Os resultados do potencial de adesão e formação de biofilme em microplacas 

com 2 h de cultivo (Figura 8) não corroboram com a enumeração de células aderidas 

(Figura 11) e com as imagens da microscopia confocal de epifluerescência (Figura 12). 

Estes resultados mostram que não houve maior adesão das células com 2 h em relação 

aos demais tempos analisados. Possivelmente, a maior retenção do cristal violeta pelas 

células com 2 h de cultivo está relacionada com a fase de crescimento. 

 

10 µm

A

C D

10 µm

B

10 µm 10 µm

 

Figura 12. Microscopia confocal de epifluorescência de adesão e biofilme formado por 
Salmonella Enteritidis PT4 578 em cupons de poliestireno de cultivo em TSB em 
anaerobiose por 2 h. Controle (A), na presença de 50 nM de C12-AHL (B), na presença 
de 50 nM de C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas (C) e na presença de 50 nM 
da mistura de furanonas (D). Aumento de 1.000 vezes e filtro WB2. 
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A Figura 13 mostra as imagens dos cupons de poliestireno em microscopia 

confocal de epifluorescência com 36 h de incubação nos diferentes tratamentos, 

evidenciando o efeito estimulador da C12-AHL sobre a formação de biofilme por 

Salmonela Enteritidis PT4. 

 

 

Figura 13. Microscopia confocal de epifluorescência de adesão e biofilme formado por 
Salmonella Enteritidis PT4 578 em cupons de poliestireno de cultivo em TSB em 
anaerobiose por 36 h. Controle (A), na presença de 50 nM de C12-AHL (B), na presença 
de 50 nM de C12-AHL e de 50 nM da mistura de furanonas (C) e na presença de 50 nM 
da mistura de furanonas (D). O meio, a suspensão de células ativadas e as soluções a 
serem testadas foram substituídos a cada 10 h. Aumento de 1.000 vezes e filtro WB2. 

 

Na ausência de C12-AHL e de furanonas (Figura 13 A), assim com na presença 

de furanonas (Figura 13 C e D), houve adesão das células de modo espaçado e também 

agrupado. Já quando os cupons de poliestireno foram imersos por 36 h no cultivo de 

Salmonella Enteritidis PT4 578 acrescido de C12-AHL houve a formação de biofilme, 

sendo possível notar a sobreposição das células formando multicamadas indicando a 

provável presença de EPS (Figura 13 B). Estes resultados confirmam os obtidos por 

Campos-Galvão (2012) que observou em microscopia eletrônica de varredura que o 

cultivo de Salmonella Enteritidis PT4 578 por 36 h em meio contendo uma mistura de 

C6 a C12-AHLs resultou em grande número de células aderidas nos cupons de 
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poliestireno com a presença de exopolissacarídeo e, na presença de C12-AHL haviam 

células mais agregadas formando multicamadas característica dos biofilmes. 

A presença de furanonas inibiu o efeito estimulador da formação de biofilme por 

C12-AHL (Figura 13 C, D) e, estes dados também corroboram com os observados por 

Campos-Galvão (2012) que descreveu que células de Salmonella Enteritidis PT4 578 na 

presença de furanonas aderiram ao poliestireno de forma espaçada e sem formação de 

estruturas características de biofilme. 

Considerando os resultados obtidos de potencial de adesão e formação de 

biofilme em microplacas (Figura 8), de enumeração de células aderidas (Figura 11) e 

das imagens obtidas em microscopia confocal de epifluerescência (Figura 13) observa-

se o efeito positivo de C12-AHL sobre a formação de biofilme por Salmonella 

Enteritidis PT4 578 em anaerobiose. Este resultado sugere que, na presença de bactérias 

capazes de produzir AHLs, Salmonella pode induzir a formação de biofilme. Essa 

mudança de estilo de vida, de células planctônicas para células aderidas ou sésseis, pode 

conferir vantagem competitividade a esse patógeno, como sobreviver e se adaptar à 

condições de estresse no meio (HAMILTON et al., 2009; WHITE et al., 2010; 

CAMPOS-GALVÃO, 2012). 

Outro resultado que pode ser observado é o efeito antagonista das furanonas, 

uma vez que, quando uma mistura de furanonas foi adicionada ao meio juntamente com 

C12-AHL, não houve a formação de biofilme em poliestireno por Salmonella Enteritidis 

PT4 578. Este efeito antagonista das furanonas poderia ser explorado em vários setores 

da indústria de alimentos para competir e impedir que as AHLs produzidas por outros 

micro-organismos se liguem a SdiA e, consequentemente, ativem genes de formação de 

biofilme (RASMUSSEN et al., 2000; HENTZER et al., 2002; SMITH et al., 2004; 

JANSSENS et al., 2008; CAMPOS-GALVÃO, 2012). 

Para contribuir com a compreensão do efeito de C12-AHL sobre Salmonella 

Enteritidis PT4 578, este patógeno foi cultivado na presença e na ausência deste 

autoindutor, as proteínas celulares foram extraídas e separadas por eletroforese 

bidimensional (2-DE) e os géis 2-DE obtidos dos dois tratamentos foram comparados 

(Figuras 14 e 15). 
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Figura 14. Gel 2-DE das proteínas celulares de Salmonella Enteritidis PT4 578 cultivada 
em estado planctônico, por 7 h em TSB em anaerobiose, na ausência de C12-AHL. Gel real 
(A) e gel in sílico (B), sendo as proteínas diferencialmente expressas marcadas com círculos 
coloridos: somente no controle ( ) e as com maior expressão no controle ( ). 
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Figura 15. Gel 2-DE das proteínas celulares de Salmonella Enteritidis PT4 578 cultivada 
em estado planctônico, por 7 h em TSB em anaerobiose, na presença de C12-AHL. Gel real 
(A) e gel in sílico (B), sendo as proteínas diferencialmente expressas marcadas com círculos 
coloridos: somente com C12-AHL ( ) e as com maior expressão com C12-AHL ( ). 
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A partir da comparação dos géis 2-DE das proteínas celulares na ausência e na 

presença de C12-AHL, foram identificados 185 spots (Figuras 14 e 15). Destes, 

40 proteínas foram diferencialmente expressas (p < 0,05), sendo que duas foram 

expressas somente no controle ( ) e oito foram expressas tanto na ausência como a 

presença de C12-AHL, porém com maior expressão no tratamento controle ( ) (Figura 

14 A). Do restante (Figura 15 A), 15 foram expressas somente na presença de 50 nM de 

C12-AHL ( ) e as outras 15 em ambas, mas com maior expressão na presença de C12-

AHL ( ). O Diagrama de Venn mostra a distribuição das proteínas (Figura 16). 
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15

145

15

8

 
 

Figura 16. Diagrama de Venn mostrando a distribuição das proteínas celulares de 
Salmonella Enteritidis PT4 578 cultivada em estado planctônico, por 7 h em TSB em 
anaerobiose, na ausência e na presença de C12-AHL. 

 

O ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular (MM) de cada proteína 

diferencialmente expressa foram determinados. Posteriormente, por comparação com os 

bancos de dados, as proteínas foram preditas e foram classificadas quanto à amostra e à 

sua função na célula (Tabela 1). Das 40 proteínas diferencialmente expressas, apenas o 

spot de número 179 não foi possível de ser predita nenhuma proteína com variação de 

até 5,0 % em pI e MM (Tabela 1). Segundo Di Cagno et al. (2011), a expressão global 

de proteínas entre células bacterianas cultivadas na presença e na ausência de AIs do 

sistema QS é totalmente diferente, o que leva à regulação de fenótipos, como a 

formação de biofilme e fatores de virulência. Esstes autores também destacaram que a 

proteômica é uma importante ferramenta para estudo dos sistemas de QS, porém ainda 

pouco utilizada.  
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Tabela 1. Predição das proteínas celulares diferencialmente expressas (ANOVA, p < 0,05) por Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 no 
tratamento controle (sem C12-AHL) e no tratamento com C12-AHL. A predição foi feita por comparação do ponto isoelétrico (pI) e da massa 
molecular (MM) das proteínas encontradas com os das proteínas do UniProt e as do NCBI. Variação de até 5,0 % foi aceita para pI e MM. 

 

N.º do 

spot 
Amostra 

pI ± VR 

(unidades de pH) 

MM ± VR 

(kDa) 
Gene 

Locus 

(UniProt/NCBI) 

Proteínas preditas 

Nome Localização Função 

46 Controle 
(ambas) 

6,73 ± 0,12 39,65 ± 0,71 yfiN SEN2593/ 
YP_002244671 

Proteína hipotética de membrana Membrana Biossíntese 

28 Controle 
(ambas) 

6,77 ± 0,07 32,19 ± 0,32 SEN1433 SEN1433/ 
YP_002243534 

Hipotética hexanoato 
desidrogenase 

Citoplasma Metabolismo 
energético 

35 Controle 
(ambas) 

4,96 ± 0,04 35,91 ± 0,29 proV SEN2654/ 
YP_002244729 

Proteína de ligação ao ATP do 
sistema de transporte de prolina e 
glicina betaína 

Membrana Transporte 

42 Controle 
(ambas) 

5,10 ± 0,03 38,58 ± 0,23 emrA SEN2659/ 
YP_002244734 

Proteína A associada à resistência 
a multidrogas 

Membrana Transporte 

50 Controle 
(ambas) 

4,03 ± 0,10 39,65 ± 0,99 SEN1522 SEN1522/ 
YP_002243621 

Proteína de membrana externa 
SEN1522 

Membrana Transporte 

52 Controle 
(ambas) 

3,86 ± 0,06 40,48 ± 0,61 ompN SEN1575/ 
YP_002243676 

Proteína de membrana externa Membrana Transporte 

129 Controle 
(ambas) 

9,52 ± 0,10 23,45 ± 0,23 SEN0364 SEN0364/ 
YP_002242514 

Proteína não caracterizada Desconhecida Desconhecida 

41 Controle 
(ambas) 

4,91 ± 0,07 38,58 ± 0,58 SEN2255 SEN2255/ 
YP_002244343 

Proteína hipotética da família 
mandelato racemase (MR) e 
enzima muconato lactonizante 
(MLE) 

Desconhecida Desconhecida 

183 Controle 6,27 ± 0,05 41,74 ± 0,33 accC SEN3214/ 
YP_002245279 

Biotina carboxilase 
(Acetil-CoA carboxilase) 

Citoplasma Biossíntese 

184 Controle 4,47 ± 0,11 33,88 ± 0,85 SEN0267 SEN0267/ 
YP_002242428 

Proteína hipotética conservada da 
Ilha de Patogenicidade 

Desconhecida Desconhecida 
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Tabela 1. Continuação. 

 

 

N.º do 

spot 
Amostra 

pI ± VR 

(unidades de pH) 

MM ± VR 

(kDa) 
Gene 

Locus 

(UniProt/NCBI) 

Proteínas preditas 

Nome Localização Função 

159 C12-AHL 
(ambas) 

5,09 ± 0,25 150,20 ± 7,51 rpoB SEN3937/ 
YP_002245982 

Subunidade beta da RNA 
polimerase direcionada por DNA 

Cromossomo Metabolismo 
do DNA 

63 C12-AHL 
(ambas) 

5,42 ± 0,05 46,91 ± 0,45 yneI SEN1527/ 
YP_002243626 

Proteína hipotética oxidoredutase 
(Succinato-semialdeído 
desidrogenase) 

Citoplasma Metabolismo 
energetic 

100 C12-AHL 
(ambas) 

5,41 ± 0,05 82,98 ± 0,83 pflF SEN0789/ 
YP_002242929 

Proteína hipotética formato 
acetiltransferase 3 

Citoplasma Metabolismo 
energético 

101 C12-AHL 
(ambas) 

5,31 ± 0,07 82,98 ± 1,08 pflD SEN3908/ 
YP_002245955 

Formato acetiltransferase 2 
(Piruvato formato liase 2) 

Citoplasma Metabolismo 
energético 

102 C12-AHL 
(ambas) 

5,21 ± 0,13 82,98 ± 2,07 pflD SEN3908/ 
YP_002245955 

Formato acetiltransferase 2 
(Piruvato formato liase 2) 

Citoplasma Metabolismo 
energético 

36 C12-AHL 
(ambas) 

5,10 ± 0,05 36,03 ± 0,36 SEN3354 SEN3354/ 
YP_002245419 

Proteína hipotética glicerol 
desidrogenase 

Desconhecida Metabolismo 
energético 

86 C12-AHL 
(ambas) 

5,09 ± 0,05 72,25 ± 0,72 SEN0041 SEN0041/ 
YP_002242208 

Proteína hipotética glicosil 
hidrolase 

Desconhecida Metabolismo 
energetic 

117 C12-AHL 
(ambas) 

5,34 ± 0,05 28,94 ± 0,29 pipB SEN0952/ 
YP_002243083 

Proteína da Ilha de Patogenicidade Desconhecida Patogenicidade 

84 C12-AHL 
(ambas) 

4,47 ± 0,04 65,81 ± 0,66 cheA SEN1082/ 
YP_002243209 

Proteína CheA Citoplasma Quimiotaxia e 
motilidade 

147 C12-AHL 
(ambas) 

5,05 ± 0,13 96,00 ± 2,40 yojN SEN2251/ 
YP_002244339 

Proteína hipotética quinase sensora 
do sistema regulatório de dois 
componentes com RcsBC 

Membrana Sinalização 
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Tabela 1. Continuação. 

 

N.º do 

spot 
Amostra 

pI ± VR 

(unidades de pH) 

MM ± VR 

(kDa) 
Gene 

Locus 

(UniProt/NCBI) 

Proteínas preditas 

Nome Localização Função 

37 C12-AHL 
(ambas) 

7,33 ± 0,11 36,90 ± 0,55 yhiI SEN3410/ 
YP_002245476 

Proteína hipotética de secreção da 
família HlyD 

Membrana Transporte 

83 C12-AHL 
(ambas) 

5,07 ± 0,10 65,81 ± 1,32 btuB SEN3924/ 
YP_002245970 

Proteína BtuB transportadora de 
vitamina B12 

Membrana Transporte 

160 C12-AHL 
(ambas) 

3,88 ± 0,19 37,54 ± 1,88 SEN1522 SEN1522/ 
YP_002243621 

Proteína de membrana externa Membrana Transporte 

77 C12-AHL 
(ambas) 

4,97 ± 0,06 58,09 ± 0,70 yqiK SEN3041/ 
YP_002245108 

Proteína hipotética exportada Membrana Desconhecida 

164 C12-AHL 
(ambas) 

9,30 ± 0,09 51,89 ± 0,52 SEN1065 SEN1065/ 
YP_002243192 

Proteína hipotética exportada Desconhecida Desconhecida 

168 C12-AHL 6,23 ± 0,09 40,38 ± 0,61 cfa SEN1620/ 
YP_002243720 

Fosfolipídeos com ácido graxo do 
tipo ciclopropano sintase 

Citoplasma Biossíntese 

182 C12-AHL 5,15 ± 0,07 40,25 ± 0,52 hsdS SEN4285/ 
YP_002246302 

Subunidade M específica do 
sistema de restrição-modificação 
(R-M) tipo I 

Citoplasma Metabolismo 
do DNA 

172 C12-AHL 5,59 ± 0,06 62,20 ± 0,62 parE SEN3024/ 
YP_002245091 

Subunidade B da topoisomerase 
IV 

Cromossomo Metabolismo 
do DNA 

170 C12-AHL 6,02 ± 0,06 40,38 ± 0,40 rhaA SEN3837/ 
YP_002245888 

L-ramnose isomerase Citoplasma Metabolismo 
energetic 

174 C12-AHL 5,86 ± 0,07 62,20 ± 0,75 sdhA SEN0684/ 
YP_002242829 

Succinato desidrogenase, 
subunidade flavoproteína 

Citoplasma Metabolismo 
energetic 

177 C12-AHL 4,00 ± 0,20 34,33 ± 1,72 usg SEN2351/ 
YP_002244438 

Proteína hipotética semialdeído 
desidrogenase 

Citoplasma Metabolismo 
energetic 

171 C12-AHL 5,97 ± 0,05 62,59 ± 0,50 SEN2965 SEN2965/ 
YP_002245032 

Arilsulfatase Desconhecida Metabolismo 
energetic 



 

 

39 

Tabela 1. Continuação. 

VR = Variação de até 5,0 %. 
(ambas) = Proteínas expressas no tratamento controle e no tratamento com C12-AHL, porém mais expresso na amostra referida acima (p < 0,05). 
NPP = Não houve proteína predita com variação do pI e MM de até 5,0 %. 
 

N.º do 

spot 
Amostra 

pI ± VR 

(unidades de pH) 

MM ± VR 

(kDa) 
Gene 

Locus 

(UniProt/NCBI) 

Proteínas preditas 

Nome Localização Função 

180 C12-AHL 5,83 ± 0,05 35,44 ± 0,28 spaS SEN2728/ 
YP_002244800 

Proteína secretora associada com 
virulência 

Membrana Patogenicidade 

178 C12-AHL 4,31 ± 0,04 35,10 ± 0,35 SEN2624 SEN2624/ 
YP_002244699 

Proteína exportada Desconhecida Patogenicidade 

181 C12-AHL 5,97 ± 0,06 35,55 ± 0,38 fliM SEN1033/ 
YP_002243162 

Proteína FliM do interruptor na 
base do motor flagelar 

Flagelo Quimiotaxia e 
motilidade 

173 C12-AHL 5,72 ± 0,06 62,20 ± 0,62 mtlA SEN3507/ 
YP_002245573 

Enzima II específica para manitol 
do sistema PTS (fosfotransferase) 

Membrana Transporte 

175 C12-AHL 5,49 ± 0,13 62,59 ± 1,44 nagE SEN0649/ 
YP_002242794 

Sistema PTS, subunidade II do 
transportador ABC específico de 
N-acetilglicosamina 

Membrana Transporte 

176 C12-AHL 3,99 ± 0,20 43,79 ± 2,19 ompS SEN1015/ 
YP_002243144 

Proteína S1 da membrana externa 
S1 

Membrana Transporte 

169 C12-AHL 4,99 ± 0,03 37,05 ± 0,26 livK SEN3387/ 
YP_002245453 

Proteína de ligação específica à 
leucina 

Periplasma Transporte 

179 C12-AHL 3,79 ± 0,19 35,44 ± 1,77 NPP NPP NPP Desconhecida Desconhecida 
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Os dados fornecidos na Tabela 1 foram agrupados quanto à amostra e à função 

na célula (Tabela 2). Pode-se notar que no tratamento controle, ou seja, na ausência de 

C12-AHL, as funções das proteínas preditas foram de biossíntese, de metabolismo 

energético, de transporte e de função desconhecida, totalizando 10 proteínas. Porém, 

somente na presença de C12-AHL foram preditas 30 proteínas, divididas entres as 

funções de metabolismo do DNA, metabolismo energético, patogenicidade, 

quimiotaxia, motilidade e sinalização (Tabela 2). Campos-Galvão (2012) constatou 

aumento da expressão de genes de virulência hilA, invA e invF, pertencentes à PAI-1, de 

Salmonella Enteritidis PT4 578 cultivada por 7 h em TSB acrescido de C12-AHL em 

condição de anaerobiose. Estes dados corroboram os encontrados no presente estudo, 

uma vez que se observa maior expressão de proteínas de patogenicidade em relação ao 

tratamento controle. Em Pantoea stewartii, também da família Enterobacteriaceae, o 

sistema QS por AHLs regula a expressão de proteínas de quimiotaxia e motilidade 

(RAMACHANDRAN e STEVENS, 2013). 

 
Tabela 2. Função das proteínas diferencialmente expressas por Salmonella enterica 
sorovar Enteritidis PT4 no tratamento controle (sem C12-AHL) e no tratamento com 
C12-AHL. 

Função das proteínas preditas 
Amostras 

Controle 
(ambas) 

Controle C12-AHL 
(ambas) 

C12-AHL 

Biossíntese 1 1 0 1 
Metabolismo do DNA 0 0 1 2 
Metabolismo energetic 1 0 6 4 

Patogenicidade 0 0 1 2 
Quimiotaxia e motilidade 0 0 1 1 

Sinalização 0 0 1 0 
Transporte 4 0 3 4 

Desconhecida 2 1 2 1 
TOTAL 8 2 15 15 

(ambas) = Proteínas expressas no tratamento controle e no tratamento com C12-AHL, 
porém mais expresso na amostra referida acima (p < 0,05). 

 

A presença de 50 nM de C12-AHL no meio em anaerobiose parece induzir a 

maior expressão de proteínas de metabolismo energético, de quimiotaxia e de 

transporte, o que pode estar relacionado com a formação de biofilme. Segundo Watnick 

e Kolter (2000), durante e após a formação do biofilme há um aumento do metabolismo 

energético para a produção de exopolissacarídeos e da motilidade para encontrar o local 

favorável à adesão. Campos-Galvão (2012) observou aumento da expressão de genes 

relacionados à formação de biofilme, como genes de adesão (lpfA e fimF), de motilidade 
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(fliF) e de metabolismo energético (glgC), em Salmonella Enteritidis na presença de 

C12-AHL. Além disso, Lee et al. (2009) destacaram que em E. coli, as AHLs levam a 

uma regulação global de genes, principalmente genes de fase estacionária, que resulta 

em maior formação de biofilme. 

A partir das proteínas preditas e dos seus respectivos genes, foi realizada uma 

pesquisa na literatura relacionando os genes com o sistema QS e com o processo de 

formação de biofilme (Tabela 3). Os 26 genes que não tiveram relação com o 

mecanismo de QS e com a formação de biofilme não foram apresentados na Tabela 3. 

Pode-se observar que nas células do tratamento controle nenhum gene precursor 

das proteínas preditas apresentou relação com o QS e os genes yfiN (46) e ompN (52) 

estavam relacionados com a formação de biofilme. A deleção de yfiN em Salmonella 

Typhimurium mostrou que este gene tem efeito negativo sobre a formação de biofilme, 

uma vez que a presença deste gene reduziu a formação de biofilme. No tratamento com 

C12-AHL a síntese da proteína YfiN foi menor, sugerindo que a presença deste 

autoindutor diminui a expressão deste gene, favorecendo a formação do biofilme 

(GARCIA et al., 2004). Já a deleção de ompN em E. coli mostrou que este gene não 

influencia à formação de biofilme (TENORIO et al., 2003). 

Nas células do tratamento com C12-AHL, dos 30 genes pesquisados, seis já 

foram relacionados ao QS, e estes estão relacionados ao metabolismo energético, 

transporte, quimiotaxia e motilidade (DeLISA et al., 2001; DAVEY et al., 2003; REN 

et al., 2004; WANG et al., 2006; JANSSENS et al., 2008; RADER et al., 2011). As 

proteínas de quimiotaxia e motilidade, FliM (181) e CheA (84), diferencialmente 

expressas tiveram os respectivos genes relacionados com QS, o gene fliM em 

Salmonella Typhimurium (JANSSENS et al., 2008), e o gene cheA em Helicobacter 

pylori (RADER et al., 2011). Além disso, nas células cultivadas na presença de C12-

AHL foram identificados 10 genes anteriormente discutidos como envolvidos com a 

formação de biofilme, tendo todos os genes efeito positivo sobre este processo 

(MACNAB, 1996; TAKEDA et al., 2001; PRAKASH e KRISHNAPPA, 2002; 

TENORIO et al., 2003; BOLES et al., 2005; BARNHART et al., 2006; KALMOKOFF 

et al., 2006; RIVAS et al., 2008; FISCHER et al., 2011; YMELE-LEKI et al., 2013).  

Estes dados confirmam os obtidos anteriormente em técnicas de cultivo e de 

microscopia de que há um efeito da C12-AHL sobre a formação de biofilme por S. 

enterica sorovar Enteritidis PT4. Além disso, nota-se que houve expressão de proteínas 

cujos genes estão relacionados com o mecanismo de QS. 
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Tabela 3. Relação entre os genes precursores das proteínas preditas em Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 no tratamento controle (sem 
C12-AHL) e no tratamento com C12-AHL com o sistema quorum sensing e o processo de formação de biofilme. 
N.º do 
spot 

Amostra Gene Função 
Quorum sensing Formação de biofilme 

Micro-organismo Referência bibliográfica Micro-organismo Referência bibliográfica 
46 Controle 

(ambas) 
yfiN Biossíntese - - Salmonella Typhimurium Garcia et al. (2004) 

52 Controle 
(ambas) 

ompN Transporte - - E. coli Tenorio et al. (2003) 

63 C12-AHL 
(ambas) 

yneI Metabolismo 
energético 

Agrobacterium tumefaciens Wang et al. (2006) - - 

84 C12-AHL 
(ambas) 

cheA Quimiotaxia 
e motilidade 

Helicobacter pylori Rader et al. (2011) Campylobacter jejuni Kalmokoff et al. (2006) 

147 C12-AHL 
(ambas) 

yojN Sinalização - - E. coli Takeda et al. (2001) 

37 C12-AHL 
(ambas) 

yhiI Transporte - - E. coli Tenorio et al. (2003) 

83 C12-AHL 
(ambas) 

btuB Transporte E. coli Ren et al. (2004) E. coli Rivas et al. (2008) 

170 C12-AHL rhaA Metabolismo 
energético 

Pseudomonas aeruginosa Davey et al. (2003) Pseudomonas aeruginosa Boles et al. (2005) 

174 C12-AHL sdhA Metabolismo 
energético 

- - Staphylococcus aureus Fischer et al. (2011) 

177 C12-AHL usg Metabolismo 
energético 

E. coli DeLisa et al. (2001) - - 

181 C12-AHL fliM Quimiotaxia 
e motilidade 

Salmonella Typhimurium Janssens et al. (2008) Salmonella Typhimurium Macnab (1996) 

173 C12-AHL mtlA Transporte - - Vibrio cholerae Ymele-Leki et al. (2013) 
175 C12-AHL nagE Transporte - - E. coli Barnhart et al. (2006) 
176 C12-AHL ompS Transporte - - Salmonella Gallinarum Prakash e Krishnappa (2002) 

(ambas) = Proteínas expressas no tratamento controle e no tratamento com C12-AHL, porém mais expresso na amostra referida acima (p < 0,05). 
- = Não descrito na literatura. 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos mostram que a presença de C12-AHL e furanonas 

exógenas não aumentaram e não diminuíram o crescimento, a motilidade em massa ou 

por espalhamento (swarming) e nem a motilidade por contração ou por espasmos 

(twitching) de Salmonella Enteritidis PT4, cultivada em condições de anaerobiose. Por 

outro lado, a presença de C12-AHL exógena aumentou a formação de biofilme em 

poliestireno e as furanonas mostraram efeito antagonista a C12-AHL. A adesão inicial 

em poliestireno de Salmonella Enteritidis PT4 não aumentou e não diminuiu na 

presença de C12-AHL exógena. A presença de C12-AHL exógenas aumentou expressão 

de proteínas em Salmonella Enteritidis PT4, cultivada em condições de anaerobiose. 

Desse modo, a identificação por espectrometria de massa das proteínas 

diferencialmente expressas na presença e na ausência de C12-AHL se faz necessária. 

Uma vez que a função de sdiA em Salmonella ainda não está estabelecida, o presente 

trabalho apresenta evidências de sua influência sobre o metabolismo deste patógeno, 

sugerindo linhas de investigação que podem contribuir para o esclarecimento dos 

mecanismos de patogenicidade de Salmonella, visando sua erradicação na indústria de 

alimentos. 
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