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RESUMO

CARMO, Camila Pinheiro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2012.
Morfologia celular, perfil de acidos graxos e ativacdo de macroéfagos por
Salmonella enterica sorovar Enteritidis no estado viavel nao cultivavel.
Orientadora: Miriam Teresinha dos Santos. Coorientadores: Denise Mara Soares
Bazzolli e Sérgio Oliveira de Paula.

O patégeno de origem alimentar, Salmonella spp. é capaz de entrar no estado vidvel
ndo cultivavel (VNC) em resposta a condicdes ambientais adversas. A presenca de
células VNC € um problema de saide publica, uma vez que as células neste estado
ndo sdo detectadas pelas metodologias tradicionais utilizadas de rotina em
laboratdrios, resultando em avaliagdo inadequada de alimentos contaminados com
patégenos. Os objetivos desse trabalho foram caracterizar o gene ssaB do isolado
Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis PT4, avaliar a ativacdo
de macrofagos e as alteracdes do envelope celular por microscopia de for¢a atdmica
e por meio do perfil de 4cidos graxos desta estirpe no estado VNC. O gene ssaB
apresentou alta identidade entre os demais sorovares avaliados e o produto do gene
apresentou similaridade com outras espécies de bactérias patogénicas. Por andlise
filogenética da sequéncia de aminodcidos, foi possivel observar que a estirpe em
estudo ficou préxima a outros sorovares de S. enterica subsp. enterica, incluindo
linhagens do sorovar Enteritidis e distante de S. enterica subsp. arizonae e de outras
espécies da familia Enterobactericeae. Os macréfagos foram ativados em contato
com células VNC de Salmonella, porém as células neste estado foram incapazes de
impedir ou diminuir a producdo de H,O, pelos macréfagos como as células em fase
logaritmica. As células de Salmonella Enteritidis no estado VNC apresentaram perfil
de 4cidos graxos diferente das células em condicdo 6tima 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 nesta condigdo.
Samonella Enteritidis no estado VNC apresentou reducdo nas dimensdes celulares
(4rea, volume, perimetro, comprimento e didmetro) e transicao da forma bacilar para
a forma cocodide. Neste trabalho conclui-se que a morfologia celular e o perfil de
acidos graxos de Salmonella Enteritidis PT4 no estado VNC sado diferentes dos de
células na fase exponencial e nossos resultados sugerem que Salmonella Enteritidis
no estado VNC apresenta uma menor viruléncia devido ao impedimento da producao

de H,O, por macréfagos.



ABSTRACT

CARMO, Camila Pinheiro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2012.
Cell morphology, fatty acid profile and macrophages activation by Salmonella
enterica serovar Enteritidis viable nonculturable state. Adviser: Miriam
Teresinha dos Santos. Co-advisers: Denise Mara Soares Bazzolli e Sérgio Oliveira de
Paula.

The foodborne pathogen Salmonella spp. is able to enter in the viable nonculturable
state (VBNC) in response to adverse environmental conditions. The presence of
VBNC cells is a public health problem, since the cells in this state are not detected by
traditional methods used in laboratories, resulting in inadequate assessment of
contaminated food with pathogens. The aims of this study were to feature the gene
ssaB of Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis PT4, to evaluate the
macrophages activation and the changes in the cell envelope by atomic force
microscopy and by the fatty acid profile of this strain in the VBNC state. The ssaB
gene showed high identity among the others evaluated serovars and the gene product
showed similarity with other species of pathogenic bacteria. By phylogenetic
analysis of amino acid sequence we could observe that the strain was similar to other
serovars of S. enterica subsp, enterica, including serovar Enteritidis strains and
distinct from S. enterica subsp. arizonae and other species of the family
Enterobactericeae. The macrophages were activated by contact with Salmonella
VBNC cells, but the cells in this state were unable to prevent or reduce the
production of H,O, by macrophages as the log cells. The Salmonella Enteritidis
VBNC cells were fatty acid profile different from the profile of the cells in optimal
condition of growth and similar to the fatty acid profile of cells subjected to cold
stress, but, the fatty acid profile of the VBNC cells not altered with the increase in
time of permanence in this state. Salmonella Enteritidis VBNC state showed
reduction in cell size (area, volume, perimeter, length and diameter) and transition
from bacillary form to coccoid form. In conclusion, cellular morphology and the
fatty acid profile of Salmonella Enteritidis PT4 VBNC cells are different from cells
in exponential phase and our results suggest that Salmonella Enteritidis in the VBNC

state is lower virulent due to prevention of H,O, production by macrophages.
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1. Introducao

Salmonella € o principal agente etioldgico causador de doengas de origem
alimentar em humanos, tais como febre entérica e salmonelose nao-tiféide. Dentre os
mais de 2500 sorovares de Salmonella, todos patogénicos, destaca-se Salmonella
enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis, devido ao aumento significativo de
surtos causados por este sorovar em varios paises, inclusive no Brasil, nos dltimos
anos.

No genoma de Salmonella encontram-se varios genes de patogenicidade, dos
quais muitos estdo localizados em ilhas genOmicas denominadas ilhas de
patogenicidade de Salmonela (SPI). A ilha de patogenicidade-II (SPI-2) contém mais
de 40 genes, que podem variar de um sorovar para outro, uma vez que na
transferéncia horizontal, genes inteiros ou parte deles podem ser perdidos. Os genes
da SPI-2 estdo relacionados a sobrevivéncia intracelular em seus hospedeiros, dentre
os quais se destacam os que codificam um sistema de secre¢do tipo III, que secreta
proteinas translocadoras e efetoras. Uma dessas proteinas é a proteina efetora SsaB
que possui grande importancia para a patogénese, visto que impede a formagdo do
fagolisossomo permitindo a sobrevivéncia no interior de macréfagos. Acredita-se
que SsaB esteja presente em todos os sorovares de Salmonella, entretanto ainda ndo
foi caracterizado na estirpe Salmonella Enteritidis PT4 963.

O patégeno Salmonella também € reconhecido por apresentar grande
resisténcia a diversas condi¢des de estresse, tais como condi¢des acidas, de baixa
atividade de dgua, estresse oxidativo e a presenga de substancias inibidoras.
Salmonella apresenta vdrias estratégias de sobrevivéncia a condi¢des adversas,
dentre delas a entrada no estado fisiolégico denominado vidvel ndo cultivavel
(VNC). Nessa condicdo, as células encontram-se vidveis, metabolicamente ativas,
porém nao conseguem multiplicar em meios de cultura utilizados rotineiramente em
laboratério. Visto que, células no estado VNC ndo sdo detectadas nas andlises
microbiolégicas convencionais, os patdgenos neste estado podem estar presentes em
alimentos e ao entrarem em contato com fatores presentes no hospedeiro, podem
ressuscitar, ou seja, reverter sua condicdo tornando-se cultivdveis e manter

viruléncia, consistindo um problema de satide publica importante.



Células no estado VNC apresentam alteragdes fisiolégicas e morfoldgicas
significativas. Dentre estas alteragcdes, destacam-se as mudancas do envelope celular
que resultam na reducdo do tamanho celular e na transi¢cdo da forma bacilar para a
forma cocéide. As observagdes das mudancas morfologicas vém sendo realizadas
comumente por microscopia eletrnica de varredura (SEM), todavia, o uso da
microscopia de forca atdomica (AFM), mais recentemente tem se mostrado uma
excelente ferramenta, uma vez que, permite maior resolu¢do da superficie celular
gerando imagens tridimensionais com riqueza de detalhes e envolve um
procedimento de preparo de amostra mais simples semelhante aquele utilizado em
microscopia optica. J4 as modificacdes fisiolégicas como alteragdo da composicao de
acidos graxos de células VNC sdo pouco estudadas, mas acredita-se que tais
alteracdes sejam importantes para a manutengdo da viabilidade das células nao
cultivaveis. Alteracdes no perfil de dcidos graxos de Salmonella em condi¢des de
estresse dcido, térmico e relacionadas a resposta cruzada ji foram investigadas,
porém nao ha relatos na literatura sobre o perfil de 4cidos graxos de membrana em
Salmonella durante a indug@o ao estado VNC e em rela¢do ao tempo de permanéncia
nesta condicao e sua possivel correlagdo com as alteracdes do envelope celular neste
estado.

A caracterizagdo de genes de viruléncia do isolado Salmonella enterica
subespécie enterica sorovar Enteritidis PT4 963 ¢ importante, visto que a
transferéncia de genes de viruléncia em ilhas de patogenicidade é dinamica, podendo
estar ausentes em alguns sorovares, assim como avaliar a capacidade de células VNC
de Salmonella de manter a viruléncia por meio da ativacdo macréfagos. Além disso,
¢ de grande relevancia investigar as alteragdes fenotipicas, morfologicas e
fisiolégicas, de Salmonella no estado VNC, para o melhor entendimento dessa
estratégia de sobrevivéncia. Dessa forma, os objetivos desse trabalho foram
caracterizar o gene ssaB do isolado Salmonella Enteritidis PT4 963, avaliar a
ativacdo de macréfagos e as alteragdes do envelope celular por microscopia de forca

atomica e por meio do perfil de dcidos graxos desta estirpe no estado VNC.



2. Revisao de literatura

O género Salmonella ¢ um membro tipico da familia Enterobacteriaceae
constituido por bacilos Gram negativos pequenos, mesofilos e anaerdbios
facultativos, ndo formadores de esporos. A maioria das salmonelas é movel, por meio
de flagelos peritriquios. Salmonella spp. sio amplamente distribuidas na natureza,
tendo humanos e animais como seu reservatério principal (MASTROENI e
MASKELL, 2006). O seu habitat mais frequente € o trato intestinal de animais como
aves, suinos, humanos, répteis e, ocasionalmente, insetos. Embora seu habitat seja o
trato intestinal, pode ser encontrado em outros sitios. Quando presente no intestino,
Salmonella é excretada nas fezes e pode ser transportada por insetos € outros seres
vivos para varios locais (JAY et al., 2005).

Este género consiste de duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori (REEVES et al., 1989). A espécie Salmonella enterica € dividida em seis
subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae € S.
enterica subsp. indica. Atualmente, o género abriga mais de 2500 sorovares, todos
patogénicos, sendo mais da metade destes pertencentes a S. enterica subsp. enterica,
que representa pelo menos 99,5 % das estirpes de Salmonella isoladas (WHO, 2007).

Salmonella ¢ o mais importante agente etiolégico de doencas de origem
alimentar dentre as bactérias Gram negativas (JAY et al., 2005). As doencgas
causadas por Salmonella spp. separam-se em dois grupos, segundo a divisao proposta
pela Organizagcdo Mundial de Saide (OMS). O primeiro composto pela febre
entérica, causada pelos sorovares Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi (A, B e
C), ambos exclusivamente encontrados em humanos; enquanto o segundo grupo de
doencas € composto pelas gastroenterites ou salmoneloses nao-tiféides, causadas
pelos demais sorovares, alguns restritos a animais e outros causadores de doengas
tanto em humanos quanto em animais, sendo os agentes mais frequentemente
veiculados por alimentos (ICMSF, 2000). A febre entérica € uma doenca sist€émica
grave, especialmente quando causada por Salmonella Typhi com taxa de mortalidade
elevada caracterizada por diarreia prolongada acompanhada de febre alta, dores
abdominais, dores de cabeca e prostragdo que se manifestam de 7 a 28 dias apds a
ingestdo de alimentos contaminados. As salmoneloses ndo-tiféides apresentam

gravidade varidvel podendo ser caracterizadas por diarreia branda acompanhada de



dores abdominais que podem evoluir até quadros severos e resultar em 6bito. Estes
sintomas aparecem de 8 a 72 horas apds o contato com o patégeno (MASTROENI e
MASKELL, 2006).

Dentre os diversos sorovares existentes de S. enterica subsp. enterica, o
sorovar Salmonella Typhimurium € o mais frequentemente implicado em surtos de
gastroenterites em humanos em paises desenvolvidos (SCHLOSSER et al., 2000).
Todavia, nos ultimos anos, tem sido observado aumento expressivo da prevaléncia
nas infeccdes humanas causadas pelo sorovar Salmonella Enteritidis. Dados
levantados pela Organizacdo Mundial de Sadde indicam que, no periodo de 2000-
2002, Salmonella enterica sorovar Enteritidis foi o sorovar mais comumente relatado
em todo o mundo, respondendo por 65 % dos isolados (HERIKSTAD et al., 2002;
VELGE et al., 2005; GALANIS et al., 2006). No Brasil, um impressionante
aumento na incidéncia desse sorovar também tem sido relatado (FUZIHARA et al.,
2000; SANTOS et al., 2000; CASTRO et al., 2002).

Salmonella enterica sorovar Enteritidis € de origem avidria sendo encontrada
principalmente em ovos, em carne de frango e de outras aves. Surtos com Salmonella
Enteritidis geralmente estdo associados a ovos ou alimentos contendo ovos (ST.
LOUIS et al., 1988) e carnes de aves, porém podem também ser encontrados em
carne suina (PATRICK er al., 2004). Até o inicio dos anos de 1970, os sorovares
Gallinarum e Pullorum adaptados a aves raramente, causavam doengas em humanos
(BULLIS, 1997). Todavia, em virtude desses sorovares causarem febre entérica em
aves provocavam grandes prejuizos para a producdo avidria. Por isso, foi realizado
um intenso programa de erradicacdo destes sorovares incluindo o abate de frangos
soropositivos e a vacinagdo. A eliminagdo de Salmonella Gallinarum e Salmonella
Pullorum permitiu o aumento da prevaléncia de um sorovar nao adaptado
antigenicamente similar, Salmonella Enteritidis. Estudos epidemioldgicos mostram
que o nimero de casos de salmonelose causada pela sorovariedade Enteritidis em
humanos ¢é inversamente proporcional a prevaléncia de Salmonella Gallinarum e
Salmonella Pullorum em aves. Acredita-se que esse sorovar pode ter sido transmitido
para as aves através de ratos que visitavam os galinheiros (BAUMLER et al., 2000;
COGAN e HUMPHREY, 2003). Nos udltimos 20 anos, tem sido apontado como o
sorovar relacionado a infecgdes em humanos mais prevalente, especialmente, o
fagotipo 4 (PT4) superando Salmonella Typhimurium (COGAN e HUMPHREY,
2003).



A taxa de mortalidade média por salmoneloses nao-tiféides é de 4,1 %,
variando de 5,8 % durante o primeiro ano de vida, para 2 % entre um e 50 anos e de
15 % para pessoas com mais de 50 anos (JAY et al., 2005). Considera-se que a dose
infecciosa para que ocorra salmonelose seja de 107 a 10° células por grama de
alimento, no entanto esta pode ser bastante varidvel dependendo da viruléncia do
sorovar responsavel pelo surto e da susceptilidade do hospedeiro. Devido a
importancia de Salmonella como patdgeno, a legislagdo brasileira estabelece como
padrao a auséncia deste patdgeno em 25 gramas de produto, ou seja, a contaminagao
de alimentos com este patdgeno, independentemente da carga microbiana presente,
os torna impréprios para consumo (BRASIL, 2001).

Salmonella apresenta véarios fatores de viruléncia relacionados a resisténcia a
condic¢des estressantes, a invasdo da célula hospedeira e a patogénese intracelular,
(SHEA et al., 1996; HENSEL, 2004; CHIU et al., 2005; VERNIKOS ¢ PARKHILL,
20065 SAROJ et al., 2008). O sequenciamento do genoma de Salmonella
(THOMSON et al., 2008) permitiu a caracterizacdo e identificacdo de genes
envolvidos na patogenicidade, revelando a presenca de ilhas de patogenicidade (SPI),
certamente adquiridas por transferéncia horizontal génica. As ilhas de patogenicidade
sao definidas como cassetes de genes no cromossomo que codificam uma
patogenicidade em particular estabelecendo uma interacdo com o hospedeiro, com
conteido CG menor que o restante do cromossomo e sdo inseridos dentro de genes
que codificam para tRNA (MARCUS et al., 2000). Atualmente, ha 12 ilhas de
patogenicidade identificadas em Salmonella (LAHIRI et al., 2010), as SPI-1 e SPI-2
sdo as mais estudadas e codificam sistemas de secrecdo tipo III (TTSS) que sdo
requeridos, respectivamente, para a invasdo e para a sobrevivéncia dentro de
hospedeiros (MARCUS et al., 2000). A expressdo dos fatores de viruléncia presentes
nas SPIs € altamente coordenada de forma espacial e temporal (HANSEN-WESTER
e HENSEL, 2001).

A SPI-2 possui 25 kb e contém aproximadamente 40 genes que garantem
sobrevivéncia intracelular em seus hospedeiros. Além do sistema de secrecdo tipo III,
responsavel pela secrecdo de proteinas translocadoras e efetoras, a SPI-2 apresenta
genes que codificam um sistema de dois componentes que controla sua prépria
expressdo e a expressao dessas moléculas efetoras (OCHMAN et al., 1996; FASS e
GROISMAN, 2009). Estudos com mutantes nos genes da SPI-2 mostram a atenuacdo

da viruléncia, em modelos murinos de infec¢do sist€émica (SHEA et al., 1996) e em

5



estudos in vitro a ndo sobrevivéncia no interior de células fagociticas como
macréfagos (HENSEL et al., 1998). Os genes presentes na SP12, tais como ssa, ssr,
ssc, sdo expressos dentro de hospedeiros (FOLEY e LYNNE, 2007), garantindo
resisténcia ao estresse oxidativo, a condi¢des dcidas, a alta osmolaridade, aos baixos
niveis de oxigénio e a limitacdo de nutrientes no ambiente intracelular.

O gene ssaB € o primeiro transcrito do operon ssaBCDE de grande
importancia para a sobrevivéncia intracelular, uma vez que codifica uma proteina
efetora que inibe o trafego intracelular impedindo a fusdao do lisossomo e
endossomos ao vacuolo contendo Salmonella (SCV) (COLLAZO et al., 1997,
UCHIYA et al., 1999). Além disso, a proteina efetora SsaB, com o auxilio de outras
proteinas, esta envolvida na capacidade de sentir o pH do meio citoplasmatico da
célula hospedeira e no processo de sinalizagdo da proteina Kinase (PKA), atuando na
inducdo da expressdo de interleucina 10 (IL-10), um inibidor de macréfagos ativados
(UCHIYA et al., 2004). Dessa forma SsaB possui um importante papel na
sobrevivéncia e multiplicacdo intracelular de Salmonella.

Além das diversas caracteristicas diretamente relacionadas a viruléncia, o
género Salmonella é bastante conhecido por apresentar capacidade de resistir ou de
se adaptar a vdrias condi¢des ambientais adversas. Os micro-organismos sao
submetidos a diferentes intensidades de estresse, desde um estresse leve, onde a
velocidade de crescimento € reduzida, e as células se adaptam completamente a nova
condi¢do, até o estresse letal em que as respostas podem levar a morte celular,
passando pelo estresse extremo, onde o crescimento para e as células sacrificam suas
fontes de reservas para sobreviver (YOUSEF e COURTNEY, 2003). Um estresse
muito intenso pode levar a injuria que se caracteriza pelo decréscimo na resisténcia a
agentes seletivos e pelo aumento no requerimento nutricional. Células injuriadas
podem ser recuperadas facilmente utilizando-se meios de enriquecimento ndo
seletivos como os empregados em andlises microbiolégicas para a deteccdo de
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes (MONTVILLE, 1997). As células
submetidas a um estresse nutricional passam ao estado de inanicdo (starvation), o
qual pode ser definido como o estado de resposta fisiolégica diante da falta de
nutriente. Neste estado, as células também apresentam um decréscimo drastico no
seu metabolismo, mas conseguem ser cultivadas em meio de cultura com
suprimentos nutricionais adequados, mesmo que em um periodo maior de tempo, isto

€, apresentam aumento significativo da fase lag (OLIVER et al., 1991). Dentre as
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vdarias respostas a condi¢des de estresse, tais como condi¢des 4cidas, de baixa
atividade de &4gua, estresse frio, estresse oxidativo e a presenca de substincias
inibidoras, Salmonella pode entrar no estado fisiolégico denominado vidvel nao
cultivavel (VNC).

Bactérias nao formadoras de esporos, como Salmonella podem adotar como
estratégia de sobrevivéncia, quando expostas a condi¢cdes ambientais adversas, o
estado vidvel ndo cultiviavel ou VNC (OLIVER, 2005). A primeira evidéncia da
existéncia do estado VNC em bactérias patogénicas foi indicada por Xu e
colaboradores (1982), que mostraram que células de Escherichia coli
enterotoxigénica e Vibrio cholerae mantidas em 4dgua do mar artificial perdiam sua
capacidade de formar coldnia em meio de cultura, porém, permaneciam vidveis. Ou
seja, as células microbianas estavam metabolicamente ativas, porém eram incapazes
de crescer em meios de cultura rotineiramente utilizados em andlises
microbioldgicas.

Na literatura sdo descritas mais de 60 espécies bacterianas patogénicas ou nao
que entram no estado VNC (OLIVER, 2010), dentre elas, bactérias gram-negativas
como Salmonella (ROSZAK et al., 1984; CARO et al., 1999; ASAKURA et al.,
2002; REISSBRODT et al., 2002; GUPTE et al., 2003; OLIVER, 2005), V. cholerae
(COLWELL et al., 1985; SEELIGMANN et al., 2008), Vibrio vulnificus (OLIVER
et al., 1991; SMITH e OLIVER, 2006), Campylobacter (ROLLINS e COLWELL,
1986) e Escherichia coli O157:H7 (MAKINO et al., 2000; ASAKURA et al., 2008;
LIU et al., 2008) e em bactérias Gram positivas ndo formadoras de esporos como
Enterococcus faecalis (LLE() et al., 1998), L. monocytogenes (BESNARD et al.,
2000; DREUX et al., 2007) e Lactococcus lactis (BALASUBRAMANIAN et al.,
2007).

A entrada no estado VNC pode ocorrer devido a diversos estresses
ambientais. Dentre estes fatores de inducdo do estado VNC pode-se citar o aumento
de temperatura para a bactéria psicrotréfica Pseudomonas fluorescens (OLIVER,
2000); a exposi¢ao a diferentes concentracdes de sulfato de cobre para Erwinia
amylovora (ORDAX et al., 2006); E. coli linhagem ED8739 (GREY e STECK,
2001), Agrobacterium tumefaciens € Rhizobium leguminosarum (ALEXANDER et
al., 1999), R. melioti (MANAHAN et al., 1997) e Xanthomonas campestris
(GHEZZI e STECK, 1999) e a exposi¢do a condi¢des dcidas (dcido peracético) para



Salmonella Typhimurium (JOLIVET-GOUGEON et al., 2006), Campylobacter
Jjejuni e Campylobacter coli (CHAVEERACH et al., 2003).

Entretanto, a escassez de nutrientes, temperaturas baixas, estresse
hiperosmético e oxidativo tém sido indicados como os principais fatores de indugao
do estado VNC inclusive para Salmonella (MCDOUGALD et al., 1998; Oliver,
2000; ASAKURA et al., 2007). Em diferentes estudos, verifica-se que o tempo
requerido para a transi¢do para o estado VNC depende das condicdes de indugao
empregadas bem como da estirpe bacteriana. Por exemplo, a linhagem S. enterica
Typhimurium DT 104 entra no estado VNC apés 273 dias em solucao tampao fosfato
a 0,0735 mM mantida a 5°C (GUPTE et al., 2003) enquanto, a entrada de estirpes de
S. enterica Oraniemburg no estado VNC ocorreu apds a incubagdo por apenas 24
horas em uma solugdo contendo 7 % de cloreto de sédio a 4°C (ASAKURA et al.,
2002). Foi detectada a presenca de S. enterica Enteritidis no estado VNC em
microcosmo de &dgua de rio mantido por 48 horas em temperatura ambiente
(ROSZAK et al., 1984). Parte da populagdo de S. enterica Enteritidis CCS3, isolada
de suinos, entrou no estado VNC apds 10 dias de inoculagdo em solu¢do de KH,PO,4
adicionada de cloreto de sédio 1,02 mol.L"! e mantida a 5°C (FLORESTA, 2006).
Mendes (2009) verificou que o tempo de entrada de 100% da populagdo no estado
VNC incubada em tampao BPS adicionado de cloreto de sédio 1,2 mol.L! e mantida
a 4 °C variou de acordo com a estirpe, para S. enterica Enteritidis PT4 963 foi de 67
dias, para S. enterica Typhimurium ATCC 14028 foi de 40 dias e para S. enterica
Enteritidis CCS3 foi de 120 dias.

Quanto a manutencdo da viruléncia de células VNC, ha controvérsia na
literatura. Estudos mostram que patégenos no estado VNC mantém viruléncia, como
por exemplo, a presenca de transcritos de genes de patogenicidade em V. vulnificus
(SAUX et al., 2002) em Mycobacterium tuberculosis (PAl, et al., 2000) e em E. coli
(GUNASEKERA et al., 2002; YARON e MATTHEWS, 2002; LIU et al., 2010a;
LIU et al., 2010b). Entretanto, em outros estudos, a reten¢do da viruléncia ndo foi
mantida no estado VNC como em Salmonella Typhimurium (BALEUX et al., 1998;
SMITH et al., 2002), L. monocytogenes (CAPPELIER et al., 2005), Vibrio
parahaemolyticus (COUTARD et al., 2005) e Vibrio harveyi (SUN et al., 2008). Em
alguns estudos, a viruléncia somente foi observada em ensaios in vivo como em
Salmonella Typhimurium (JOLIVERT-GOUGEON et al., 2006), E. coli
(POMMEPUY et al., 1996), Shigella dysenteriae (RAHMAN et al., 1996) e Vibrio
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spp. (BAFFONE et al., 2003), mostrando que em alguns casos a viruléncia é
retomada apds a passagem do patégeno em modelos animais. Por meio das técnicas
de RT-PCR e gRT-PCR virios trabalhos demonstram a expressdao génica de
diferentes fatores de viruléncia continuada em células no estado VNC. Por exemplo,
maior expressao dos genes stx/ e stx2, que codificam a proteina Shiga-like em E. coli
O157:H7 no estado VNC em relagdo as células cultivaveis (LIU er al., 2010b). Além
disso, a presenca de outros transcritos como dos genes mobA, rfbE, stil, 16S rRNA
(YARON e MATTHEWS, 2002) e rpoS (LIU et al., 2010a) foi observada em E. coli
O157:H7 no estado VNC. Em V. vulnificus no estado VNC, ocorre a expressao do
gene vwhA que codifica uma hemolisina, considerada um fator de viruléncia
importante (SMITH e OLIVER, 2006). Entretanto, o transcrito do gene invA,
relacionado a invasdo das células epiteliais ndao foi detectado em Salmonella
Enteritidis no estado VNC por RT-PCR (MENDES, 2009). Deve-se, no entanto
considerar que embora ndo tenha sido detectada a presenca de um transcrito
especifico, a viruléncia pode ser mantida, pois tal capacidade € resultado de uma
acdo conjunta de varios genes.

Células no estado VNC apresentam alteracdes no seu metabolismo, como
reducdo no transporte de nutrientes, na taxa de respiracdo e na sintese de
macromoléculas (OLIVER, 2005). Entretanto, durante esse estado fisiol6gico, novas
proteinas sdo sintetizadas (HEIM et al., 2002), entre elas as proteinas do choque frio
e as do estado de inanicdo (MORTON e OLIVER, 1994). A concentracdo de ATP
intracelular permanece alto nesse estado, o que ndo ocorre em células mortas ou
moribundas (FEDERIGHI ef al., 1998). Constatou-se que a expressdo gé€nica nas
células VNC de E. faecalis nio cessa (LLEO et al., 2000), podendo expressar um
fenétipo diferente das células em fase log ou em estaciondria de crescimento.

Além disso, células VNC apresentam mudancas morfoldgicas significativas
como reducdo de tamanho (OLIVER, 2000; OLIVER, 2005), transi¢do para forma
cocoide (GUPTE et al., 2003; ALBERTINI et al., 2006) e alteragdes bioquimicas do
envelope celular como modifica¢do do peptideoglicano (SIGNORETTO et al., 2000;
SIGNORETTO et al., 2002). Reducdo de tamanho e mudanga para a forma cocdide
das células de Edwardsiella tarda foram observadas (DU et al., 2007). A mesma
mudanca foi observada na morfologia de V. cholerae (CHAIYANAN et al., 2001;
CHAIYANAN et al., 2007), de Vibrio alginolyticus (ALBERTINI et al., 2006) e de

S. enterica Typhimurium (GUPTE et al., 2003). Essas mudancas morfoldgicas fazem
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parte da estratégia de sobrevivéncia e sdo resultados da contragdo citoplasmatica e da
reducdo do volume periplasmatico, pois visam minimizar as necessidades da célula
por nutrientes neste estado (ABDALLAH et al., 2007).

As alteragdes do envelope celular de bactérias no estado VNC vém sendo
avaliadas com o uso da microscopia eletronica de varredura (SEM) (GUPTE et al.,
2003; FLORESTA, 2006; CHAIYANAN et al., 2007; DU et al., 2007), porém a
técnica de SEM apresenta algumas limitacdes se comparada a microscopia de forca
atobmica (AFM). A microscopia de for¢a atomica é uma digitalizacdo de campo
inventada em 1986, para investigar a nanoscopia (BINNIG et al., 1986) apresentando
vdrias vantagens em relacdo as outras microscopias. As imagens sdo obtidas de
diferentes angulos a partir de amostras em meio liquido com alta resolucio e alta
magnificacdo, o que tornam essa metodologia mais vantajosa que a microscopia
eletronica de varredura (GOLDSTEIN et al., 1992). Além disso, a AFM nio
somente promove uma imagem tridimensional (3D) verdadeira da superficie de
amostras de bactérias em uma escala abaixo do micrometro, mas também dispensa
condi¢cdes de preparo a viacuo, coloracdo, ou camada de metal na superficie das
amostras, tornando o preparo mais simples e rdpido, além de manter a forma original
da amostra que os preparos complexos das outras microscopias distorcem (LIU e
WANG, 2010). Dessa forma, a utilizagdo da microscopia de forca atdmica para a
andlise de superficies de espécimes biologicos vem se destacando (AMRO et al.,
2000; BRAGA E RICCI, 2004; LIU e WANG, 2010).

A AFM foi empregada para avaliar a alteragdo morfolégica de micro-
organismos como E. coli apds a exposi¢do ao antimicrobiano cefodizima (BRAGA e
RICCI, 1998) e em outros estudos relacionados a infec¢do de bacteriéfagos em
células microbianas (DUDROVIN et al., 2008), além da observacdo do
comportamento de micro-organismos como na dindmica de formacdo de biofilmes
(YUAN e PEHKONEM, 2009). Para estudo do estado VNC, Abdallah e
colaboradores (2007) observaram as mudangas da morfologia celular por AFM de
Salmonella bovismorficans presente no solo por 13 anos e apds a recuperagao de sua
culturabilidade.

Além de alteracoes na morfologia das células no estado VNC, vdrios
trabalhos tém sido conduzidos para o estudo de alteracdes na composi¢do quimica
dos constituintes do envelope de células no estado VNC (SIGNORETTO et al.,
2000; SIGNORETTO et al., 2002; ASAKURA et al., 2007). Modificagdes na
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composi¢do dos acidos graxos da membrana citoplasmdtica também t€m sido
constatadas em células de V. vulnificus no estado VNC e parecem ser essenciais para
garantir a manutencdo da viabilidade neste estado (OLIVER, 2000; DAY e OLIVER,
2004). Mudancas no peptideoglicano, tais como o aumento das ligacdes cruzadas,
diminuicdo da cadeia de agucares, aumento de muropeptideos ligados a
lipoproteinas, diminuicdo de tetrapeptideos, aumento de tripeptideos e presenca de
muropeptideos anidros também foram observadas em Enterococcus faecalis
(SIGNORETTO et al., 2000) e em E. coli KN126 (SIGNORETTO et al., 2002). Em
E. coli O157:H7 no estado VNC foi constatada a reducio significativa da quantidade
de proteinas hidrofébicas na membrana externa (ASAKURA et al., 2007).

Patégenos no estado vidvel ndo cultivavel podem ser responsaveis por surtos
de infec¢des alimentares. No Japao, sugere-se que um surto causado por E. coli
enterohemorrdgica O157:H7 no estado VNC tenha ocorrido envolvendo em um
alimento tradicional a base de salmio preparado com elevada concentracdo de sal
(MAKINO et al., 2000). A inducdo do estado VNC em patdégenos como Salmonella
expostos a condi¢cdes de estresse durante o processamento tem causado grande
preocupacdo aos orgdos de sadde publica (ROWAN, 2004). Esses patégenos no
estado VNC, por serem capazes de se manter vidveis, mas ndo cultivdveis por um
periodo longo de tempo, ndo serem detectados pelos métodos convencionais de
andlise de alimentos, poderem ressuscitar (retomar a culturabilidade, especialmente
in vivo) e manterem viruléncia, aumentam o risco potencial de infeccdes causadas

por alimentos tidos como adequados para o consumo (OLIVER, 2010).
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3. Material e Métodos

O trabalho foi realizado nos laboratérios de Patégenos Alimentares e
Genética Molecular de Micro-organismos do Departamento de Microbiologia e no
laboratério de Imunovirologia Molecular e Glicobiologia do Departamento de
Biologia Geral e as anédlises de microscopia de for¢a atdmica foram realizadas no
laboratério de Nanoscopia do Departamento de Fisica da Universidade Federal de

Vicosa, Vicosa - MG.

3.1. Micro-organismo, condicio de cultivo e manutenc¢iao

A estirpe Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis PT4
963 utilizada neste trabalho pertence ao acervo do Laboratério de Patégenos
Alimentares e foi gentilmente cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
tendo sido isolada de amostras de peito de frango envolvidas em um surto alimentar.
A estirpe foi mantida estocada em caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (Brain Heart
Infusion — BHI) acrescido de 20 % de glicerol a -80 °C. Anteriormente a realizacdo
de cada experimento, a cultura estoque foi ativada por duas vezes em 10 mL de caldo
BHI a 37 °C por 12 horas. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 2723 g por 20
minutos e ressuspendida em 10 mL de solucdo salina 0,85 %. Dessa suspensdo
bacteriana, foi retirada aliquota de 100 uL e transferida para 10 mL de caldo BHI. A
cultura foi mantida a 37 °C por aproximadamente 2,5 horas, até apresentar uma
densidade 6ptica (D.O.¢00nm) de 0,3, referente a fase exponencial de crescimento, que
corresponde a uma populacdo de aproximadamente 10°® unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC.mL™). Suspensdo de células na fase logaritmica foi
utilizada como controle em todos os experimentos e a partir desta foram realizados
os tratamentos para a obtengdo das células submetidas as diferentes condi¢des de

estresse e para a inducdo do estado VNC.

3.2. Isolamento do gene ssaB, caracterizacao e analise filogenética

Para o isolamento e posterior caracterizacdo do gene ssaB o DNA gendmico

de Salmonella Enteritidis foi obtido utilizando o Kit Wizard® Genomic DNA

12



Purification, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A presenca do DNA foi
verificada em gel de agarose 0,8 % e a concentracdo foi checada em gel de agarose
0,8 % utilizando marcadores de quantidade de DNA de fago A na concentracdo de 25
ng.uL”, 50 ng.uL”' e 100 ng.uL”'. O DNA gendmico foi usado como molde na
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) utilizando primers especificos desenhado a
partir do genoma da linhagem Salmonella Enteritidis P12 5109 (Thompson et al.,
2008) depositado no banco do National Center for Biotecnology Information (NCBI)
para o gene ssaB, Forward - FssaB (5’ - TCGCCTGTGACAAGGTATATGTAG -
3’) e Reverse — RssaB (5° — GGGTGAAGTCATTACCTTTCCA - 3’). As misturas
das reagdes de PCR foram feitas para um volume final de 25 uL e continham
aproximadamente 20 ng de DNA molde, tampao 10X (PROMEGA TM, Madison,
EUA), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada primer, 200 uM de desoxinucleotideos
(ANTP’s) € 0,02 U de Tag DNA polimerase (PROMEGA TM, Madison, EUA).

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador (Master Gradient,
Eppendorf - Germany), programado para realizar a desnaturagao inicial a 94 °C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 55 °C por 1 minuto, extensdo por 1 minuto a 72 °C e extensdo final durante 15
minutos a 72 °C. Os produtos resultantes da reacdo de PCR foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose (1,5 % m/v) e a quantificagdo foi realizada com
marcadores de quantidade de DNA fago A nas concentracdes de 25 ng.uL”, 50
ng. uL'l e 100 ng. uL'l. Apo6s a quantificacio, os produtos de PCR foram purificados
com o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) e o produto purificado foi
submetido a reagdo de sequenciamento utilizando-se o kit DYEnamic TM ET dye
terminator (MegaBACE TM, GE Healthare) juntamente com os primers FssaB e
RssaB (individualmente). Por fim, as amostras foram processadas em sequenciador
automdtico MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics), seguindo-se as recomendagdes
do fabricante. As identidades das sequéncias nucleotidicas foram comparadas
aquelas armazenadas no banco de dados do NCBI. Além disso, a sequéncia
nucleotidica do gene ssaB foi traduzida pelo programa Blastx e comparada aquelas
armazenadas no bando de dados de proteinas do NCBI.

O alinhamento manual das sequéncias de aminodcidos referentes a sequéncia
do gene ssaB traduzida, e das sequéncias referenciais dos sorovares de Salmonella e
das outras espécies retiradas do banco de dados foi realizado no programa Mega 4.0

(Tamura et al., 2007; Kumar et al., 2008). A 4rvore filogenética foi construida

13



utilizando Maxima Parcimonia (MP). A arvore filogenética foi inferida por meio do
programa Paup 4b10 (Swofford et al., 2001). A 4rvore de MP foi encontrada através
de uma busca heuristica, inicializando com a adi¢do das sequéncias pelo modo
stepwise. O algoritmo de bissecacdo e reconexdao de arvore (TBR) foi também
utilizado para aperfeicoar esta arvore. O teste ndo-paramétrico ou bootstrap
(Felsenstein, 1985; Efron et al., 1996) com 5000 replicacdes foi utilizado para
estimar a robustez de cada ramo interno da arvore, uma vez que oferece suporte

estatistico indicando a confiabilidade dos dados da andlise filogenética.

3.3. Obtencao de células de Salmonella Enteritidis PT4 963 no estado VNC

As células de Salmonella Enteritidis no estado VNC foram preparadas
conforme metodologia descrita por Mendes (2009). Para a obtencdo de células no
estado VNC, trés mL da suspensdo de células em fase logaritmica (10* UFC.mL™)
foram inoculados em frasco contendo 300 mL de solucido fosfato de Butterfield
(BPS) preparada de acordo com a AOAC (1998), contendo 7,35 mmol.L"' de
KH,PO, acrescida de 1,2 mol.L”! de cloreto de sédio. A populacdo inicial foi
padronizada em aproximadamente 10° UFC.mL" e os frascos foram colocados em

geladeira a 4 °C por aproximadamente, 70 dias.

Para verificar a perda da culturabilidade de S. Enteritidis no estado VNC apds
70 dias, foi utilizada uma aliquota de 10 mL da amostra original em 10 mL de meio
BHI com concentracdo dupla e mantida a 37 °C por 48 horas, com a finalidade de
verificar crescimento por meio da turvacdo do meio. A viabilidade celular foi
estimada por contagem de células vidveis a partir de aliquotas retiradas do meio BPS
ap6s perda de 100 % da culturabilidade utilizando o kit Live/Dead®BacLight
(Molecular Probes), segundo as instru¢des do fabricante. As laminas foram
observadas em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX 50 e para cada
amostra, quinze campos de duas laminas foram contados, conforme descrito por

Mendes (2009).
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3.4. Ativacao de macroéfagos por Salmonella Enteritidis PT4 no estado VNC

3.4.1. Andlise da ativacdo de macroéfagos por microscopia

A capacidade de reconhecimento de Salmonella Enteritidis e posterior
fagocitose por macréfagos foram avaliadas pelo uso de macréfagos extraidos de
camundongos da raca BALB/C. As células (macréfagos) extraidas foram cultivadas
em meio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10 % (v/v)
de soro fetal bovino, além de 1 % dos antibidticos fungizona, penicilina e

estreptomicina.

A metodologia utilizada para o ensaio de sobrevivéncia no interior de
macrofagos foi a descrita por Humphreys e colaboradores (1999), com modificacoes.
Os macréfagos peritoneais foram semeados em laminulas estéreis presentes dentro
de pocos de placas de culturas de tecidos de seis pocos. Foram coletados
aproximadamente 2 x 10° de macréfagos peritoneais em 300 uL de aliquota, apés
isso, as placas foram incubadas por aproximadamente 1 hora a 37 °C com 5 % de
CO,. Antes da infec¢do, as monocamadas formadas foram lavadas duas vezes em
DMEM sem antibidtico. Na tentativa de verificar diferencas na fagocitose em relacao
a carga microbiana, foi utilizada uma densidade celular aceita como dose infecciosa
de Salmonella (107 UFC.mL'l) e uma carga microbiana considerada ndo infecciosa
(10 UEC.mL™") das suspensoes de Salmonella em fase logaritmica e no estado VNC.
Estas foram ressuspendidas em meio DMEM e 300 puL da suspensdo de células
foram adicionados para cada poco. Apés as células terem sido colocadas nos pocos,
as placas foram incubadas por 2 horas e as laminulas foram lavadas 2 vezes com PBS
estéril e deixadas em paraformaldeido 10 % por 12 horas. As laminulas foram
retiradas e fixadas com metanol 100 % e coradas em solucdo de eosina e solugdo de
cristal violeta, apds terem sido secadas, as laminulas foram observadas em

microscépio 6ptico (Olympus BX 50).

3.4.2. Ensaio de produciao de H,O, por macroéfagos

Para avaliar a produ¢do de H,O, por macréfagos peritoneais, inicialmente

estes foram extraidos de camundongos da raca BALB/C e contadas em camara de
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Newbauer. A concentracdo da suspensdo de macréfagos foi acertada para 2 x 10°
células por mL em solu¢do PBS-dextrose (10 mM tampao fosfato de potdssio, 140
mM NaCl, 5,5 mM dextrose, pH 7,0, 0,56 mM vermelho de fenol e 0.01 mg.mL’lde
peroxidase tipo II) e aliquotas de 100 pL de células foram transferidas para
microplacas de 96 pogos. Posteriormente, foram adicionados 50 pL contendo 10’
UFC.mL" (dose infecciosa) e 10* UFC.mL" (dose nao infecciosa) da suspensdo de
Salmonella Enteritidis PT4 na fase logaritmica e no estado VNC em triplicata. Como
controle positivo, foram adicionados 50 pl. de uma solucdo de zimozam na
concentracio de 5 mg.mL" em triplicata em pocos contendo macréfagos e como
controle negativo, em trés pocos contendo macréfagos foram adicionados 50 pL de
solucdo PBS-dextrose. A placa montada foi incubada por 60 minutos em estufa a 37
°C, em atmosfera constante de CO, 5 %. Ap6s o periodo de incubagdo, a reacao foi
interrompida com adi¢do de 10 pL em cada poco de NaOH 1 M e a leitura foi
realizada pelo leitor PowerWave XS (BioTek) a 620 nm. Os resultados foram
expressos em pumol de H,O,, a partir de uma curva padrao previamente estabelecida,
constituida de concentracdes molares conhecidas de H,O, em tampao vermelho de

fenol.

3.5. Analise fenotipica das células viaveis submetidas a diferentes estresses e no

estado VNC

3.5.1. Obtencao de células de Salmonella Enteritidis PT4 963 submetidas a

diferentes condicoes de estresse

Células de Salmonella Enteritidis foram submetidas a diferentes condi¢des
referentes ao estresse osmotico, nutricional, frio e a combinacio desses trés estresses
como descrito a seguir: Primeiramente as células foram cultivadas até a fase
logaritmica como descrito no item 3.1. A seguir, foram centrifugadas a 2723 g por 20
minutos e ressuspendidas em 10 mL de solugdo salina 0,85 %, procedimento que foi
repetido por mais duas vezes. Apds as lavagens, a suspensdo de células foi
concentrada 10 vezes para a padroniza¢do do indculo em aproximadamente 10°
UFC.mL"'. Para a obtencio das células submetidas ao estresse osmético foi

inoculado 1 mL da suspensdo padronizada em um frasco contendo 300 mL de caldo
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BHI acrescido de 1,2 mol.L™" de cloreto de sédio, o qual foi incubado a 37 °C por
cinco dias. As células submetidas ao estresse nutricional foram obtidas a partir da
inoculagcdo de 1 mL da suspensdo padronizada de células em um frasco contendo 300
mL de solucdo fosfato de Butterfield (BPS) preparada de acordo com a AOAC
(1998), contendo 7,35 mmol.L"! de KH,POy, e incubagido a 37 °C por cinco dias. Para
as células submetidas ao estresse frio, uma aliquota de 1 mL da suspensdo
padronizada foi inoculada em um frasco contendo 300 mL de caldo BHI o qual foi
incubado a 4 °C por cinco dias. Para obtencdo das células submetidas aos trés
estresses combinados, 1 mL da suspensdo padronizada em 10° UFC.mL" foi
inoculado em um frasco contendo 300 mL de solucdo BPS, acrescida de 1,2 mol.L!
de cloreto de sddio. Os frascos foram colocados em geladeira a 4 °C e mantidos por

até 45 dias.

3.5.2. Analise do perfil de acidos graxos totais

A andlise do perfil de 4acidos graxos foi executada a partir de 300 mL das
suspensdes de células de S. Enteritidis PT4 963 na fase logaritmica, submetidas ao
estresse frio, osmotico, nutricional e a combinagdo dos trés estresses e a partir de 600
mL da suspensdo de células no estado VNC em diferentes tempos de permanéncia na
condi¢d@o. As suspensdes foram centrifugadas a 4 °C por 15 minutos a 7444 g para a
obtencdo do sedimento de células e estas, posteriormente lavadas com 1 mL de

solugdo salina 0,85 % por trés vezes.

Para o preparo das amostras a serem analisadas, s@o requeridos quatro
reagentes para clivar os dcidos graxos dos lipideos. O reagente 1 (45 g de hidréxido
de sddio, 150 mL de metanol e 150 mL de dgua destilada) para a saponifica¢cdo; o
reagente 2 (325 mL de 4cido cloridrico 6,0 N e 275 mL de alcool metilico) para a
metilacdo; o reagente 3 (200 mL de hexano e 200 mL de metil tert-butil éter) para a
extracdo; e o reagente 4 (10,8 g de hidréxido de sédio dissolvido em 900 mL de dgua
destilada) para a limpeza da amostra. Os sedimentos de células utilizados para o
reconhecimento dos perfis de dcidos graxos foram colocados em um tubo adicionado
de 1 mL do reagente 1 e aquecidos em &4gua de fervura por 30 minutos,
posteriormente 2 mL do segundo reagente foi adicionado e a mistura foi

homogeneizada em vortex e aquecida por 10 minutos a 80 °C. Para a extracdo dos
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lipideos, foi adicionado 1,25 mL do reagente 3 seguido de uma leve homogeneizagao
por 10 minutos a temperatura ambiente, nesse momento observa-se a separacdo de
fases onde a fase de baixo foi descartada. Os residuos de lipideos foram
imediatamente tratados pelo reagente 4, adicionando-se 3 mL do mesmo, seguido de
agitacdo por 5 minutos e 2/3 do conteudo foi transferido para um tubo GC
(cromatografia gasosa) para a andlise propriamente dita.

Os perfis de 4cidos graxos foram determinados pelo sistema SIM™
(Scientific Instruments Manufacturer GmbH) a partir da biblioteca padrao e o
software MIDI Sherlock® (Microbial Identification by Gas Chromatographic
Analysis of Fatty Acid Methyl Esters (GC-FAME) Inc. Newark, Delaware, USA). Os
acidos graxos foram separados em razao dos diferentes tempos de retencao,
utilizando ar sintético, gas hidrogénio como carreador e gds nitrogénio como gés de
compensac¢do. Os resultados foram expressos como porcentagens relativas de cada
acido graxo, calculadas como a razdo da édrea de superficie do pico considerado pela

area total de todos os picos.

3.5.3. Observac¢ao da morfologia celular por microscopia de forca atomica

Com o objetivo de identificar possiveis modificacdes nas superficies
celulares, células na fase logaritmica e no estado VNC, com diferentes tempos de
permanéncia nesta condi¢do, foram observadas por microscopia de forca atdmica. As
preparagdes microscOpicas foram feitas com células na fase logaritmica obtidas a
partir de cultura de Salmonella Enteritidis PT4 apds ter atingido a D.O. desejada (0,3
para a fase logaritmica) e com células VNC que permaneceram por 15, 60, 90 e 300
dias ap6s estarem 100 % neste estado, mantidas em tampao BPS adicionado de 1,2
mol.L"' de NaCl. As células com diferentes periodos de permanéncia VNC foram
concentradas a partir de uma aliquota de 150 mL por centrifugacdo a 2723 g por 15
minutos. As suspensdes de células log e VNC foram ressuspendidas em 500 pL,
transferidas para tubos de microcentrifuga juntamente com 1 mL de tampao fosfato
(pH 6,5) e centrifugadas a 7166 g por 15 minutos. Esta etapa foi repetida por mais
quatro vezes. Na ultima lavagem, o sedimento foi ressuspendido em 50 pL de
tampdo fosfato (pH 6,5) e com uma ponteira estéril foram feitos esfregacos de 1 cm?
em uma lamina de vidro de microscopia e deixados secar dentro da capela de fluxo

laminar por 1 hora.
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As dimensdes celulares, volume, drea, perimetro, comprimento e diametro,
foram estimadas a partir das imagens obtidas no microscopio de for¢a atdbmica NT-
MDT, utilizando o modo de contato intermitente, no qual a ponta da agulha do
microscéopio fica em contato intermitente com a superficie da amostra a ser analisada,
o que aumenta o poder de resolucdo da técnica e revela imagens detalhadas da
superficie celular. As andlises de AFM foram realizadas no Laboratério de

Nanoscopia do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Vicosa.

4. Resultados

4.1. Caracterizacdo e analise filogenética do gene ssaB de Salmonella enterica

sorovar Enteritidis PT4 963

Para investigar a presenca do gene ssaB, também conhecido como spiC, o
mesmo ssaB foi isolado e caracterizado. A sequéncia de nucleotideos que
corresponde ao gene ssaB completo (508 pb) apresentou polimorfismos em relacao
ao referido gene em outros sorovares. Este gene € o primeiro transcrito de um operon
presente na ilha de patogencidade II (SPI-2), apresenta uma regido promotora que
regula vdrios outros genes relacionados a viruléncia. O promotor possui cis
elementos tipicos reconhecidos pelo fator sigma 70 (6'°), -10 e -35 e um possivel cis
elemento de reconhecimento e ligacdo da proteina IHF (Integration Host Factor) na
posicdo 52, sobrepondo a regido -10 do promotor que fica na posicdo 51. O promotor
(Figura 1) possui dois nucleotideos conservados na regido -35 e cinco nucleotideos
conservados na regiao -10. Os genes sdo provavelmente regulados positivamente por

um fator de integracdo denominado IHF, que se liga na regido - 10 do promotor.
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3

CAGCATCCTGGATTATGGNACAAGNAAAGTATAGTCCGAAATAAAT

Box — 10 TGGATT
Box — 35 AAGTATAGT
Proteina ativadora IHF

Figura 1. Regido promotora do gene ssaB e local de interagdo da proteina ativadora
IHF.

A proteina SsaB apresenta 40 kDa, a partir da deducdo da sequéncia
nucleotidica. Estes resultados sdo similares as outras proteinas SsaB presentes nos
outros sorovares de Salmonella ja estudados. A sequéncia do gene ssaB e do seu
respectivo produto foram submetidos ao programa BLAST (Altschul et al., 1997),
NCBI. Foram encontrados valores de cobertura entre 97% e 98% e de identidades
entre 93 % e 98 % (Tabela 1). Os valores apresentados mostraram uma alta
identidade entre as sequéncias do gene ssaB, isto é, hd pouca variacdo entre os
nucleotideos das sequéncias contrastadas. Outro parametro utilizado nas anélises foi
0 E-value (Expected Value), que confere maior confiabilidade as consultas a medida
que o resultado se aproxima do zero. Este valor corresponde a probabilidade de se
obter outro alinhamento com outra sequéncia aleatéria de mesmo tamanho e

composi¢ao de bases (Kerfeld e Scott, 2011).
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Tabela 1. Identidade de nucleotideos correspondentes ao gene ssaB de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis PT4 963 com as sequéncias de outros
sorovares de Salmonella depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

Linhagens de Salmonella Cobertura E-value Identidade
Salmonella Enteritidis P125109 98 % 0,0 94 %
Salmonella Gallinarum SG 9R 98 % 0,0 94 %
Salmonella Gallinarum 287/91 98 % 0,0 94 %
Salmonella Typhimurium UK-1 98 % 0,0 94 %
Salmonella Typhimurium ST4/74 98 % 0,0 94 %
Salmonella Typhimurium SL.1344 98 % 0,0 94 %
Salmonella Typhimurium 14028S 98 % 0,0 94 %
Salmonella Typhimurium LT2 98 % 0,0 94 %
Salmonella Paratyphi A AKU_12601 98 % 0,0 94 %
Salmonella Paratyphi A ATCC 9150 98 % 0,0 94 %
Salmonella Weltevreden 2007-60-3289-1 98 % 0,0 93 %
Salmonella Typhi Ty2 98 % 0,0 93 %
Salmonella Typhi CT18 98 % 0,0 93 %
Salmonella Choleraesuis SC-B67 97 % 0,0 93 %
Salmonella Paratyphi C RKS4594 97 % 0,0 93 %

A identidade de nucleotideos entre as sequéncias dos sorovares de Salmonella
foi alta, e nas andlises realizadas pelos algoritimos BLAST, ndo foi encontrada
identidade com as sequéncias de genes relacionados em outras espécies, mesmo da
familia Enterobacteriacea. No entanto, quando as andlises foram feitas utilizando a
sequéncia de aminodcidos, foi encontrada similaridade com proteinas de outras
espécies, além das encontradas anteriormente. A partir destas andlises uma analise
filogenética com a sequéncia de aminoacidos da proteina SsaB foi realizada.

A andlise filogenética da sequéncia de aminodcidos da proteina SsaB (Figura
2) mostrou que Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis encontra-
se agrupada com outras linhagens do mesmo sorovar, a partir das andlises realizadas
no programa BLASTn. Outros sorovares como Typhimurium, Typhi, Paratyphi,
Hvittingfoss, Alachua, Mississippi, Choleraesuis e Inverness, encontraram-se

proximos ao sorovar Enteritidis formando um ramo. Salmonella enterica subespécie
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arizonae foi dentre as Salmonella a que mais se distanciou filogeneticamente
agrupando separadamente Salmonella enterica subsp. enterica. Apesar da
proximidade indicada pela arvore, é possivel observar que a proteina SsaB ndo é
conservada entre os sorovares de Salmonella, pois apresenta similaridade com
proteinas de outras espécies como a proteina efetora de Yersinia. Os géneros
Yokonella e Yersinia agruparam separadamente ao género Salmonella e entre
aquelas, Yokonella regensburgei agrupou separadamente as espécies Yersinia rohdei

e Yersinia kristensenii.

Yokenella regensburgei ATCC 4300
100

Yersinia kristensenii ATCC 33638
L Yersinia rohdei ATCC 43380

100

Salmonella subsp. arizonae sorovar 62z4z2
Salmonella Mississippi A4633
S. Typhi CT18

S. Typhimurium LT2
—§. Choleraesuis SCB67
64 S. Inverness R83668

89

59

S. Paratyphi C RKS4594
—§. Alachua R6377

S. Hvittingfoss A4620
—§. Paratyphi A ATCC 9150
S. Paratyphi B SPB7

52

Salmonella Enteritidis
63 S. Enteritidis P125109
S. Enteritidis PT4963

Figura 2. Relagdo filogenética entre proteinas SsaB de diferentes sorovares de
Salmonella e bactérias relacionadas obtida pela Maxima Parcimo6nia (MP)
usando a sequéncia de aminodcidos da proteina SsaB de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis PT4 963 e as obtidas in silico.
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4.2. Ativacao de macréfagos por Salmonella Enteritidis PT4 963 no estado VNC

Para avaliar se macréfagos sdo ativados na presenga de Salmonella Enteritidis
no estado VNC, ensaio de producdo de peréxido de hidrogé€nio por macréfagos
peritoneais € observagdes microscopicas foram realizados. Nestes experimentos
foram utilizados duas densidades celulares, uma carga microbiana aceita como dose
infecciosa de Salmonella (107 UFC.mL'l) e uma densidade celular considerada nao
infecciosa (10* UFC.mL™") de células no estado VNC e células na fase logaritmica,

como controle.

A Figura 3 mostra que os macréfagos peritoneais fagocitaram as células em
crescimento exponencial (Figuras 3A e 3C), porém ndo foi possivel observar
fagocitose das células no estado VNC independente da densidade celular utilizada

(Figuras 3B e 3D).

- -
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Figura 3. Fagocitose de células de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963
em crescimento exponencial e no estado vidvel ndo cultivdvel por
macréfagos.

Macréfagos expostos a densidade populacional de 10* células de Salmonella na fase exponencial (A) e
no estado VNC (B); Macréfagos expostos a densidade populacional de 107 células de Salmonella na
fase exponencial (C) e no estado VNC (D); Macréfagos ndo expostos a células de Salmonella -
controle negativo (E). Imagens obtidas em microscopia dptica em aumento de 1000X A monocamada
de macrdfagos exposta a células de Salmonella foi incubada por 2 horas a 37°C em ambiente de 5%
de CO,. Seta indica célula de Salmonella fagocitada.
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O ensaio de producdo de H,O, confirma a ativacdo dos macréfagos expostos
a dose infecciosa de células de Salmonella, porém a quantidade de H,O, produzida é
diferente entre as células em fase logaritmica e no estado VNC (Figura 4). Observou-
se maior produgdo de H,O, pelos macréfagos na presenca de células no estado VNC
(5,62 umol de H,O,) que na presenca de macrofagos inoculados com células em fase
exponencial de crescimento (2,18 pmol de H,O;). Porém, na densidade celular ndo
infecciosa de Salmonella tanto na fase exponencial como no estado VNC nao foi

detectada producdo de H,O, por macréfagos.
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Figura 4. Producdo de H,0O, por macréfagos peritoneais em presenca de doses
consideradas infecciosa e ndo infecciosa de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis PT4 963 em fase logaritmica de crescimento e no estado
vidvel ndo cultivdvel.

Meio - controle negativo: macréfagos acrescidos de meio; Zimozam - controle positivo: macr6fagos
acrescidos de zimozam 5 mg.mL'; Log 10* - macréfagos expostos a densidade populacional de 10* de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 na fase logaritmica; Log 10’ - macréfagos expostos a
densidade populacional de 107 de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 na fase logaritmica;
VNC 10* - macréfagos expostos 2 densidade populacional de 10* de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis PT4 963 no estado VNC; VNC 10 - macréfagos expostos a densidade populacional de 107
de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 no estado VNC.
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4.3. Composicao de acidos graxos totais de Salmonella enterica sorovar

Enteritidis PT4 963 submetida a estresses e no estado VNC

O perfil de 4cidos graxos totais de Salmonella enterica sorovar Enteritidis
PT4 963, apresentado na Tabela 2, foi estabelecido por cromatografia gasosa. Foram
encontrados dez dcidos graxos: C12:0, C14:0, C14:0 30H/ 16:1 iso I, C16:0, 16:1
w7c/ 16:1 wéc, C16:1 w5c, 17 ciclo, C18:0 w7c, C18:1 e 19 ciclo quando as células
foram cultivadas em meio BHI a 37 °C (controle). As células submetidas a condi¢des
de estresse por cinco dias (frio, osmoético, nutricional e em conjunto) apresentaram
além desses dez, outros dcidos graxos em porcentagens menores, como C13:0,
C17:0, C17:1, C18:3, C20:1. Nas células em diferentes tempos de permanéncia no
estado VNC, foi observada uma composi¢cdo de acidos graxos similar ao controle
(Tabela 2), porém com porcentagens relativas diferentes, com excecdo do &cido
graxo C12:0 que foi encontrado somente nas células com 15 dias no estado VNC e o
acido graxo C16:1 w5c, ausente em todas as células no estado VNC, independente do

tempo de permanéncia nesta condicao.
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Tabela 2. Percentual dos acidos graxos totais de membrana de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 submetida a estresse frio, osmético,
nutricional, aos trés estresses combinados e em diferentes tempos de permanéncia no estado vidvel ndo cultivavel.

Amostras C14:0 C16:0 Cl6:1 17ciclo C18:0 Cl18:1 19ciclo Outros® AGS® AGI® AGCP Ag?/z,iloGS
Controle' 395 32,39 15,64 17,46 0,53 26,08 3,74 0,20 37,07 41,72 21,20 1,12
Estresse frio” 5,01 29,25 3542 6,17 0,40 23,01 0,43 0,27 3493 5843 5,89 1,67
Estresse osmotico’ 9,65 29,61 11,27 28,55 1,33 5,21 2,25 1,34 41,01 16,14 30,80 0,40
Estresse nutricional* 7,10 34,60 11,18 19,79 1,00 15,78 8,90 1,65 44,04 2696 28,69 0,61
Trés estresses™ 244 31,29 21,88 7,93 0,88 33,91 1,13 0,12 34,61 55,59 9,06 1,60
Trés estresses (45 dias)™ 4,70 31,65 27,28 5,32 0,82 28,99 0,57 0,56 37,17 56,27 5,89 1,51
VNC (15 dias) ** 4,56 33,15 28,68 5,00 0,62 26,73 0,53 0,45 38,78 53,63 5,53 1,38
VNC (60 dias) 7,62 29,61 25,35 5,17 1,08 30,67 1,01 - 37,81 56,02 6,18 1,48
VNC (90 dias) * 599 30,53 24,19 6,36 1,20 30,6 0,99 - 37,73 54,79 17,35 1,45
VNC (300 dias) * 536 34,24 21,87 7,40 3,11 26,60 1,43 - 42,71 48,47 8,83 1,13

- Células cultivadas em caldo BHI a 37°C até a fase logaritmica conforme descrito no item 3.1.

- Células em meio BHI incubadas a temperatura de 4°C por 5 dias conforme descrito no item 3.5.1.

- Células em meio BHI contendo 1,2 mM de NaCl incubadas a temperatura de 37°C por 5 dias conforme descrito no item 3.5.1.
- Células em solug¢@o BPS incubadas a temperatura de 37°C por 5 dias conforme descrito no item 3.5.1.

- Células em solucio BPS contendo 1,2 mM de NaCl incubadas 2 temperatura de 4°C conforme descrito no item 3.5.1. *- Incubagdo por 5 dias e **- incubacdo por 45 dias.
- Células em soluc¢ao BPS contendo 1,2 mM de NaCl incubadas a temperatura de 4°C por 70 dias conforme descrito no item 3.3.
Permanéncia no estado vidvel ndo cultivdavel por 6a_15 dias; _ 60 dias; b¢_90 dias e *- 300 dias.

A_ Acidos graxos (C:13; C:17; C17:1, C18:3, C20:1) encontrados em menores porcentagens;

B_ Acidos graxos saturados;

€. Acidos graxos insaturados;

P_ Acidos graxos ciclicos.

1
2
3
4
5
6
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As porcentagens de 4cidos graxos saturados (AGS), insaturados (AGI) e
ciclicos (AGC) foram utilizadas para comparar as diferencas entre os acidos graxos
de membrana de Salmonella enterica sorovar Enteritidis nos diferentes tratamentos
(Tabela 2). A razio AGI/AGS é comumente utilizada como indicador de fluidez da
membrana (Casadei er al., 2002; Alvarez-Ordéiiez et al., 2008), considerando que
quanto maior a razao, maior € a fluidez da membrana. Quando células de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis foram submetidas a diferentes tipos de estresses inclusive
no estado VNC apresentaram diferencas na composi¢ao do perfil de 4dcidos graxos
entre as células, o que representa uma resposta global as condi¢des extremas as quais
estas foram submetidas.

A propor¢ao de AGS das células do tratamento controle foi similar a das
células submetidas aos trés estresses combinados por cinco dias e por 45 dias (Figura
5) e entre as células nos diferentes tempos de permanéncia no estado VNC exceto
pelas, porém, nas células com maior tempo de permanéncia (300 dias). Ja a
propor¢ao de AGI apresentou mudangas nas células submetidas a diferentes
condicdes de estresses, nas células no estado VNC e durante a entrada no estado
VNC. A porcentagem de AGI aumentou nas células durante o periodo de inducédo do
estado VNC, no estresse frio e nas células no estado VNC, independente do tempo de
permanéncia, porém diminuiu nas células submetidas ao estresse osmético e ao
estresse nutricional (starvation). A propor¢do de AGC variou entre todos os
tratamentos, nas células submetidas ao estresse osmotico e frio foi observado um
aumento na porcentagem de AGC de 30,80 % e 28,69 %, respectivamente, ja nos
outros tratamentos, a propor¢ao diminuiu acentuadamente, até 3,83 vezes em relacao
ao controle (Tabela 2).

A razdo AGI/AGS variou entre as células nas diferentes condi¢des de
estresse. A razdo aumentou nas células em estresse frio e nas células submetidas aos
trés estresses combinados por cinco dias e por 45 dias e diminuiu nas células em
estresse osmotico e nutricional. Nas células VNC, a razdo apresentou um aumento,

exceto nas com maior tempo de permanéncia no estado VNC (300 dias).

27



N
o
1

o 50 A

g

)

:g 40 -

o B AGS
o

T 30 - HAGI
5

) B AGC
by}

c

]

£

[=]

a

=
o
l

Controle Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3

Figura 5. Perfil de 4cidos graxos em Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4
durante a entrada no estado vidvel nao cultivavel.

Controle - Células cultivadas em caldo BHI a 37°C até a fase logaritmica conforme descrito no item
2.1. ; Tratamento 1 - Células em solucdo BPS contendo 1,2 mM de NaCl incubadas a temperatura de
4°C por 5 dias conforme descrito no item 3.5.1. ; Tratamento 2 - Células em solu¢cdo BPS contendo
1,2 mM de NaCl incubadas a temperatura de 4°C por 45 dias conforme descrito no item 3.5.1. ;
Tratamento 3 - Células em solucdo BPS contendo 1,2 mM de NaCl incubadas a temperatura de 4°C
por 70 dias conforme descrito no item 3.3.

4.4. Alteracoes morfologicas de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963

no estado VNC

As alteracdes morfoldgicas variaram quanto a forma e ao tamanho celular nas
células de Salmonella Enteritidis no estado VNC quando comparadas com as células
vidveis na fase exponencial. As células apresentaram transicao da forma bacilar para
a forma cocéide e reducao de tamanho, independente do periodo de permanéncia no
estado VNC. Houve reducdo drastica nas dimensdes celulares drea, volume,
perimetro, didmetro e comprimento das células VNC (Tabela 3). As células VNC
apresentaram volume celular até 15,8 vezes menor que das células submetidas a
condi¢des otimas de crescimento. Embora as células VNC tenham apresentado
reducdo do tamanho celular (reducdo de 2,5 vezes do comprimento) se comparado ao
das células em fase logaritmica, foi possivel observar um aumento progressivo do
tamanho celular, durante o periodo de permanéncia no estado VNC até 90 dias, as
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Tabela 3. Dimensoes celulares de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 na fase logaritmica e em diferentes tempos
de permanéncia no estado vidvel nao cultivavel estimadas por meio de microscopia de for¢a atomica.

Dimensoes Fase log VNC 15dias  VNC 60 dias VNCO90dias VNC 300 dias
Area (um?) 1,76 £0,28 0,35+0,02 044+0.00 055+0,07 0,35+£0,06
Volume (um”) 1,27 £0,24  0,08£0,00 0,12+0.00 0,32+0,04 0,10£0,02
Perimetro (um) 6,61 £1,04 230+0,16 2,67+0.08 295+0,18  2,46+0,30
Diametro (um) 1,46 £0,12 0,68 £ 0,05 0,78 +£0.00 0,84 +0,05 0,65 + 0,05

Comprimento (um) 2,51 £0,36 0,97 £0,09 1,15+0.09 1,20 £ 0,09 1,18 £0,08

* Média das dimensdes de trés células isoladas escolhidas ao acaso + o desvio padrao
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células com maior tempo de permanéncia no estado VNC (300 dias) ndo seguiram o
padrao das com menor tempo nesta condi¢do. Além disso, as diferencas entre o
comprimento e o didmetro foram préximas (0,29; 0,36 e 0,37) nas células VNC em
diferentes tempos de permanéncia neste estado, mostrando que apesar do aumento de

tamanho, as células se mantiveram na forma cocdide.

30



5. Discussao

5.1. Caracteristicas do gene ssaB e ativacao de macroéfagos em presenca de

Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 no estado VNC

O gene de Salmonella Enteritidis sequenciado estd presente na ilha de
patogenicidade II (SPI-2). Esta apresenta aproximadamente 25 kb de genes
adquiridos horizontalmente que permitem que Salmonella sobreviva e replique
intracelularmente em seus hospedeiros. A SPI-2 codifica um sistema de secrecao tipo
III, responsavel por secretar moléculas efetoras, translocadores, além disso, possui
um sistema de dois componentes que controla sua propria expressao e a expressao
das moléculas efetoras (OCHMAN et al., 1996; EPHRAIM e GROISMAN, 2009).
Essas moléculas efetoras como a codificada pelo gene ssaB, facilitam a
sobrevivéncia e replicacdo em células fagociticas hospedeiras alterando o
citoesqueleto, vias de transducdo de sinais e trafico de vesiculas (ABRAHAMS et
al., 2006). A fungao gene ssaB foi confirmada por ensaios de imunofluoréscencia e
fracionamento subcelular, codificando uma molécula efetora translocadora que
interferi no trafico celular das vesiculas (UCHIYA et al., 1999). Dessa forma,
acredita-se que a proteina SsaB iniba o trafico intracelular impedindo a fusdo das
vesiculas contendo Salmonella com o lisossomo e endossomos (COLLAZO et al.,
1997).

A identificacdo das regides potenciais -35 e -10 foi baseada na sequéncia
consenso TTGACA (-35) e TATAAT (-10) como determinado pelo Hawley e
McClure (1983), assim o promotor do gene ssaB apresenta dois nucleotideos
conservados na regido -35 e cinco nucleotideos conservados na posicao -10. Pela
predi¢do de promotores bacterianos por meio do programa BPROM, observou-se que
o promotor € regulado ativamente por IHF, o fator de integracdo IHF € uma proteina
considerada NAP (Nucleoid-associated protein), uma proteina de ligacio ao DNA
que auxilia na compactacdo do mesmo. As NAPs, como a IHF, sdo altamente
expressas na fase exponencial de crescimento, apresentando grande importancia na
viabilidade e funcao celular (AZAM et al., 1999). Além de atuar na compactagao do
genoma, IHF atua como um importante regulador transcricional de varios genes.

Estudos com E. coli mostraram que na auséncia de IHF os genes sdo down regulados,
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principalmente na fase exponencial, onde geralmente os genes sdo expressos, pois €
nessa fase de crescimento que o IHF é mais expresso (MANGAN et al., 2006). Além
disso, a célula perde a capacidade competitiva principalmente em ambientes onde ha
privacdo de nutrientes. Dessa forma, como o fator de integracdo IHF reconhece a
regido promotora, esta pode estar relacionada a expressdo de genes localizados na
SPI-2 que sdo importantes para a manutencao intracelular de Salmonella, garantindo
sua sobrevivéncia (FASS e GROISMAN, 2009).

Por nao apresentarem crescimento nas células no estado VNC, os genes
presentes na SPI-2 provavelmente nio estejam sendo expressos. O IHF € expresso
principalmente em fase exponencial de crescimento, havendo grandes chances do
fator de integracdo estar ausente ou em uma concentracdo basal, quando nao ha
multiplicacdo celular. Como IHF é uma proteina ativadora e necessdria para a
ativacdo dos genes relacionados a sobrevivéncia intracelular, sua baixa concentragao
ou auséncia impediria a expressdo dos genes presentes na SPI-2. A expressdo do
gene ihf pode ter cessado durante o tempo em que as células estavam entrando no
estado VNC, pois a condicdo extrema de estresse impede seu crescimento. Nos
primeiros dias de incubagio em solugdo fosfato de Butterfield (BPS) 7,35 mmol.L"
de KH,POQO,, acrescida 1,2 mol.L! de cloreto de s6dio, hd perda consideravel da
culturabilidade da populacao (MENDES, 2009).

O gene ssaB apresenta alta identidade com os outros sorovares de Salmonella
mesmo para aqueles sorovares adaptados a hospedeiros diferentes, como suinos, aves
e humanos. Isso mostra que tal gene € importante para a manuten¢do da viruléncia
em Salmonella independente do hospedeiro. A identificacdo e a confirmagdo da
identidade do gene ssaB € relevante porque na literatura ja foi observado sorovares
de Salmonella apresentando as ilhas de patogenicidade tipicas, porém com alguns
genes ausentes (BHOWMICK, et al., 2001). Nos ensaios de ativagdo de macréfagos,
a presenc¢a do produto do gene ssaB € essencial para a sobrevivéncia no interior de
macréfagos, pois impede a formagdo do fagolisossomo. Entretanto, quando se
compara a sequéncia de aminoécidos da proteina SsaB do isolado com as sequéncias
do banco de dados, observa-se que outras subespécies de Salmonella encontram-se
distantes do isolado em estudo. Além disso, a proteina apresenta similaridade com
proteinas de outras espécies de enterobactérias, em virtude do genoma ser

degenerado. Isso mostra que as sequéncias de nucleotideos sdo conservadas, mas seu
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produto ndo, talvez a proteina seja importante para a patogenicidade em outros
membros da familia Enterobacteriaceae.

As células fagocitadas pelos macréfagos estdo sujeitas a morte por
mecanismos que incluem o trifico para ambientes degradativos (lisossomo),
acidificacdo do meio, producdo de hidrolases, proteases, reativos toxicos de oxigénio
pelo sistema oxidase fagocitica dependente de NADPH (Phox) e a producdo de
intermedidrios de nitrogénio pela 6xido nitrico sintase. A oxidase fagocitica NADPH
estd presente na membrana do fagolisossomo e bombeia elétrons para dentro do
compartimento, reduzindo o oxigénio em anion superdxido (O;) e em perdxido de
hidrogénio (H,0;). A 6xido nitrico sintase produz NO que pode ser convertido em
outro radicais nitrogenados chamados de intermedidrios reativos de nitrogénio (RNI).
Esses produtos atuam no patégeno causando danos em vdrias biomoléculas,
principalmente no DNA (SLAUCH, 2011). Entretanto, mesmo com esses
mecanismos de defesas, Salmonella possui estratégias de escape do sistema de defesa
do hospedeiro, sobrevivendo dentro de fagossomos modificados chamados de
vacuolo contendo Salmonella (MORTIMER, 2008). O sucesso de Salmonella no
processo de infeccdo estd intimamente relacionado com a ilha de patogenicidade II.
Estudos com mutantes de SPI-2 confirmaram a perda da viruléncia, da capacidade de
sobrevivéncia e de replicacdo intracelular em macréfagos e outras tipos celulares nao
fagociticos (OCHMAN et al., 1996; HENSEL et al., 1998). A SPI-2 apresenta genes
que codificam para o sistema de secrecdo tipo III, além de moléculas efetoras e
translocadores que sdo liberadas no macréfago ou outro tipo celular pelo sistema de
secrecdo, impedindo assim a fusdo do lisossomo ao vaciolo contendo Salmonella
(SCV) e alterando o tréfico vesicular, reduzindo a sua exposicdo aos mecanismos de
defesa do hospedeiro como as espécies reativas de oxigénio e os intermedidrios
reativos de nitrogénio (CHAKROVORTTY et al., 2002). Tal ilha de patogenicidade
apresenta genes que impedem a co-localizacdo entre a SCV e NADPH oxidase
(VAZQUEZ et al., 2000), alteram o trafico de espécies reativas de nitrogénio, dando
ao patégeno, chances de sobrevivéncia intracelular. Além disso, a SPI-2 possui
outros genes requeridos para o estresse osmotico como o katE, katG, sod, rpoS e slyA
que codificam para enzimas que degradam H,0O, sendo trés catalases e duas
hidroperéxido (HEBRARD et al., 2009). Estudos com mutantes de Salmonella na

sintese dessas enzimas em presenca de macréfagos resultaram na atenuacdo da
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viruléncia, mostrando sua importancia na resposta ao estresse oxidativo causado pelo
hospedeiro (HEBRARD et al., 2009).

Embora ndo tenha sido observada a fagocitose de células VNC de Salmonella
por microscopia Optica (Figura 3), a producdo de H,O, confirmou a ativacdo dos
macréfagos. Como observado na Figura 4, as células VNC induziram maior
producdo de H,O, pelos macréfagos que as na fase logaritmica. Esta menor produgdo
de H,O, por macréfagos na presenga de células de Salmonella em fase logaritmica
pode estar relacionada a expressdo de genes presentes na SPI-2 em células em
crescimento ativo, relacionado a capacidade de Salmonella evitar a liberacdo de
reativos de oxigénio como H,O; nas SCV. Além disso, Salmonella pode evitar a
degradacdo de tais reativos por enzimas degradadoras de H,O, codificadas por essa
ilha e assim, a menor producdao de H,O, aumentam as chances de sobrevivéncia
intracelular. Em células de Salmonella Enteritidis no estado VNC, por ndo
apresentarem crescimento, a SPI-2 pode ndo estar sendo expressa em virtude da
auséncia da proteina ativadora IHF nesta condi¢@o, assim tais células ndo seriam
capazes de degradar H,O, ou impedir sua liberagdo, apresentando uma maior
producdo de H,O, pelos macréfagos, sugerindo que células VNC de Salmonella sao
menos virulentas. A producdo de H,0, variou em relacdo a concentracdao
microbiana, em doses consideradas nfio-infecciosas (104 UFC), tanto nas células
VNC quanto na fase logaritmica, ndo foi percebida producdo de H,0O, pelos
macréfagos. Por esses resultados acredita-se que para que haja uma producgdo
perceptiva de H,O, seria necessdria uma populacdo microbiana maior ativando um

nimero maior de macréfagos que liberaria uma quantidade de H,O, detectavel.

5.2. Composicao de acidos graxos totais de membrana de Salmonella enterica

sorovar Enteritidis PT4 963 no estado VNC

Dentre as vdrias adaptagdes ao estresse apresentadas por bactérias, a
modificacdo do perfil de 4cidos graxos da membrana citoplasmadtica é conhecida, e
normalmente relacionada como forma de adaptagdo. Os perfis de 4cidos graxos totais
de membrana de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 em fase
logaritmica foram semelhantes aos jd descritos para o mesmo sorovar
(SAMPATHKUMAR et al., 2004), para Salmonella sorovar Typhimurium
(ALVAREZ—ORD()NEZ et al., 2008), para Salmonella sorovar Senftenberg CECT
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4384 (ALVAREZ—ORD()NEZ et al., 2009), além de outras bactérias gram-negativas
como E. coli (CASADEI et al., 2002). Aumentos nos percentuais de dcidos graxos
insaturados e da razao AGI/AGS, foram observados em células de Salmonella
Enteritidis PT4 963 submetidas ao estresse frio, a combinacao dos trés estresses e nas
células no estado VNC (Tabela 2). Resultados semelhantes foram observados com
Salmonella Typhimurium (ALVAREZ—ORD()NEZ et al., 2008), Salmonella
Senftenberg (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009), E. coli (CASADEI et al., 2002)
quando estas bactérias foram submetidas ao estresse frio. Por outro lado, trabalhos
com L. acidophilus apresentaram resultados contraditérios em relacdo aos acidos
graxos insaturados e a razdo AGI/AGS (FERNANDEZ MURGA et al., 2002;
WANG et al, 2005). Os estudos realizados com Salmonella (ALVAREZ-
ORDONEZ et al., 2008 e ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009) mostram
porcentagem de 4cidos graxos insaturados e razao AGI/AGS (0,67) a uma
temperatura minima de 10°C inferiores aos resultados encontrados neste trabalho,
onde a razdo AGI/AGS foi de 1,67 para uma temperatura de 4°C. Esta diferenca
pode ser explicada por um possivel aumento de dcidos graxos insaturados devido a
diminui¢do da temperatura, levando a um aumento na razdo AGI/AGS. Uma das
respostas de Salmonella Enteritidis ao crescimento a baixas temperaturas é marcada
pela alteragdo da composi¢ao lipidica da membrana, com o aumento do grau de
insaturacdo. O aumento de 4cidos graxos insaturados cria uma perturbacdo na
membrana maior que os dcidos graxos saturados, resultando em uma membrana mais
fluida (BEALES, 2004).

A redugdo de acidos graxos ciclicos (AGC) foi observada em Salmonella
enterica sorovar Enteritidis PT4 963 submetidas ao estresse frio, aos trés estresses
combinados e as células no estado VNC (Tabela 2 e Figura 5) e também em
Salmonella enterica sorovar Typhimirium (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008).
Todavia, em Salmonella sorovar Senftenberg, a porcentagem de AGC aumentou em
culturas refrigeradas (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009). Sabendo que os dcidos
graxos ciclicos sao mais estdveis que os insaturados, a reducdo de AGC
acompanhada do aumento de AGI leva a um aumento ainda maior da fluidez da
membrana (RUSSELL, 1990). Além dessas mudancas, é sabido que o aumento na
propor¢ao de 4cidos graxos de cadeia mais curta também resulta em um aumento na
fluidez da membrana, em virtude da diminuicdo das interagdes carbono-carbono

entre as cadeias de dcidos graxos (RUSSELL, 1990), porém tal alteracdo nao foi
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observada em Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963 e em outros sorovares
(ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008; ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009). Quando
a temperatura diminui, alguns componentes que normalmente sao fluidos tornam-se
semelhantes a géis impedindo o funcionamento correto da membrana, mas com o
aumento da fluidez a formacdo gel ndo ocorre, permitindo a sobrevivéncia a nova
condicdo (BEALES, 2004). Assim, acredita-se que para o funcionamento normal da
célula, tais mudancgas sejam importantes e necessarias de modo que o desempenho
das proteinas, que realizam fun¢des como bombeamento de sais, transporte de
nutrientes e respiracdo, sejam mantidas mesmo em baixas temperaturas (BERRY e
FORGEDING, 1997). Como a estocagem a baixas temperaturas causou uma redu¢do
na propor¢ao de AGC, um aumento na porcentagem de AGI e na razdo AGI/AGS, as
células em condicdo de estresse frio, as submetidas aos trés estresses combinados e
as células no estado VNC apresentam uma maior fluidez da membrana.

Células de Salmonella Enteritidis PT4 963 submetidas aos estresses osmotico
e nutricional (Tabela 2) apresentaram um perfil de dcidos graxos semelhante, ao
contrdrio das células submetidas ao frio ou aos trés estresses combinados. Nas
células submetidas ao estresse osmoético, observa-se a presenca de dcidos graxos
diferentes presentes em pequenas quantidades, um aumento relativo da porcentagem
de AGC e diminuicdo de AGI em relacdo as células na fase logaritmica enquanto os
AGS apresentaram pequena variacdo. Em estudos com mutantes de bactérias
halofilicas (Chromohalobacter salexigens) sensiveis a salinidade observou-se a
incapacidade de incorporar AGC, sendo deficientes na resposta ao estresse osmotico
envolvendo alteracdes na membrana, ja na linhagem selvagem houve uma
diminui¢ao de AGI e um aumento de AGC quando submetida ao estresse osmotico
(VARGAS et al., 2005). Nas células submetidas ao estresse nutricional, as mudancas
ocorridas no perfil de 4cidos graxos, como aumento na porcentagem de AGS, AGC e
reducdo de AGI e consequentemente reducdo da razio AGI/AGS, permitiram uma
maior rigidez da membrana. A maior rigidez da membrana impede que moléculas
indesejaveis penetrem e que determinados solutos saiam em virtude da condicdo
desfavoravel (BROWN et al., 1997), contribuindo assim para a integridade celular
(RUSSELL, 1993; VALDERRAMA et al., 1998). A principal ferramenta para tal
protecao é o aumento de 4cidos graxos ciclicos, que auxiliam no aumento da rigidez

da membrana. Estudos mostram que a sintese de AGC na membrana durante a
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aclimatacdo ao estresse ¢ um importante fator de prote¢do a outras condicdes de
estresse (BROWN et al., 1997).

O aumento da porcentagem de AGC também parece ser importante para o
desenvolvimento de protecdo cruzada contra outros estresses, como estresses acido e
térmico (BROWN, 1997; CHANG e CRONAN, 1999). Linhagens de Salmonella
sorovares Enteritidis e Senftenberg quando submetidas ao estresse térmico e ao
estresse dcido (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008; ALVAREZ-ORDONEZ et al.,
2009) apresentaram perfil de 4cidos graxos semelhante ao do sorovar Enteritidis PT4
963, quando submetido ao estresse osmotico e nutricional, isto €, aumento de AGC,
diminuicdo de AGI e da razdo AGI/AGS. Além disso, as células adaptadas ao
estresse acido apresentaram maior resisténcia ao tratamento térmico, que as células
nao adaptadas, mostrando a termotolerancia de células submetidas a condi¢des 4cidas
(ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008). A semelhanca no perfil de dcidos graxos
sugere que as células de Salmonella Enteritidis PT4 963 submetidas ao estresse
osmético e nutricional apresentem resposta cruzada a outros estresses.

A formacdo de AGC apresenta-se como uma modificacio na bicamada
lipidica e tem sido relatada em bactérias gram-negativas predominantemente na fase
estacionaria (RUSSEL, 1989; RUSSEL, 1993). Neste trabalho, as células de
Salmonella Enteritidis em fase estaciondria de crescimento mostraram aumento do
acido graxo 19 ciclo w8c de 3,71% do controle para 13,54% (dados nao
apresentados). Os dcidos graxos ciclicos sao formados por uma enzima denominada
AGC sintase que adiciona um grupo metileno do S-adenosil-L-methinina na ligagdo
dupla da porcdo fosfolipidica do 4acido graxo insaturado, ou seja, ocorre uma
conversao de AGI para AGC. Assim, pelos resultados obtidos, observa-se que houve
uma conversdo relevante de AGI em AGC durante a aclimatagdo em células de
Salmonella submetidas ao estresse osmoético e nutricional e acredita-se que essa
conversdo auxilia na prote¢do contra condi¢des estressantes devido a redugdo da
fluidez e diminui¢do da permeabilidade da membrana (DUNKLEY et al., 1991). As
modificagdes do perfil de 4cidos graxos tem sido implicadas a adaptacdo da bactéria
a vdrios fatores estressantes, como temperatura, estresse osmotico, dcido e entrada na
fase estacionaria (RUSSELL, 1995; VARGAS et al., 2005; ALVAREZ-ORDONEZ
et al., 2008; ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009). Essas alteracdes devem ser
importantes para a manutencdo da célula a condi¢des ndo favordveis garantindo a

integridade e funcionalidade da membrana.
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O perfil de 4cidos graxos de Salmonella enterica sorovar Enteritidis durante a
indu¢do ao estado VNC (Figura 5) apresentou uma alteracdo gradual no perfil,
havendo diminui¢do da porcentagem de dcidos graxos ciclicos a medida que as
células eram mantidas por mais tempo em condicdo de estresse frio, osmoético e
nutricional até a entrada no estado VNC de 100% das células. Em condi¢do de
estresse por 5 dias hd, possivelmente, apenas células vidveis cultivaveis estressadas,
no entanto, apos 45 dias parte delas encontra-se no estado VNC, o que justifica que o
perfil destas seja similar ao das células VNC. Esta altera¢ao gradual na porcentagem
de AGC pode estar relacionada ao aumento de células no estado VNC e da adaptacdo
por um longo periodo a uma condi¢do extrema de estresse. Células de V. vulnificus
no estado VNC apresentaram alteracdes estatisticamente significativas no perfil de
acidos graxos nas primeiras 4 horas na condicdo de baixa temperatura e escassez
nutricional (inducdo do estado VNC), havendo aumento de AGI (DAY e OLIVER,
2004). Estes autores induziram o estado VNC em V. vulnificus na presenca de um
inibidor de acido graxo e alteragcdes no perfil ndo foram observadas, além das células
perderem sua viabilidade ap6s 15 dias de incubacdo (DAY e OLIVER, 2004). Dessa
forma, percebe-se que tais alteragdes no perfil de dcidos graxos sdo importantes para
a entrada das células no estado VNC. Essas mudangas, essenciais para que
Salmonella Enteritidis entre no estado VNC, ocorreram por efeito da combinagao de
temperatura baixa, escassez nutricional e estresse osmoético. Porém quando
comparado o perfil de 4cido graxo das células submetidas a condi¢cdes de estresse
separadamente observa-se que estes ndo sdo semelhantes ao estresse osmotico e
nutricional, mas € similar ao perfil de células submetidas ao estresse frio (Tabela 2).
Isso mostra que as alteragdes no perfil de acidos graxos sdo importantes para a
adaptacdo a temperatura baixa. Além disso, Salmonella Enteritidis pode estar
respondendo as outras condi¢gdes de estresse osmoético ou nutricional de outra forma,
expressando genes de resposta ao estresse que ndo as modificagdes na bicamada
lipidica.

Nao houve alteragdes no perfil de dcidos graxos totais de S. Enteritidis PT4
963 entre os diferentes tempos de permanéncia no estado VNC, porém os perfis de
acidos graxos de células de Salmonella no estado VNC foram diferentes ao do
controle. Observa-se um aumento gradual de AGC quanto maior o tempo de
permanéncia no estado VNC e um aumento de AGI nas células com menor tempo de

permanéncia neste estado (15 dias e 60 dias). Em contrapartida, apds este periodo de
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60 dias no estado VNC observou-se uma reducdo nos dcidos graxos insaturados
tornando-se menores que os das células com 15 dias no estado VNC, enquanto a
porcentagem de AGS se manteve constante independente do tempo de permanéncia
no estado VNC. Além disso, € possivel constatar no perfil a auséncia de acidos
graxos de menor porcentagem como o C12:0 que pode ser devida a reducdo da taxa
metabdlica e consequente diminuicdo da sintese de macromoléculas, como
determinados fosfolipideos conforme descrito na literatura para as células VNC
(OLIVER, 2005). Essas pequenas alteracdes no perfil mostram que a célula apresenta
uma adaptacdo temporal a condicdo estressante. Uma alteracdo mais evidente pode
ser observada em Salmonella com maior tempo de permanéncia no estado VNC em
relacdo as outras, houve um aumento na porcentagem de AGS e AGC e diminui¢do
na razdo AGI/AGS assemelhando ao controle. Essas mudancas no perfil podem estar
relacionadas ao longo periodo de permanéncia a uma condicio extrema de estresse e
sua perda da capacidade de adaptacdo a mesma. Nao ha relatos na literatura
descrevendo as alteracdes no perfil de acidos graxos de células no estado VNC em
relacdo ao seu tempo de permanéncia nesta condi¢do, sendo um dado novo e de
grande importancia para estudos posteriores, sobre o comportamento dessas células

neste estado fisiolégico.

5.3. Alteracoes morfologicas de Salmonella enterica sorovar Enteritidis PT4 963

no estado VNC

As alteracdes morfoldgicas, observadas para Salmonella enterica sorovar
Enteritidis PT4 963, como mudanga para a forma cocéide e redu¢do de tamanho sao
caracteristicas conhecidas para células no estado VNC (GUPTE et al, 2003;
OLIVER, 2010). Mudancas para forma cocdide e reducao do tamanho em células no
estado VNC foram observadas em varios micro-organismos como para Salmonella
bovismorbificans no estado VNC, o que foi demonstrado por microscopia de forca
atomica (ABDALLAH et al., 2007), por microscopia eletronica de varredura, de
transmissdo ou de epifluorescéncia para Salmonella enterica Typhimurium DT104
(GUPTE et al., 2003), para Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella
Enteritidis PT4 963 e CCS3 (MENDES, 2009), para E. coli (FLORESTA, 2006), V.
harveyi (SUN et al., 2008), V. cholerae (CHAIYANAN et al., 2007), Vibrio
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alginolyticus (ALBERTINI et al., 2006), Campylobacter sp. (REEZAL et al., 1998)
e E. tarda (DU et al., 2006; MENG et al., 2006).

As células de Salmonella Enteritidis PT4 963 no estado VNC apresentaram
uma forte redu¢do do volume de até 15,8 vezes seu contetido. Esta redu¢do pode
estar relacionada a alta concentragdo salina do meio de indu¢do do estado VNC a
qual resulta na perda de 4dgua da célula para o meio externo, que pode contribuir
consideravelmente para a diminui¢do do volume citoplasmdtico na tentativa de
contrabalancear a diferenca de osmolaridade com o meio externo (CSONKA, 1989).
Estudos com Brevibacterium lactofermentum e Corynebacterium glutamicum em
condi¢do de estresse osmético com NaCl, mostraram a reducao linear do tamanho e
volume citoplasmético com o aumento do estresse osmético (SKIERDAL et al.,
1995). Em virtude de a membrana ser impermedvel a maioria dos metabdlitos, o
estresse hiperosmotico causa efluxos instantdneos de dgua acompanhados por uma
dristica reducdo do volume citoplasmitico (CSONKA, 1989). Além disso, a
mudanca da forma bacilar para a cocdide possivelmente estd relacionada a proteina
MreB, homdloga a actina eucaridtica, que fazem parte do citoesqueleto. MreB esta
relacionada a morfogénese e desempenha um papel vital na defini¢do da morfologia
bacilar em bactérias, respondendo a condi¢des de estresse. Estudos com Vibrio no
estado VNC mostraram que MreB encontra-se distribuida em toda célula ao invés de
formar a hélice que garante a morfologia bacilar (CHIU et al., 2008) .

Embora as células VNC tenham apresentado um menor tamanho se
comparado ao das células em fase logaritmica, observou-se um aumento progressivo
do tamanho celular com o tempo de permanéncia das células no estado VNC (Tabela
3). Esta correlacdo entre aumento celular com tempo de permanéncia no estado VNC
ndo foi previamente descrita na literatura, mas uma hip6tese para explicar tal fato
seria uma possivel adaptacdo lenta a condi¢do de estresse osmoético. Sabe-se que um
mecanismo por meio do qual as bactérias respondem ao estresse hiperosmdtico,
envolve o acimulo de solutos compativeis, moléculas polares e altamente soltveis
como, glicina, betaina, prolina, ectoina, carnitina, colina e trealose ou fons como
potdssio que ndo afetam as fun¢des normais da célula, mesmo em altas concentrac¢des
(WHITE, 2000; WOQOD et al., 2001; O'BYRNE e BOOTH, 2002; YOUSEF e
JUNEJA, 2003). Tal acimulo pode ter ocorrido lentamente durante a permanéncia
das células no estado VNC, o que pode ter permitido um ganho gradual de dgua do

meio e que, consequentemente, resultou no aumento do tamanho da célula. Sabe-se
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que em um estresse osma4tico ndo muito severo, apds a adaptagcdo a nova condi¢do, o
volume celular é aumentado pela prépria célula (CSONKA, 1998), dessa forma,
mesmo o estresse osmoético sendo drastico, o tempo em que Salmonella manteve-se
nesta condicdo pode ter sido suficiente para a sua adaptacdo a partir de acimulo de
solutos compativeis, aumentando seu tamanho e volume celular. Entretanto, as
células com maior tempo de permanéncia no estado VNC ndo seguiram o mesmo
padrao das outras, havendo redu¢do de suas medidas e manutencdo de seu
comprimento. Devido ao longo tempo que essas células permaneceram no estado
VNC, elas podem perder a capacidade de acumular solutos compativeis, reduzindo
seu volume e, consequentemente, seu tamanho.

Curiosamente, esse comportamento de reducdo dréstica e posterior aumento
dos parametros morfolégicos ao longo do periodo de permanéncia das células no
estado VNC, pode ser observado também no perfil de dcidos graxos de membrana de
Salmonella Enteritidis PT4, principalmente em relacdo aos AGC, que apresentaram
uma reducgdo e posterior aumento a medida que aumentava o tempo de permanéncia
no estado VNC. Além disso, pode ser observado o aumento da rigidez da membrana
plasmdtica quanto maior o tempo no estado VNC. No maior tempo de permanéncia
no estado VNC avaliado (300 dias), as dimensdes celulares apresentaram-se menores
e similares aquelas obtidas no menor tempo de permanéncia. Este comportamento
também foi observado na avaliacdo do perfil de acidos graxos. A porcentagem de
AGI e a razdo AGI/AGS diminuiram ou nao se alteraram nas células VNC ap6s 300
dias, enquanto a porcentagem de AGS aumentou. Em virtude das mudangas na
morfologia e no perfil de 4cidos graxos terem apresentado comportamentos
semelhantes, pode ser que as alteracdes nos lipideos de membrana podem estar
relacionadas as mudancas nas dimensoes celulares de Salmonella Enteritidis PT4 no

estado VNC.

6. Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho se confirmou que o isolado Salmonella Enteritidis PT4 963
apresenta o gene ssaB, e que o produto do gene possui similaridade com proteinas

efetoras presente em outras espécies.
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Em dose considerada infecciosa (10’ UFC) tanto as células em condigdo
6tima de crescimento quanto as VNC ativam macréfagos peritoneais, porém em
células no estado VNC sugere-se que o gene ssaB nao estd sendo expresso, visto que
nao ha impedimento da producao de HO, como nas células em fase logaritmica.

O perfil de 4cidos graxos de Salmonella Enteritidis PT4 963 foi diferente nas
condi¢des de estresse e no estado VNC, a alteracdo do perfil de acidos graxos de
células VNC possivelmente estd relacionada a adaptacdo a baixas temperaturas.

Foi confirmada a mudanga da morfologia celular de Salmonella Enteritidis no
estado VNC passando de forma bacilar para a forma cocdide e reducdo das
dimensdes celulares (4rea, volume, perimetro, comprimento e diametro). Foi
constatado aumento gradual das dimensdes das células em relacdio ao tempo de
permanéncia no estado VNC que pode estar relacionado a uma adaptacdo gradual a
condic¢do de estresse.

Células mantidas por até 90 dias no estado VNC apresentaram perfis de
acidos graxos e morfologia semelhantes, mas células com maior tempo de
permanéncia neste estado (300 dias) apresentaram alteragdes tanto no perfil de acidos
graxos como nas dimensodes celulares. Em virtude desse comportamento semelhante,
sugere-se que as alteracdes nos lipideos de membrana podem estar relacionadas as
mudancas na morfologia de Salmonella Enteritidis PT4 no estado VNC.

Dessa forma, hd necessidade de maiores estudos para o conhecimento das
alteracoes do perfil de 4cidos graxos na manuten¢do no estado VNC e para a
confirmacdo da relacdo das alteracdes do perfil de 4cidos graxos com a mudanca
morfolégica. Além disso, trabalhos devem ser realizados para conhecer a funcio da
proteina MreB na mudancga para a forma cocéide no estado VNC. Mais estudos sao
necessarios para a caracterizacdo dos genes de viruléncia de Salmonella Enteridis
PT4 963 e na expressao destes no estado VNC. Pesquisas devem ser realizadas para a
confirmacdo da manutencao da viruléncia ou atenuacio de Salmonella Enteritidis no
estado VNC por ensaios de aderéncia e invasdo em células eucaridticas e

posteriormente em modelos murinos.
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