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RESUMO



O género Salmonella spp é formado por bacilos gram-negativos, que podem ser divididos
em 3 espécies: S. enterica, S. bongori e S. subterranea. A maioria das sorovariedades
patogénicas para o homem estd incluida no subgrupo I da espécie S. enterica. A infec¢ao
por S. enterica inicia-se com a ingestdo de dgua ou alimentos contaminados.
Estes microrganismos sao patégenos intracelulares facultativos e, uma vez ingeridos,
apresentam a capacidade de aderir e invadir células da mucosa intestinal, preferencialmente
c€lulas M. Uma vez ultrapassada a mucosa intestinal, S. enterica invade, persiste e prolifera
no interior de vacuolos de células do sistema reticulo endotelial podendo assim, alcancar

diferentes 6rgdos e tecidos do hospedeiro, causando infec¢ao sist€mica.

Sendo assim, linhagens mutantes avirulentas, mas ainda capazes de causar infec¢do
transitéria, sdo boas candidatas a potenciais vacinas vivas orais. Tais mutantes sao
potenciais carreadores de proteinas heterélogas, compondo, assim, as chamadas vacinas
multi-valentes. Que seja de nosso conhecimento, ndo existem mutantes atenuados de
S. enterica desenvolvidos inteiramente no Brasil, havendo necessidade de pagamento de

patentes a grupos estrangeiros para sua utilizagao.

Em eucariotos, o DNA cromossdmico bacteriano estd associado a proteinas (histonas)
formando o nucleo, enquanto em procariotos, estas proteinas sao denominadas histona-like,
formando um nucledide. Dentre essas proteinas podemos citar a IHF (integration host
factor), um heterodimero que controla ou influencia vérios processos celulares, como a
duplicagdo e recombinacdo do DNA, além de regular positiva ou negativamente a
expressao de varios genes.

Neste estudo, mutantes nulos para os genes himA e himD de IHF foram criados pela técnica
de recombina¢do homologa mediada pelo sistema A Red (Datsenko e Wanner, 2000) e
testados quanto a atenuacdo da viruléncia e capacidade de desencadear resposta imune
efetiva e protetora contra a salmonelose murina. Os mutantes também foram caracterizados
quanto a diversas caracteristicas biolégicas, como a capacidade de invasio e sobrevivéncia
intracelular, resisténcia a radicais reativos de oxigénio e nitrogénio, ente outras, sendo os
resultados comparados com as respectivas linhagens selvagens.

Os mutantes himA e himD de S. enterica foram atenuados e capazes de induzir resposta
imune protetora quando desafiados com doses elevadas da linhagem selvagem, indicando

que estas linhagens recombinantes sdo potenciais candidatas a vacinais vivas orais.

Resumo
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ABSTRACT



The genus Salmonella sp is formed by gram-negative bacilli, which can be divided into
3 species: S. enterica, S. bongori and S. subterranea. The majority of the serovars
pathogenic to humans is included in the subgroup I of the S. enterica species. The infection
with §. enterica starts either the ingestion of contaminated water or food. These
microorganisms are facultative intracellular pathogens and, once ingested, they have the
capacity to adhere and invade cells of the intestinal mucosa, with preference for M cells.
Then, S. enterica can invade and proliferate within vacuoles of immune cells, particularly

macrophages, achieving different organs and tissues of the host, causing systemic infection.

Mutant strains of S. enterica with attenuation of the virulence but that are still able to cause
a transient infection, are good candidates for potential live oral vaccines. These mutants are
also good carriers of heterologous antigens to cells of the immunological system, been able
to induce an effective immunological response. To the best of our knowledge, no mutants
of this type were developed in Brazil leading to the needed to pay royalties to foreign

groups for their use.

In prokaryotes the genomic DNA are associated with a number of proteins, the so called
histone-like proteins, with structural and regulatory properties, forming the nucleoid.
The IHF (Integration Host Factor) is one of the more abundant histone-like in prokaryotes.
IHF is a heterodimeric DNA-binding protein that controls a number of cellular processes,
such as DNA duplication and DNA recombination and also modulates the expression of

different genes.

In this work we constructed recombinant strains of S. enterica mutants for the himA and
himD genes that encode for the IHF subunits using the A Red system (Datsenko and
Wanner, 2000) and tested for attenuation and immunogenicity. The mutant strains were
also characterized and compared to the parental strains for other biological characteristics
such as the capacity to invade and proliferate into eukaryotic cells and to survive to

different stress conditions.

The S. enterica himA and himD mutant strains were attenuated for virulence and able to
induce a protective immunity against the wild type strain of S. enterica indicating that these

recombinant strains are candidates to formulate a new live oral vaccine.

Abstract
xvii
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1.1- Salmonella

O género Salmonella spp pertence a familia Enterobacteriaceae sendo formado
por bacilos gram-negativos, anaerdbios facultativos, geralmente flagelados (Mastroeni e
Maskell, 2006). A classificacdo sorologica desta bactéria fundamenta-se na identificacdo de
antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi), este ultimo quando presente.
Este ¢ um género altamente heterogéneo, sendo atualmente conhecidas mais de
2500 sorovariedades de Salmonella sp (Poppof et al., 2004), definidas pelos antigenos

acima citados (Kaufman, 1978).

Estudos de hibridacio de DNA sugerem a existéncia de duas espécies de
Salmonella: S. enterica e S. bongori. A existéncia de uma terceira espécie, S. subterrdnea,
foi recentemente sugerida (Shelobolina et al., 2004). A espécie S. enterica ¢ subdividida em
7 subgrupos, sendo que a grande maioria das sorovariedades patogénicas para o homem

estd incluida no subgrupo I (Boyd et al., 1996).

As sorovariedades de S. enterica patogénicas podem causar, em mamiferos,
infecgdes com diferentes graus de gravidade, desde gastroenterites localizadas na mucosa
intestinal até infec¢des sistémicas graves, dependendo da sorovariedade bacteriana e do tipo
de hospedeiro envolvido (Salyers et al., 2002; Mizuno et al., 2007). S. enterica
Typhimurium e Enteritidis sdo patogenos comuns causadores de gastroenterites em
humanos, mas também podem estar associadas a infec¢des extra-intestinais (Salyers et al.
2002; Fernandes et al, 2006). Em camundongos, estas duas sorovariedades podem causar

um tipo de infec¢@o muito semelhante a febre tiféide humana.

S. enterica Typhi é o agente causador da febre tifoide, uma infecgdo sistémica
grave no homem (Salyers et al., 2002, Sales, 2007). S. enterica Choleraesuis causa
infecgdes sistémicas graves, principalmente em suinos, embora também possa causar
infecgdes em humanos (Salyers et al., 2002, Sales, 2007). Salmonella enterica Dublin ¢
uma sorovariedade associada principalmente a bovinos. Como S. enterica Thyphi em
humanos, a sorovariedade Dublin ¢ sempre invasiva e pode causar gastrenterites e

septicemia nesses animais (Mizuno et al. 2007).

Introdugdo
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1.2- S. enterica 1 4,[5],12:i:- (STi)

No Estado de Sao Paulo, S. enterica ¢ uma das bactérias mais freqiientemente
associadas a casos de diarréias e/ou infec¢des sistémicas em pacientes humanos
(Sales, 2007). Desde 1970, amostras atipicas de S. enterica subespécie I t€ém sido isoladas
em Sao Paulo e em outras regides do pais (Taunay et al, 1996; Tavechio et al., 1996;

Tavechio et al., 2004; Fernandes et al., 2006, Sales, 2007).

Entre Janeiro de 1991 a Dezembro de 2000, estudo realizado pelo Instituto
Adolfo Lutz em S3o Paulo demonstrou que 8,8% dos isolados humanos e 1,6% dos
isolados ndo humanos (principalmente de alimentos e animais) de S. enterica foram
identificados como S. enterica 1,4,[5],12:1:-, uma sorovariedade atipica (Tavechio et al.,
2004). Fernandes et al.(2006) demonstraram que S. enterica 1,4,[5],12:1:- foi a terceira
sorovariedade mais freqiientemente isolada na tltima década, sendo esta predominante em

criangas com idade entre 1 e 4 anos (revisado por Sales, 2007).

Algumas sorovariedades de S. enterica, como Typhimurium (ST), exibem a
habilidade de mudar o tipo de flagelina expresso, fendmeno este denominado de variagao
de fase flagelar (revisado por Henderson et al., 1999). S. enterica Typhimurium, por
exemplo, expressa dois tipos de proteinas flagelares antigénicas, codificadas pelos genes
fliC e fIjB, que s3ao denominadas na nomenclatura soroloégica como “i” e “1,2,”
respectivamente (Sales, 2007). Isso explica a denominagdo soroldgica de S. enterica
Typhimurium como [,4,[5],12:1:1,2. A flagelina FliC ¢ denominada flagelina de fase 1 e
a flagelina F1jB de fase 2.

A funcao bioldgica da variagdo de fase flagelar em S. enferica nao ¢
completamente entendida. A variacdo de fase flagelar sugere uma funcdo de escape do
sistema imunoldgico por aumentar o repertdrio de antigenos expressos pela célula
bacteriana (revisado por Sales, 2007), mas sua importancia na patogenicidade ainda ¢

discutivel.

Embora S. enterica 1,4,[5],12:1:- (STi) apresente caracteristicas soroldgicas e
fisiolégicas semelhantes a S. enterica Typhimurium (I,4,[5],12:1:1,2), a primeira nao
apresenta a variacdo de fase flagelar caracteristica desta ultima. lkeda er al. (2001)

demonstraram que mutantes de S. enterica Typhimurium expressando somente o antigeno

Introdugdo
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de fase 2 (fljB) eram atenuados, enquanto os mutantes que expressavam apenas o antigeno
de fase 1 (fliC) eram tdo virulentos quanto a linhagem selvagem. Consistente com estes
resultados, estudos in vivo com a linhagem selvagem sugeriram uma vantagem seletiva aos
organismos que expressam FIliC, demonstrando assim que a variagdo de fase ¢ um

mecanismo que influencia a viruléncia de S. enterica em camundongos.

1.3- Salmonelose e outras doencas

A Salmonelose ¢ uma das doengas infecciosas mais freqlientes tanto em
humanos quanto em outros animais (Salehi et al. 2007). A infecgdo por S. enterica inicia-se
com a ingestao de agua ou alimentos contaminados, particularmente alimentos derivados de
aves e suinos. Estes microrganismos sdo patdgenos intracelulares facultativos e, uma vez
ingeridos, apresentam a capacidade de aderir e invadir células da mucosa intestinal,
preferencialmente células M (Jones et al., 1994). Uma vez ultrapassada a mucosa intestinal,
S. enterica invade, persiste e prolifera no interior de vactolos de células do sistema reticulo
endotelial podendo assim, alcancar diferentes 6rgdos e tecidos do hospedeiro, causando
infec¢do sistémica (Salyers et al., 2002). Estas infec¢des representam, ainda hoje, um grave
problema de satide publica, devido sua alta incidéncia e gravidade, principalmente em areas
subdesenvolvidas do mundo, onde as condigdes de higiene e saneamento basico sdo ainda
precarias (Hofer e Reis, 1994; Boyle et al., 2007). Nos EUA, aproximadamente 95% das
infecgdes causadas por S. enterica sdo de origem alimentar, correspondendo a

aproximadamente 30% das mortes causadas por infecgdes deste tipo (Mead et al, 1999).

No Brasil, a salmonelose ¢ um problema muito sério especialmente devido a
qualidade precéria do saneamento basico em regides mais pobres e falta de nogdes sobre
higiene pessoal e com o manuseio de alimentos (Fernandes et al. 2006, Ghilardi et al.,

2006).

A gastroenterite pode ser causada por varias sorovariedades de S. enterica.
As 5 sorovariedades mais freqiientemente isoladas na ultima década no Brasil,
particularmente no Estado de Sao Paulo, sdo Enteritidis (67%), Typhimurium (5,2%),
L,4[5],12:1:- (5,1%), Typhi (4%) e Dublin (2,5%) (Fernandes et al., 2006).
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A dose infectante média (Dlsp) de S. enterica capaz de produzir infecgdes
clinicas ou subclinicas em humanos estd entre 10°-10'° organismos ingeridos, porém a
quantidade exata requerida varia de acordo com a sorovariedade de S. enterica e o estado
imunolégico do hospedeiro (revisado por Darwin e Miller, 1999). O processo infeccioso ¢
localizado no ileo, colon e linfonodos mesentéricos e, comumente, manifesta-se dentro de
12-72 horas apds a ingestdo de alimento contaminado, com o aparecimento de diarréia,
vOmito e dores abdominais (Santos et al., 2001). A maioria dos casos de gastroenterites
ocorre em criangas com menos de 10 anos de idade, e os sintomas tendem a ser mais

severos neste grupo, podendo a infec¢ao tornar-se sistémica.

Uma importante barreira encontrada por S. enterica no processo infeccioso,
apoOs sua passagem pelo epitélio intestinal, sdo os macréfagos da submucosa (Sano et al.,
2007). Estes detectam e internalizam o patdogeno bacteriano a fim de elimina-lo do
hospedeiro. A bactéria é capturada em vacuolos e, geralmente, morta por espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, pela acidificagdo do vacuolo, atividades de enzimas lisossomais e

peptideos antimicrobianos, dentre outros (revisado por Sano et al., 2007).

As sorovariedades de S. enterica, capazes de causar infec¢do sistémica,
invadem os macrofagos, através de macropinocitose, ¢ entdo ativam mecanismos de
viruléncia que permitem a evasdao das funcdes microbicidas do fagocito, permitindo a
sobrevivéncia e replicagdo no ambiente intracelular (Alpuche-Aranda et al., 1994,
Sales, 2007). A migracdo de macrofagos infectados para outros oOrgdos do sistema

monocitico fagocitario facilita a disseminagao da bactéria no hospedeiro.

1.4- Salmonella e Vacinas

A busca por uma vacina efetiva contra a febre tiféide compde um importante
capitulo na historia da Microbiologia. Varias estratégias e formula¢des vacinais foram
testadas tais como bactericinas, vacinas de subunidades e linhagens vivas atenuadas
(revisado por Guzman et al., 2006). O antigeno capsular Vi purificado, livre ou conjugado
com proteinas carreadoras ¢ imunogénico quando administrado por via intramuscular,
ou subcutanea, e tem se mostrado eficaz em alguns estudos (Guzman et al., 2006; Strugnell

e Wijburg, 2006). Contudo, devido a suas caracteristicas ¢ modo de administragao,
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¢ incapaz de induzir o sistema imune ao nivel de mucosa (MALT, do inglés mucosal
associated lymphoid tissue). Desta maneira, esfor¢os foram canalizados no
desenvolvimento de vacinas constituidas por linhagens vivas atenuadas, ideais para induzir
resposta imune ao nivel do MALT. De fato, a grande maioria dos microrganismos
patogénicos inicia a infec¢ao por colonizar ou invadir as mucosas organicas o que torna a

ativacdo do MALT uma prioridade na busca de vacinas efetivas (Mollenkopf et al., 2001).

A primeira vacina viva atenuada desenvolvida contra a febre tifoide ¢ composta
pela linhagem S. enterica Typhi Ty21a. Esta linhagem foi obtida por mutagénese quimica
da linhagem parental Ty2 (Germanier e Fiirer, 1983). Esta vacina oral ¢ segura, mas devido
a sua grande atenuagdo, requer varias doses para induzir imunidade, que freqiientemente ¢
de curta duracdo (Guzman et al., 2006). Além disso, as causas da atenuagdo ndo estdo
totalmente elucidadas, uma caracteristica pouco desejavel para uma linhagem vacinal.
Nao obstante, a linhagem Ty21a compde a nica vacina viva atenuada contra a febre tifoéide
licenciada para uso em humanos, comercializada com o nome de Vivitof pela Bernabiotech

Ltd da Suica.

Os resultados alcangados com a linhagem Ty2la levaram varios grupos de
pesquisa em biotecnologia a construirem novas linhagens vacinais de S. enterica, contendo
delecoes em genes alvo especificos que atenuaram a viruléncia. Adicionalmente,
essas linhagens apresentam wuma caracteristica fundamental para vacinas vivas,
a estabilidade da atenuacdo, uma vez que a mesma foi alcangada por delecao de um ou mais
genes (revisado por Guzman et al., 2006). Esses mutantes foram construidos inicialmente
em S. enterica Typhimurium, devido a disponibilidade do modelo murino de infecgao,
sendo as mutagdes promissoras transferidas para linhagens de S. enterica Typhi, muitas
vezes a propria Ty2 (revisado por Guzman et al., 2006). Sendo assim, linhagens AaroA,
AaroC, AaroD de S. enterica, deficientes na via biossintética dos aminoacidos aromaticos
(revisado por Tacket et al., 1997), mutantes Acya Acrp, incapazes de expressar adenilato
ciclase e o receptor para cAMP (Tacket et al., 1997), mutantes phoP-phpQ (Hohmann
et al., 1996) entre outros, foram construidos e demonstraram-se imunogénicos, apesar da
atenuacdo da viruléncia. No entanto, com freqiiéncia, testes em voluntarios humanos

indicaram a ocorréncia de bacteremia e/ou a necessidade de varias doses para a indugdo de
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imunidade (Guzman et al., 2006; Strugnell e Wijburg, 2006). De fato, diversos estudos tém
demonstrado o desafio de se ajustar o grau de atenuacdo da linhagem vacinal para, de um
lado, ndo comprometer a resposta imune e de outro, ser livre de efeitos colaterais.
Desta forma, apesar de todos os esforcos, ainda ndo existe uma formulagdo vacinal

totalmente efetiva na proteg¢ao contra a febre tifoide.

A capacidade de invadir, sobreviver e proliferar no interior de macréfagos,
polimorfonucleares e células dendriticas, aliada a disponibilidade de mutantes atenuados
fazem de S. enterica um excelente carreador de antigenos a células do sistema imune.
Assim, linhagens atenuadas de S. enterica podem ser manipuladas geneticamente de tal
forma a expressar antigenos heterdlogos, construindo-se linhagens vacinais multifatoriais.
Diferentes antigenos derivados de outras bactérias, virus, fungos, e demais parasitas e
mesmo de células de mamifero foram expressos em linhagens vacinais de S. enterica.
Estas linhagens foram capazes de induzir resposta imune protetora ndo somente contra a
Salmonelose, mas também contra o organismo doador do antigeno heterélogo (Cheminay e
Hensel, 2007; Kwon et al., 2007; Loessner et al., 2007; Mahoney et al., 2007; Atkins et al.,
2006). Uma caracteristica fundamental de tais linhagens ¢, além da impossibilidade de
reversao da atenuagdo, discutida anteriormente, a capacidade de expressar o antigeno

heter6logo de forma estavel e em quantidades suficientes para induzir o sistema imune.

No inicio, a clonagem e expressao de antigenos em S. enterica eram alcangadas
através da utilizagao de plasmidios carregando genes de resisténcia a antibidticos (Cardenas
e Clements, 1992). Alguns estudos demonstraram, no entanto, que na auséncia de pressoes
seletivas, tais plasmidios eram instaveis e, portanto, perdidos apds poucos ciclos de
replicagdo in vivo (Céardenas e Clements, 1992; Dunstan et al., 2003) ou até mesmo durante

o cultivo in vitro (Everest et al., 1995).

Para resolver tais problemas, estratégias como a utilizacdo de promotores
induzidos in vivo no controle de expressio do antigeno (Cheminay e Hensel, 2007;
Marshall et al., 2000), construcdo de sistemas letais balanceados (Curtiss et al., 1990;
Everest et al., 1995), ou a integracdo do gene heter6logo no cromossomo de S. enterica

(Hone et al., 1988; Strugnell et al., 1990; Everest et al., 1995) foram descritos.
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1.5- THF e o nucledide bacteriano

Bactérias contém proteinas do tipo histona-like que compdem o nucledide
bacteriano juntamente com o DNA cromossomico. Diferente das histonas de eucariotos,
as “histonas” bacterianas parecem ndo formar com o DNA complexos andlogos aos
nucleossomas (Thanbichler e al., 2005). Dentro deste grupo encontram-se 12 proteinas
bacterianas que foram descritas como histone-like ou nucleoid-associated (Mangan et al.,
2006). Dentre as proteinas desta categoria, as mais bem estudadas sio HU, FIS, IHF,
HNS e DPS (Drlica, 1997; Mangan et al., 2006, Croinin e Dorman et al, 2007).

A proteina IHF ¢ um heterodimero sendo composta pelas subunidades o
(IHF-o) e B (IHF-B), que s3o polipeptidios termoestaveis presentes na célula bacteriana em
quantidades eqliimolares e codificados pelos genes himA e himD, respectivamente.
A expressdo de IHF ¢ aumentada na fase estacionaria do crescimento bacteriano e varios
genes importantes para a sobrevivéncia bacteriana nesta fase estdo sob o controle positivo
do mesmo (Ishihama, 2000). Apesar de apresentar menor afinidade de ligacdo ao DNA se
comparada a outras proteinas ligantes de DNA, IHF desempenha importante funcao
biologica (Ali et al., 2001). IHF impde ao DNA curvaturas de aproximadamente
180° (Lorenz et al., 1999), sendo essa habilidade capaz de induzir importantes alteragdes
topoldgicas relevantes a organizagao do nucledide (Thanbichler ef al., 2005), funcionando

assim como co-fator em numerosos processos regulatorios (Goosen e van de Putte, 1995).

1.6- O sistema de recombinacido A Red

Em bactérias entéricas, a obtencdo de recombinantes utilizando moléculas
lineares de DNA é um evento altamente raro, devido a instabilidade da molécula de DNA
linear, que uma vez no interior da célula ¢ rapidamente degradada pela atividade de
nucleases (ExoV) do sistema de recombinacdo RecBCD. Para contornar esse problema,
normalmente sdo usados mutantes ou condi¢des que inibem ExoV (Figueroa-Bossi et al.
2001). Entretanto, essa metodologia ndo ¢ muito eficiente para promover a recombinacao
de fragmentos de DNA gerados por PCR no genoma bacteriano (Figueroa-Bossi et al.
2001). Para contornar esta dificuldade, sistema baseado no uso da maquinaria de
recombinag¢do do bacteriofago A (o sistema A Red) foi recentemente proposto por Datsenko

e Wanner (2000).
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Datsenko e Wanner (2000) descreveram a construcdo ¢ o emprego de um
sistema baseado em A Red na constru¢do de linhagens mutantes de bactérias entéricas.
Este sistema ¢ composto pelo plasmidio pKD46, e por plasmidios assessdrios, utilizados na

construcdo de cassetes de recombinacao por PCR (Datsenko ¢ Wanner. 2000).

O sistema de recombinacao A Red do bacteriéfago A inclui 3 genes: v, B e exo
(todos presentes no plasmidio pKD46), que codificam respectivamente Gam, Bet e Exo.
Gam inibe o sistema ExoV do hospedeiro, enquanto Bet ¢ Exo promovem a recombinagdo
de fragmentos lineares no DNA alvo (Datsenko e Wanner. 2000). Os plasmidios
assessorios contém genes de resisténcia a antibiéticos (Km® ou Cm®) flanqueados por sitios
FRT (FLP recombinase recognition targets), formando o moédulo de recombinagao. Assim,
estes plasmidios sdo utilizados na criagdo do cassete de recombinagdo. Para a geracdo do
cassete de recombinacdo, seqiiéncias de aproximadamente 30 pb homologas ao gene alvo
sdo geradas nas extremidades desse mddulo por PCR. Assim, o cassete de recombinacao
nada mais ¢ do que o modulo flanqueado por seqiiéncias homologas ao gene alvo. Para a
geracdo de mutantes, o plasmidio pKD46 ¢ transformado na linhagem hospedeira e os
transformantes sdo submetidos a eletroporagdo com o cassete de recombinagdo.
A expressao dos genes v, B € exo ird inibir a degradacdo da fita linear de DNA e permitir a
recombinacdo do cassete a partir do reconhecimento das seqiiéncias FRT.
Esta recombinacao obedece a homologia de DNA conferida pelas seqiiéncias flanqueadores
de tal forma que a recombinagdo ira envolver somente seqiiéncias homologas.
Os recombinantes sdao entdo selecionados utilizando as marcas de resisténcias carreadas
pelo médulo de recombinacao. Essas construgdes permitem uma subseqiliente remogao do
cassete de resisténcia pela FLP recombinase expressa por um gene plasmidial, no caso o
plasmidio pCP20. Desta forma, ¢ possivel construir dele¢des ou inser¢des de genes em

bactérias entéricas, utilizando fragmentos de DNA lineares, gerados por PCR.

O sistema de recombinagdo A Red foi utilizado com sucesso na construgdo de
mutagdes em E. coli (Datsenko e Wanner, 2000), Salmonella (Ho e Slauch, 2001),

Klebsiella (Jane et al., 2001), entre outros.
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2- OBJETIVOS
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Este trabalho teve por objetivo central a constru¢do de mutantes nulos de
S. enterica para os genes (himA e himD) codificadores de IHF (Integration host factor) com
o intuito de desenvolver linhagens atenuadas quanto a viruléncia, mas capazes de causar

infec¢do transitdria e induzir o sistema imune de forma efetiva.

Os objetivos especificos foram: (1) avaliar a sobrevivéncia intracelular dos
mutantes; (2) avaliar a resisténcia das linhagens mutantes a radicais reativos de oxigénio e
nitrogénio; (3) determinar a dose letal média (DLsy), estabelecendo uma comparagdo entre
as linhagens mutantes e selvagens; (4) verificar o comportamento de mutantes

ihf introduzidos em diferentes gendtipos.
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3.1- Meios de cultura e antimicrobiano.
3.1.1- Meio MEM

O meio de cultura para células animais, meio MEM, foi utilizado segundo

indicagdo fornecida pela NUTRICELL® (Campinas - SP).

3.1.2- Meio Luria Bertani (LB) (Sambrook e Russell, 2001)

Triptona (DifCo)......eevvieiiiiiieieiecee e 10% (w/v)
Cloreto de S6dio(Merck)........ccveeveerieriienieeieenieeeeen 10% (wW/v)
Extrato de Levedura (Difco)........ccoveeeveeecieeeiieenne. 5% (w/v)
Agua destilada/deionizada q.8.p.......ccoveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. (v)

3.1.3- Meio Luria Bertani - Agar (LA)

Para o preparo do meio LB-dgar foram adicionados de 1,5 a 2% (w/v) de agar
bacteriologico (Difco®) em meio LB. Apds o preparo, o meio de cultura foi esterilizado,

em autoclave, a 121°C, durante 20 minutos.

3.1.4- Meio SOB (Ausubel et al. 2003)

Triptona (DifCo)......ueeiiiiiiiiinieeeee 2% (W/v)
Extrato de levedura (Difco).......c.cccevvveevvieeiieeennen, 0,5% (w/v)
NaCI (MErCK)....uvvieiiieeiiieeiee et 10 mM
KCI (MErCK)...ooouiieiieeiieiiecieeieeceeeee e 2,5 mM
Agua destilada/deionizada q.S8.p.......ccoveeveeeeeereeeereeeeeen. (v)

Este meio foi esterilizado, por autoclavagem, conforme descrito anteriormente.
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3.1.5- Meio SOC

Extrato de Levedura (DifCo)........cooouieiiiiiiiiniiiieeeeeee e 0,5% (w/v)
Triptona. (DIfCO)...c.uieriiieiieiieeie et st 2,0% (w/v)
NACT (MEICK)...vieuvieiieeiieeiie ettt ettt ettt ettt ve et essseeseeesbeeseessseesaesnsaens 10 mM

KCT (METCK)..tieiit ettt ettt ettt e e e e e e e aaeeenaeeennaeeens 2,5 mM
MECL2 (MEICK). ..ttt ettt ettt e 10 mM

MES O (IMEICK)..etieiieee ettt ettt et 10 mM

GLICOSE (IMEICK)...uvvieiiiieeeiiie ettt ettt et et e et eeta e e et e e sabeeeeaseeeeaneean 20 mM
Agua destilada/deionizada quS.Pe.......oveeeeeeeeeeeeeeeeeeceeeeee e (v)

Este meio foi esterilizado por autoclavagem 121° C por 20 minutos.

3.1.6- Meio Agar Mac Conkey

O meio de cultura utilizado foi o da formulagdo fornecida pela Oxoid®

(Cambridge, UK).

3.1.7- Meio minimo (Ausubel et al. 2003)

Meio M9 [5X]

NazHPO 4 (METCK)...eiiiiiiiieeeee ettt 30g
KHoPO4 (METCK) . 15¢g
NHACT (MEICK)...uviiiiiiieiiee et e 5g
NACT (MEICK)...eieivieiieeiieiieeie ettt ettt enne 2,5¢
CaCly (METCK)..uuiiiiiieeiie et 15mg
Agua destilada/deionizada q.S.p........covvveveeveemieeeerseeeereeennns 989 mL
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Esta solugdo foi esterilizada, por autoclavagem, conforme descrito

anteriormente.
Diluir os sais em agua destilada/deionizada esterilizada para 1X:

Adicionar 1 mL de solu¢do MgS0O4.7H,0O 1M e 10 mL de solucdo de glicose
20%. Volume final de 1000 mL.

3.1.8- Meio minimo - 4gar (Ausubel et al. 2003)

O meio minimo-agar foi preparado adicionando-se 2% de agar bacteriologico

ao meio minimo (Ausubel et al.2003).

3.1.9- Antimicrobianos

Os antibioticos ampicilina  (100pg/mL), cloranfenicol  (25ug/mL),
kanamicina(50pg/mL), estreptomicina (50 pg/mL), tetraciclina (50 pg/mL) e gentamicina
(50 pg/mL), quando requeridos, foram utilizados nas concentragdes descritas em Sambrook

e Russell (2001).

3.2- Solucoes

3.2.1- Tampao Salina Fosfatada (PBS) 0,01 M

Cloreto de SOAI0......cceiviiiiriiiieieeeeeceee e 8,00g
KCL e 0,20g
KHoPO 4ot 0,02g
NaHPO4 . 12H20...ccuiiiiiiiiiiieeieeeecceseee e 2,89¢g
Agua destilada/deionizada..q.s.p......cccoovveveeveereerererennn. 1000,00mL

Esta solugdo foi esterilizada, por autoclavagem, conforme descrito

anteriormente.
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3.2.2- Solucdo de ATV (Associacao Tripsina-Versene)

A solugao utilizada foi fornecida pela NUTRICELL® (Campinas-SP).

3.2.3- Solucgao Penicilina - Estreptomicina

Peniciling G POtASSICA . .uuueeeeeeeeeeeeee e eeeee e 60.000.000 U
EStreptomiCING. ... .ceecviieeiiieeiiee et 60g
Hanks 1X esterilizado........cooeeeeeiieiiiiiiiiieeeeeeene 6000mL

A solugao foi a da formulacdo fornecida pela NUTRICELL® (Campinas-SP).

3.3- Marcador de peso molecular para acidos nucléicos

O marcador de peso molecular padrao utilizado foi o GeneRuler™ 1kb DNA

Ladder (Fermentas®, Sao Paulo-SP).

3.4- Termociclador e Taq DNA polimerase

As Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas no termociclador
MJ Research PTC- 200 (Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Waltham, MA).
Para minimizar a ocorréncia de erros foi utilizada enzima Taq DNA polimerase de alta

fidelidade (Invitrogem®, Sao Paulo-SP).

3.5- Linhagens bacterianas selecionadas para mutagénese

Neste estudo foram selecionadas duas linhagens selvagens de S. enterica,
uma sorovar Typhimurium (ST662) e outra, a variante I, 4,[5],12:1.-. (STi607), que fazem
parte da colecdo do Laboratorio de Genomica e Biologia Molecular (Instituto de Biologia -
UNICAMP), isoladas de pacientes com quadro clinico de salmonelose que deram entrada

no Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto (Sales, 2007).
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As amostras selecionadas foram estocadas em glicerol 2,5 M, segundo
protocolo descrito por Sambrook e Russelll (2001). Por tratar-se de linhagens selvagens,
a nomenclatura adotada para cada uma foi aquela designada por Sales (2002).

Sendo denominadas STi607 (variante I 4,5,12:1) e ST662 (S. enterica Typhimurium).

3.6- Teste de sensibilidade a antimicrobianos das linhagens de S. enterica

Foram testadas a susceptibilidade das linhagens selecionadas para ampicilina,
kanamicina, cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina. Para isso, foi utilizado o método de

microdilui¢do conforme descrito pelo CLSI (CLSI, 2005).

3.7- Mutagénese
3.7.1- Sistema utilizado para mutagénese

A mutagénese dos genes himA e himD foi obtida pelo sistema A Red conforme
descrito por Datsenko ¢ Wanner (2000). Este sistema ¢é constituido das linhagens e

plasmidios demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1- Linhagens bacterianas com seus respectivos plasmidios pertencentes ao sistema

A Red.
Linhagem Plasmidio Referéncia

BT340 pCP20 Datsenko e Wanner, 2000
BW25113 ---- Datsenko e Wanner, 2000
BW25141 ---- Datsenko e Wanner, 2000
BW25141 pKD3 Datsenko e Wanner, 2000
BW25141 pKD4 Datsenko e Wanner, 2000
BW25141 pKD13 Datsenko e Wanner, 2000
BW25113 pKD46 Datsenko e Wanner, 2000
BW26513 ---- Datsenko e Wanner, 2000
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3.7.2- Extracao e purificagao de plasmidios

Do estoque a -80°C foi retirada uma amostra de cada cepa, descrita do item
3.7.1, contendo os plasmidios. A linhagem BW25113/pKD46 foi semeada em meio
LB 4gar contendo ampicilina (100ug/mL); BW25141/pKD3 e BT340/pCP20 foram
semeadas em meio LB 4gar contendo ampicilina (100pg/mL) e cloranfenicol (25pg/mL);
BW25141/pKD4 ¢ BW25141/pKD13 semeadas em meio LB agar contendo ampicilina
(100pg/mL) e kanamicina (50 pg/mL).

Foram feitas algumas modifica¢des no protocolo sugerido pelo fabricante do kit
para extracdo e purificacdo de plasmidios para a extracdo de pKD46 e pCP20. Para esses
plasmidios, a temperatura de incubacdo utilizada foi 30°C, uma vez que tais plasmidios
conttm origem de replicagdo termo-sensivel. Apos a extracdo, os mesmos foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% (Sambrook e Russelll, 2001).

3.7.3- Iniciadores utilizados para gerar os cassetes de recombinacao

Os iniciadores para essa metodologia sdo compostos de 2 partes continuas,
sendo a primeira uma seqiiéncia de aproximadamente 40 bases homologas ao gene alvo e a
segunda 20 bases homologas a uma regido presente nos plasmidios pKD3, pKD4 e pKD13.
(Datsenko e Wanner, 2001).

As regidoes de homologia com o gene himA e himD foram selecionadas com
base na seqiiéncia do banco de dados do projeto Genoma S. enterica (NC 003197)
(Washington University, St. Louis, USA) e escolhidas de modo que fossem proximas aos
codons de iniciagdo e terminacdo do gene. A regido utilizada para amplificar a seqiiéncia
contida no plasmidio foi selecionada através do programa Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), baseado na seqiliéncia do
plasmidio pKD3 (AY048742) (Datsenko e Wanner, 2001). Desse modo, foram desenhados

os iniciadores himA-f, himA-r, himD-f e himD-r, descritos na Tabela 2.
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Tabela 2- Seqiiéncia dos iniciadores utilizados para mutagénese

Iniciador Seqiiéncia Referéncia
himA-f 5’- GCGCTTACAAAAGCTGAAATGTCAGAATATCTGTTTGATAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC — 3 Este estudo
himA-r 5’- CGCAATACACCCTGATGGATGTTATGCCTGGATCTGATTACATATGAATATCCTCCTTAGTTC — 3° Este estudo
himD-f 5" - CAGCCAATTTGCCTTTAAGGAACCGGAGGAATCATGACCAAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC — 37 Este estudo
himD-r 5" - TTTTTCGGGTTCAAGTTTTGCGTTAAAACTTAACCGTAAATCATATGAATATCCTCCTTAGTTC - 3’ Este estudo

Os iniciadores foram sintetizados por Integrated DNA Technologies,
Inc.(IDT, Coralville - IA, USA) na escala de 100 nmoles.

3.7.4- Construcao do cassete de recombinagdo por PCR

Para a construgdo do cassete de recombinagdo, foram utilizados os iniciadores
descritos anteriormente, para a amplificacdo de uma regido do plasmidio pKD3. As reagdes
foram realizadas em volume final de 50 pL contendo 20 pmol de cada iniciador, 20 a 30 ng
de DNA plasmidial, ImM de cada dNTP, 2U de Taq DNA polimerase e 2 mM de MgCl,

em tampao apropriado provido com a enzima.

Para a reacdo de PCR, o DNA plasmidial foi desnaturado por aquecimento a
94°C por 2 minutos, ¢ a amplificacao realizada em 35 ciclos constituida dos seguintes
passos: (1) desnaturagdo a 94°C por 30 segundos; (2) “anelamento” a 56°C por
30 segundos; (3) extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Procedeu-se uma extensao
final por 5 minutos. O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%

(Sambrook e Russell, 2001).

3.7.5- Transformagdo das linhagens de S. enterica Typhimurium com o plasmidio

pKD46

A transformacdo das linhagens selecionadas com o plasmidio pKD46 foi
realizada por eletroporagdo, seguindo protocolo descrito em Ausubel et al. (2003).
O eletroporador (Eletroporador Bio Rad. Gene Pulser II, Hercules - CA, USA) foi ajustado
para 1,5 KV, 25 uF e 200 ohms. Para tal finalidade, foram utilizadas cubetas de 0,1 cm.
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Apo0s 2 horas de incubagdo em meio SOC, as amostras submetidas a eletroporacdo foram
plaqueadas em meio LB agar provido de ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 30°C

durante a noite.

Das colonias crescidas foram selecionadas trés de cada linhagem, para a
continuidade do experimento, sendo denominadas linhagem STi607/pKD46 e linhagem
ST662/pKD46. As linhagens selecionadas foram estocadas em glicerol 2,5M segundo
protocolo proposto por Sambrook e Russell (2001).

3.7.6- Troca alélica dos genes himA e himD pelo cassete de recombinacao

Para a etapa de recombinagdo génica foram utilizadas as linhagens
STi607/pKD46 e ST662/pKD46, como descrito anteriormente, € o cassete de recombinagdo
gerado por PCR.

O preparo das células competentes foi feito partindo-se de um pré-inéculo em
tubo de polipropileno de 15 mL contendo 5 mL de meio LB com ampicilina (100 pg/mL),
que foram incubados durante a noite a 30°C sob agitacdo (150 rpm). Desta cultura, foram
retirados 0,4 mL que foi inoculado em 40 mL de meio LB com o mesmo antibidtico,
na mesma concentragdo ¢ lmM de L-arabinose (Sigma), usado como indutor da expressao
dos genes v, B, e exo, sendo esta nova cultura crescida a 30°C sob agitacdao (150 rpm) até
atingir D.O.¢p0 de 0,7. Os frascos foram resfriados em banho de gelo por 15 minutos e,
entdo, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos a 5000g (4°C). O precipitado foi
ressuspendido em 4 mL de agua deionizada esterilizada previamente resfriada a 4°C e
centrifugado novamente nas mesmas condi¢des. Esta etapa de lavagem foi repetida 3 vezes.
O sedimento formado ap6s a ultima lavagem foi ressuspendido em 400 pL de glicerol 10%
gelado (Sambrook e Russell, 2001) e distribuido em aliquotas de 90 pL em tubos de

microcentrifuga.

Foram selecionados 3 tubos contendo as aliquotas aos quais foram adicionados
10 pL do produto gerado pela PCR; estes foram colocados em banho de gelo por 1 minuto.

O eletroporador foi ajustado para 1,5 KV, 25 uF e 200 ohms e as amostras eletroporadas e
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recolhidas em meio SOC, onde foram incubadas a 37°C por 2 horas e posteriormente
plaqueadas em meio LB-dgar provido de cloranfenicol (25pug/mL). As placas foram
incubadas durante a noite a 37°C. Das colonias crescidas, foi selecionada uma de cada
linhagem para a continuidade do experimento, sendo denominadas linhagens
STi607himA:cat, STi607himD:cat, ST662himA:cat e ST662himD:cat. As colonias
selecionadas foram estocadas em glicerol 2,5M segundo protocolo proposto por Sambrook

e Russell (2001).

Devido a sua origem de replicagdo termo-sensivel, o plasmidio pKD46 ¢

perdido durante o crescimento a 37°C.

3.7.7- Elimina¢do do gene cat de resisténcia ao antimicrobiano

Para a elimina¢do do gene de resisténcia ao antimicrobiano, foram utilizadas
células competentes preparadas das linhagens STi607himA:cat, STi607himD:cat,
ST662himA:cat e ST662himD:cat, como descrito anteriormente, ¢ o plasmidio pCP20.
A eletroporagdo foi feita conforme descrito anteriormente e as transformantes selecionadas
em placas de LB-agar com ampicilina (100pg/mL). As placas foram incubadas durante a
noite a 30°C. Das colonias crescidas foi selecionada uma de cada amostra, sendo
denominadas STi607AhimA, STi607AhimD, ST662AhimA e ST662AhimD. Estas linhagens
foram estocadas em glicerol 2,5M como descrito anteriormente (Sambrook e Russell,

2001).

3.7.8- Detecgao e caracterizacao das mutacdes em himA e himD por PCR
3.7.8.1- Deteccdo do gene cat

O gene cat (chloramphenicol acetyl transferase) nas mutantes de S. enterica foi
inicialmente detectado por PCR. Foi desenhado um par de iniciadores internos a este gene,
tendo-se como base a seqliéncia do plasmidio pKD3 (AY048742) (Datsenko e Wanner,
2001) e constituinte do cassete de recombinacao. Estes foram desenhados com o software
Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Estes iniciadores sdo

mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3- Seqiiéncia dos iniciadores utilizados para detec¢ao do gene cat

Iniciador Sequéncia Referéncia
cmDT - f 5" - GAACTTCGGAATAGGAACTTCA - 37 Este estudo
cmDT -r 5" - TGTGACGGAAGATCACTTCG -3’ Este estudo

As reacdes foram realizadas em volume final de 50 puL contendo 20 pmol de
cada iniciador, 20 a 30 ng de DNA genoénico de cada transformante, ImM de cada dNTP,
2U de Taq DNA polimerase ¢ 2 mM de MgCl, em tampdo apropriado provido com a

enzima.

Para a reagdo de PCR, o DNA gendmico foi desnaturado por aquecimento a
94° C por 2 minutos e a amplificacdo realizada em 35 ciclos constituida dos seguintes
passos: (1) desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; (2) “anelamento” a 55°C por
30 segundos; (3) extensdao a 72°C por 1 minuto. Procedeu-se uma extensao final por
5 minutos. O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%

(Sambrook e Russell, 2001).

3.7.8.2- Detecgdo das mutagdes por iniciadores externos aos genes himA e

himD

Foram construidos dois pares de iniciadores externos aos genes himA e himD
para a deteccdo de sua mutagénese (Tabela 4). Esses foram desenhados com o software
Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi), baseado na seqiiéncia

de S. enterica Typhimurium LT2 (NC_003197).

Tabela 4- Seqiiéncia dos iniciadores externos aos genes himA e himD

Iniciador Sequéncia Referéncia
himADT - f 5- TTGCGGAGGGTTATAAGAGC — 3’ Este estudo
himADT - r 5- GCGTGATTTTACGGTGGGTA-3’ Este estudo
himDDT - f 5- GTTTCGGCCTGTAATCAAGC-3’ Este estudo
himDDT -r 5- TTTTCGGTCGAATAGCGTTT-3" Este estudo
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3.7.9- Caracterizacao das mutagdes por Seqiienciamento de DNA

O seqiienciamento de nucleotideos foi feito utilizando o Kit ET Terminator e o
Seqiienciador MegaBace (GE Healthcare Life Science), seguindo-se a metodologia descrita
pela Rede Nacional de Seqiienciamento (BRGENE) para Mycoplasma sp (Vasconcelos
et al., 2005).

Para montagem dos contigs foi utilizado o programa ChromasPro versao 1.34
(http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html). As seqiiéncias foram preparadas,
alinhadas e comparadas entre si e com seqiiéncias de Typhimurium depositadas no banco

de dados, para verificar a ocorréncia de mutagdes.

3.8- Transdu¢ao com bacteriofago P22

Este passo foi realizado uma vez que a selecdo de recombinates de S. enterica
por eletroporagdo muitas vezes seleciona para linhagens contendo LPS incompletos que sao
mais facilmente transformaveis, mas sdo muito mais sensiveis ao sistema imune e

incapazes de estabelecer uma infec¢do sistémica em camundongos.

As linhagens STi607himA:cat, STi607himD:cat, ST662himA:cat e
ST662himD:cat foram incubadas em 3 mL de meio LB com cloranfenicol (25 pg/mL) por
8 horas a 37° C, quando 1 mL de solugdo contendo o bacteriofago P22 (5x10° pfu/mL) foi

adicionado. O indculo com P22 foi incubado durante a noite a 37°C e agitagdo de 150 rpm.

No dia seguinte, a cultura foi centrifugada por 2 vezes a 10000g por 5 minutos e
o sobrenadante recolhido. Ao sobrenadante foram adicionadas 3 gotas de cloroférmio.

A solucao foi armazenada a 4°C.

As linhagens STi607 e ST662 foram crescidas em meio LB até que atingissem
D.O.¢00 igual a 0,7 e entdo em 100 pL dessa cultura foram adicionados 10 uL de suspensdo
de P22 de tal forma que a linhagem STi607 foi incubada com particulas de P22 proveniente
de culturas de STi607himA:cat ou STi607himD:cat e ST662 incubada com P22 de
ST662himA:cat ou ST662himD:cat. As culturas foram, entdo, incubadas por 20 minutos a
37° C, para a adsor¢do do bacteriofago e semeadas em LB-agar contendo cloranfenicol.

Estas novas culturas foram incubadas a 37°C durante a noite.
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No dia seguinte, algumas colonias foram selecionadas e testadas por PCR

usando os iniciadores para deteccdo do gene cat, nas condigdes descritas anteriormente.

3.9- Caracterizacao dos mutantes himA e himD de S. enterica
3.9.1- Testes Fenotipicos
3.9.1.1- Curva de crescimento in vitro

As linhagens STi607AhimA, STi607AhimD, ST662AhimA e ST662AhimD
foram inoculadas em 5 mL de meio LB e incubadas a 37° C durante a noite. No dia
seguinte, 1 mL do in6culo foi adicionado a 100 mL de meio LB e a nova cultura incubada a
37°C sob agitagdo (150 rpm), sendo retiradas aliquotas a cada hora, durante seis horas.

De cada aliquota foi medida a densidade optica em comprimento de onda 600nm (D.O.¢00)

O experimento foi realizado 2 vezes e uma média desses valores calculada,

sendo utilizadas no preparo de graficos para melhor visualizagdo e andlise dos resultados.

3.9.1.2- Resisténcia das linhagens transformantes a Reativos Intermediarios do

Nitrogénio

A resisténcia das linhagens mutagenizadas bem como das selvagens a radicais
intermediarios do nitrogénio foi testada pela capacidade de crescimento destas na presenca
de nitrito de s6dio em meio acidificado (NSA), o qual gera intermedidrios reativos do

nitrogénio, incluindo &cido nitroso e 6xido nitrico (Lu et al,1999).

Para tanto, foram adicionados 20 pL de cultura em fase estacionaria em dois
tubos contendo 2mL de meio LB, pH 5,0, sendo que um deles continha nitrito de sddio
20mM (Stuehr et al., 1989; Taylor et al., 1927). Os isolados foram incubados a 37°C sob
agitacdo (200rpm). Amostras dessas culturas foram coletadas nos tempos 0, 3 e 6 horas,
e diluigdes foram plaqueadas em meio McConkey para determinacdo da CFU. As colonias
foram contadas no dia seguinte, e a razao de sobrevivéncia de S. enterica determinada nos

diferentes tempos, comparando-se com a CFU do controle sem nitrito de sodio.
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3.9.1.3- Resisténcia das linhagens transformantes a Reativos Intermediarios do

Oxigénio

A resisténcia a morte pelos intermedidrios reativos do oxigénio (ROI) esta
associada com o aumento da viruléncia em S. enterica Typhimurium (De Groote et al.,

1996).

A resisténcia dos diferentes isolados a ROI foi testada pela capacidade de
crescimento das amostras na presenga de paraquat (N,N'-Dimethyl-4,4'- bipyridinium
dichloride). Esse composto ¢ facilmente reduzido a ifons reativos gerando radicais

superoxidos que reagem com lipidios ndo-saturados da membrana. (Sales, 2007).

As linhagens bacterianas foram inoculadas em 3 mL de meio LB e incubadas
durante a noite a 37°C sob agitacdo (200rpm). Uma aliquota de 100uL do indculo foi
semeada em 10 mL de meio LB e a cultura incubada a 37° C sob agitacdo (200rpm) até
atingir D.O.¢p0 igual a 0,7, quando foram feitas dilui¢cdes seriadas até a quantidade de
10° bactérias/mL, que foram inoculadas em placas de meio minimo (Sambrook e Russell,
2001). A resisténcia das bactérias ao perdxido de hidrogénio foi analisada conforme
descrito por De Groote et al. (1996). Brevemente, discos de papel de filtro foram
impregnados com 30ul de paraquat 1,9% e colocados no centro de placas de meio minimo
j& inoculadas com as linhagens bacterianas. As culturas foram incubadas durante a noite a
37°C e os diametros das zonas inibitorias foram medidos em centimetros e os valores

utilizados na confecgdo de graficos.

3.9.1.4- Sobrevivéncia em Fase Estacionaria de Crescimento

Para testar a capacidade de sobrevivéncia das linhagens recombinantes a falta
de nutrientes, estas foram inoculados em 3mL de meio minimo (Sambrook e Russell, 2001)
e incubados a 37°C, sob agitacdo (200 rpm). Apo6s 1 e 6 dias de crescimento, aliquotas
foram retiradas, diluidas e plaqueadas em meio MacConkey (Oxoid, Cambridge, UK) para
determinagdo da CFU. A razdo de sobrevivéncia, apds seis dias de incubagdo,

foi determinada e comparada com a obtida ap6s um dia de cultivo (Sales, 2007).
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3.9.1.5- Teste de Motilidade

A motilidade de cada linhagem foi testada quanto a sua capacidade de
crescimento € movimentagcdo em meio semi-solido. Para tanto, foi feito um pré-indculo das
linhagens a serem testadas e as culturas incubadas durante a noite a 37°C sob agitagdo
(200 rpm). No dia seguinte, a quantidade de 10uL destas culturas foram inoculadas em
forma de ponto, com o auxilio de uma ponteira, no centro de placas de meio LB
semi-solido (Sambrook e Russell, 2001). Estas foram incubadas a 37°C, por 24 horas,

e os diametros das colonias medidos.

3.9.1.6- Ensaio de Sobrevivéncia Intra-macrofagica

A capacidade de S. enterica sobreviver e replicar em fagocitos do hospedeiro ¢
uma caracteristica essencial para viruléncia (Fields et al., 1986). A sobrevivéncia
intra-macrofagica foi medida conforme descrito por Lu ef al (1999). Para este experimento,
foram utilizados macrofagos da linhagem J774A.1, cultivados como descrito em Meringhi
et al. (2005) e as linhagens STi607, STi607AhimA, STi607AhimD, ST662, ST662AhimA e
ST662AhimD.

Amostras das monocamadas de células foram coletadas, lisadas nos tempos
0, 3 e 6 horas. Aliquotas foram plaqueadas em meio MacConkey (Oxoid) e incubadas a
37°C durante a noite. No dia seguinte, as colonias foram contadas para a determinagdo da
CFU. Os resultados das linhagens recombinantes foram comparados as suas respectivas

selvagens.

3.9.1.7- Teste de adesao e invasao em células HeLa e HEp-2
3.9.1.7.1- Preparo das linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas mutantes construidas neste estudo, bem como as
linhagens selvagens utilizadas como controles, foram semeadas em meio LB e incubadas

por 18 horas a 37°C.
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3.9.1.7.2- Preparo das células HeLa e HEp-2

A metodologia utilizada foi a descrita por Scaletsky ef al. (1984), com algumas
modificacdes. As células foram cultivadas em microplacas (Falcon, USA) com 24 pogos
em estufa a 37°C, com atmosfera controlada de CO, contendo 1 mL de meio MEM,
em cada pogo, acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (50% penicilina
e 50% estreptomicina). A cada poco foi adicionada previamente uma laminula redonda
esterilizada com 13 mm de didmetro. O crescimento das monocamadas foi acompanhado
pela observagdo apds 24 e 48 horas em microscopio invertido. A cultura foi considerada
ideal para o teste quando as células apresentavam cerca de 50%, ou mais, de confluéncia da

monocamada, e baixa refringéncia, sem deslocamento.

3.9.1.7.3- Adesao

A metodologia utilizada foi a descrita por Nakazato (2006). Brevemente, apos a
formag¢ao da monocamada celular, as laminulas foram lavadas 3 vezes com tampao PBS
esterilizado e em cada orificio foi adicionado 1,0 mL de meio Eagle contendo 2% de soro
fetal bovino. Em seguida, 40 pL de meio LB contendo as linhagens crescidas por 18 horas
a 37°C, foram adicionados a cada pogo. A microplaca foi incubada por 3 horas a 37° C e,
apos este periodo, lavada 10 vezes com 1,0 mL de PBS 0,01 M (pH 7,4), por pogo.
As laminulas foram fixadas com metanol por 10 minutos e coradas com May-Grunwald
(10 minutos) e Giemsa (10 minutos). Apds a coloracdo, estas foram observadas em

microscopio Optico em objetiva de imersao.

3.9.1.7.4- Invasao de cé¢lulas HelLa e HEp-2

O ensaio da invasao em células cultivadas “in vitro” foi realizado como
descrito por Sansonetti et al. (1986). As células foram cultivadas da mesma forma que a
realizada no teste de adesdo, porém sem as laminulas. Um volume contendo

aproximadamente 10’ bactérias (determinado através da escala de Mac Farland) diluido em
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caldo LB foi adicionado aos pogos contendo 1 mL de meio MEM com 10% de SFB e as
placas incubadas a 37°C por 90 minutos. Apods esse periodo, o meio de cultura foi
descartado e as células lavadas 10 vezes com PBS 0,01 M (pH 7,4) acrescido de
gentamicina (50 ug/mL). Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio MEM (gentamicina
50 ug/mL), em cada poco, e as placas incubadas a 37°C por uma hora. Apds este periodo,
o meio de cultura foi descartado, as células lavadas trés vezes com PBS (pH 7.4).
Em seguida, o tapete celular foi lavado novamente repetidas vezes, e para o descolamento e
lise celular, foi adicionado 0,5 mL de deoxicolato de sdédio na concentragdo de 0,5%. Apds

o descolamento, diluigdes seriadas foram realizadas e plaqueadas em meio MacConkey.

As placas foram incubadas a 37° C durante a noite, colonias foram contadas e
os numeros de CFU obtidos com as linhagens mutantes comparados com os obtidos com as

linhagens selvagens.

3.9.1.8- Determinagao da Dose Letal (DLsy) intraperitonial em camundongos

Para determinacdo da DLsy intraperitonial, as amostras STi607, STi607AhimA,
STi607AhimD, ST662, ST662AhimA e ST662AhimD foram cultivadas em meio LB-glicose
2% a 37°C, sob agitacdo (200 rpm), durante a noite. No dia seguinte, 0,2mL destas culturas
foram inoculados em 20mL de meio LB-glicose e incubado a 37°C sob agitacdao (200rpm)
até que atingissem D.O.go0 igual a 0,7. As células foram sedimentadas por centrifugacdo
(5000g por 5 min) e lavadas no mesmo volume de tampao salina-fosfato (PBS, pH 7,4).
Este passo foi repetido uma segunda vez e o sedimento ressuspenso em PBS (0,2 mL).
Diluigdes seriadas foram preparadas em PBS e usadas para infectar camundongos BALB/c
fémeas de 6 a 8 semanas. As diluigdes foram plaqueadas em meio McConkey-agar
(Oxoid, Cambridge, UK) para a determinacdo da CFU. Os camundongos foram infectados
via intraperitonial com 0,1ml das suspensdes bacterianas com seringas de 1 mL e agulhas
0,45mm de diametro. Foram inoculadas doses que variaram, em escala logaritmica de base
10, de 10° a 10> CFU/mL, sendo utilizados trés camundongos por dilui¢do. Os animais

foram acompanhados por 30 dias ap6s o indculo.

O calculo da DL50 foi feito com o emprego do programa MAI que utiliza o

método de “Moving Average Interpolation” (Welkos e O'Brien, 1994).
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3.9.1.9- Desafio via inoculagdo intraperitonial

Considerando os resultados de atenuacdo das linhagens STi607AhimA,
STiA607himD, ST662AhimA e ST662AhimD, foram conduzidos experimentos para
verificar se camundongos inoculados com doses nao letais desses mutantes adquiriam
resisténcia quando desafiados com doses letais da linhagem selvagem por via
intraperitoneal. Para isso, as linhagens foram cultivadas e processadas conforme descrito
anteriormente. Dilui¢des seriadas foram preparadas em PBS e usadas para infectar
camundongos BALB/c fémeas de 6 a 8 semanas, como descrito anteriormente.
Foram injetadas por via intraperitoneal duas doses de 10%, 10° ou 10* CFU de cada mutante
himA e 104, 10° ou 10° dos mutantes himD, com intervalo de 15 dias entre cada dose.
Como controle, animais foram injetados com PBS. Para comparag¢do, animais foram
também inoculados com doses sub-letais (10> ¢ 10*) da linhagem selvagem. Dez dias ap0s a
segunda dose, os animais foram desafiados com 10* CFU das linhagens selvagens STi607 e
ST662, e a sobrevivéncia foi acompanhada ao longo de 30 dias de experimento.

Foram utilizados trés animais por tratamento.

3.9.1.10- Determinagdo da Dose Letal (DLsy) por via oral em camundongos

Para determinagdo da DLsy por via oral, as linhagens STi607AhimA,
STi607AhimD, ST662AhimA e ST662AhimD foram cultivadas e processadas como descrito
anteriormente na “Determina¢do da Dose Letal (DLs) intraperitonial em camundongos”,
porém o indculo foi feito via oral utilizando agulha de gavagem modelo IC800 (INSIGHT,

Ribeirdo Preto-SP, Brasil).

A quantidade de bactérias inoculadas variou de acordo com cada grupo, sendo
variaveis, em escala logaritimica de base 10, de 10" 4 10* CFU/mL, sendo utilizados cinco

camundongos por dilui¢do. Os animais foram acompanhados por 30 dias apds o inoculo.

O calculo da DLs foi feito com o emprego do programa MAI que utiliza o

método de “Moving Average Interpolation” (Welkos e O'Brien, 1994).
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3.9.1.11- Desafio via oral

A capacidade de desencadear resposta imune contra S. enterica foi testada em
dois momentos: No primeiro, os animais foram imunizados com uma unica dose de
S. enterica e desafiados 28 dias apos a mesma, sendo as doses de imunizagdo dos mutantes
para o gene himA iguais a 10°, 10° ¢ 10* CFU e para himD 10’, 10° ¢ 10° CFU. Em um
segundo experimento, animais foram imunizados oralmente com duas doses das linhagens
mutantes nos dias 0 e 14 e desafiados com a linhagem selvagem no 28° dia apds a primeira
dose. A dose (CFU) utilizada foi de 10’ para os mutantes de himA e 10° para himD,
doses estas estabelecidas a partir dos resultados da DLsy. Os animais foram desafiados com

doses de 10° CFU/mL de linhagem ST662 ¢ 10’ CFU/mL de STi607.

Para estes experimentos, foram utilizados 7 camundongos Balb/C fémeas com
5 semanas de vida, por grupo. Os animais foram acompanhados por 30 dias apds o desafio

e avaliados quanto a sua sobrevivéncia

As linhagens STi607, STi607AhimA, STi607AhimD, ST662, ST662AhimA e

ST662AhimD foram cultivadas como descrito anteriormente.

3.9.2- Testes Genotipicos

Além da caracterizacdo molecular das delecdes em himA ou himD, as linhagens
mutantes de S. enterica foram caracterizadas quanto a presenca de alguns fatores de
viruléncia, para descartar a ocorréncia de recombinagdes e/ou delegdes em genes

importantes na patogenicidade.

3.9.2.1- Detecgdo da presenca de genes de viruléncia em S. enterica

A detecgdo de alguns genes de viruléncia de S. enterica, cuja PCR ja estd bem
estabelecida na literatura, foi realizada por esta técnica. A presenga dos seguintes genes de

viruléncia foi pesquisada: de invasdo (invE/A) e de multiplicagdo in vivo (spvC),
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este ultimo presente no plasmidio de viruléncia. Os iniciadores estao descritos na Tabela 5.
Foram testadas as linhagens STi607, STi607AhimA, STi607AhimD, ST662, ST662AhimA e
ST662AhimD.

Tabela S5- Iniciadores utilizados na deteccdo de alguns genes responsdveis pela

patogénicidade de S. enterica.

Iniciador Sequéncia Referéncia

invE/AF 5'"-TGCCTACAAGCATGAAAT GG-3' Stone et al., 1994
invE/AR 5"AAACTGGACCACGGTGA AA-3' Stone et al., 1994
SpvCF 5"-ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA-3’ Guerra et al., 2000
SpvCR 5°*-TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA-3’ Guerra et al., 2000
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4- RESULTADOS
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4.1- Selecio e caracteristicas biolégicas das linhagens de Salmonella enterica

As linhagens de S. enterica selecionadas para este trabalho foram isoladas de
coproculturas de pacientes apresentando sinais clinicos e sintomas de infeccao
(Sales, 2002). Por tratar-se de linhagens pertencentes a colecdo de nosso laboratorio,
respeitamos a nomenclatura estabelecida por Sales (2002), que as caracterizou quanto a
caracteristicas de patogenicidade. Desta forma, as linhagens selecionadas foram STi607

(S. enterica 14,[5],12:1:-) e ST662 (S. enterica Typhimurium ).

No teste de sensibilidade a antimicrobianos (CLSI, 2005) pudemos observar
uma Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) inferior a 10ug/mL para os antimicrobianos
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina e MIC num intervalo de
10-25 pg/mL para kanamicina, para ambas as linhagens de S. enterica. Este teste indicou
que plasmidios com marcas de resisténcia a ampicilina e ao cloranfenicol poderiam ser
utilizados. No entanto, os dados de MIC para kanamicina sugeriram a ndo utilizacdo desta
marca de resisténcia. Esta avaliacao nos orientou na escolha da marca de resisténcia a ser

utilizada na sele¢do de mutantes de S. enterica.

4.2- Mutagénese e caracterizacao das mutacoes
4.2.1- Extracao e purifica¢ao dos plasmidios

Os plasmidios pertencentes ao sistema A Red foram submetidos a protocolo de
extracdo plasmidial e o perfil avaliado por eletroforese em gel de agarose 0,8% (dados ndo
mostrados). O perfil plasmidial observado corresponde como da literatura (Datsenko e
Wanner, 2000): pCP20 (9,8 Kbp), pKD3 (2,8 Kbp), pKD4 (3,2 Kbp), pKD13 (3,4) ¢
pKD46 (6,0 Kbp).

4.2.2- Construcdo do cassete de recombinacao por PCR

Os iniciadores himA-f, himA-r, himD-f e himD-r foram utilizados para
amplificar uma regido de aproximadamente 1,2 Kbp (Figura 1) do plasmidio pKD3.
A regido amplificada foi utilizada para compor o cassete de recombinacdo com os genes

himA e himD, respectivamente. Por amplificarem a mesma regido do plasmidio molde,
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ambos os cassetes de recombinagao possuem o mesmo tamanho. Desta forma, na Figura 1
estd demonstrado apenas o cassete de recombinacdo gerado por PCR utilizando os

iniciadores himA-f e himA-r.

Controle Negativo

himA:cat

1500 bp
1000 bp

Figura 1- Gel de agarose 1% mostrando o Cassete de recombinagdo gerado por PCR
utilizando os iniciadores himA-f e himA-r. O produto de PCR utilizando os
iniciadores himD-f e himD-r apresenta o mesmo perfil eletroforético e por isso

ndo ¢ demonstrado.

4.2.3- Construgdo das linhagens mutantes himA e himD de S. enterica

As duas linhagens de S. enterica foram eletroporadas com o plasmidio pKD46.
A presenca deste plasmidio foi avaliada pela anélise do perfil plasmidial por eletroforese
em gel de agarose (dados ndo mostrados). As linhagens foram entdo eletroporadas com os
fragmentos lineares himA:cat ¢ himD:cat. Clones recombinantes foram selecionados em
placas de LB com cloranfenicol (25ug/mL). Os clones Cm' foram incubados a 42°C para a
eliminacao do plasmidio pKD46 sendo caracterizados posteriormente para a sensibilidade a

ampicilina, conforme descrito em Datsenko e Wanner (2000).
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4.2 4- Caracterizacdo da mutagénse em himA e himD

Apos a obtengdo de clones de S. enterica Cm'/Amp®, contendo o gene cat
inserido no genoma, foram feitas analises moleculares no sentido de demonstrar a delecdo

dos genes himA ou himD.

4.2.5- PCR para detecgao do gene cat

Os iniciadores cmDTf e cmDTr foram utilizados em uma andlise inicial para

detectar a presenca do gene cat ap6s a mutagénse de himA e himD em S. enterica.

Esta PCR amplifica um fragmento de 891bp (Figura 2).

1000 bp
750 bp

Figura 2- Gel de agarose 1% mostrando o produto de amplificacdo por PCR do gene cat
presente  em  STi607AhimA:cat,  STi607 AhimD:cat,  ST662AhimA:cat,
ST662AhimD:cat com os iniciadores cmDTf e cmDTr. Observa-se que as
linhagens STi607 e ST662 ndo apresentaram amplificacdo para esse gene.

Todas as linhagens mutantes apresentaram o mesmo perfil eletroforético.
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4.2.6- Detecgao dos cassetes de recombinagao nas amostras recombinantes

Alguns clones Cm'/Amp® foram avaliados por PCR utilizando iniciadores

externos aos genes himA e himD, conforme o esquema da Figura 3.

himADTT g ;
gene himA ou himD
himDDT{
— ~ = -~
Ap—
himADTr
—_— himDDTr
~— — *Spum—
b
gene cal
—
| —
—
sitio FRT

Figura 3- Esquema demonstrando a delecdo dos genes himA e himD e a posi¢ao dos

iniciadores himADTTf, himADTr, himDDTf e himDDTr.

Os resultados da mutagénese de himA e himD para alguns clones estdo
demonstrados na Figura 4. A amplificacdo utilizando os iniciadores himADTf e himADTr
geraram fragmentos de 600 pb em himA selvagem, 1500pb em himA:cat ¢ 300 pb em
AhimA (Figura 4A). Os fragmentos gerados pelos iniciadores AimDDTf e himDDTr foram
de aproximadamente 480 pb para a linhagem selvagem, 1400 no mutante himD:cat e 200pb
em AhimD (Figura 4B). Desta forma, os genes himA e himD foram mutados em ambas
linhagens (607STi e 662ST), porém por apresentarem o mesmo padrdo de bandas somente

o produto de PCR da linhagem STi607 foi apresentado.

A remocdo do cassete de resisténcia envolve a introdu¢do do plasmidio pCP20
que codifica a recombinase FLP. Da mesma forma que pKD46, o plasmidio pCP20 tem
origem de replicacdo termo-sensivel e deve ser eliminado por choque térmico a 42°C

(Datsenko e Wanner, 2000).
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Controle Negativo
STi607himA
STi607himA: cat
STi607ARimA

=
o

1500bp

1000bp
750bp

500bp

250bp

Controle Negativo
STi607himD
STi607himD: cat
STi607AhimD

PM

1500bp
1000bp
750bp

500bp

250bp

Figura 4- Mutagénese dos genes himA e himD nas linhagens de S. enterica 607STi.
A) Gene himA; B) Gene himD.
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A remocao do cassete de resisténcia envolve a introduc¢ao do plasmidio pCP20
que codifica a recombinase FLP. Este procedimento foi feito para 607STi. O mesmo
procedimento foi utilizado para os demais mutantes. Da mesma forma que pKDA46,
o plasmidio pCP20 tem origem de replicagdo termo-sensivel e deve ser eliminado por

choque térmico a 42°C (Datsenko e Wanner, 2000).

4.2.7- Seqiienciamento de DNA e montagem de “contigs”

As linhagens selvagens ST662 e STi607, assim como as linhagens mutantes,
foram submetidas ao seqiienciamento das regides himA e himD para melhor caracterizar a
mutagénse destes genes. O resultado do seqiienciamento esta demonstrado para STi607 e
STi607AhimA (Figuras 5 e 6 respectivamente). Para melhor visualizagdo, foram destacadas
em cores as regides preservadas e removidas de himA. Na Figura 6 foram destacadas as
localizagdes dos iniciadores utilizados para gerar o cassete de recombinacgdo. As diferencas
entre algumas bases das seqiiéncias obtidas e as depositadas em bancos de dados foram

devido a erros de leitura durante o sequenciamento.

»>8Ti6075F well B0O3 RunOl Cimarron 3.12 450
CAAGAGCAAGGATTAGAGAGAAGAGAGATGCGCACGNCGCTAAAATGTGT
AGCGGCATTAAAAGAGCGATTCCAGGCATCATTGAGGGATTGAACCTATG
GUGUTTACAAAAGCUCTGAAATGTCAGAATATCTCGTTTGATAAGCTTGGCT
TAAGCAAGCGGGGATGGCAAAGAACTGGTTGAACTGTTTTTCGAAGAGAT
COGTCGTGCTCTGGAAAA CGGTGAGCAGGTGAAATCCTACTGGTTTTGGT
AACTTCGATCTGCGTATAAAATCAACGTCCGGGGUGTAACCCGAACAACG
GTTGAAGATATACCTATTA CAGCACGGAGUCCGTGGTGACCATTCAGACCC
GGGACAGAAGTTACAAGAGCCGGGTCGAAAACGCTTCGUCACAAAAGAAGA
GTAATCAGATCCAGGCATAAACATCCATCAGGGTGTINATTGCGGCAGAA
TACGCTGCCAATCCCCGAAAGTTGATCAGCGGGATGACAGCTTAATATTA
TCAGCCCTGAAAAATGACCCGTATAACT

Figura 5- Locus himA de STi607 seqiienciado com os iniciadores himADTf ¢ himADTr.
Em amarelo a regido que foi preservada e em cinza a regido removida por troca
alélica com o cassete de recombina¢do. Nao confundir o esquema de cores com

a delecdao de himA. No caso da linhagem selvagem STi607, o gene himA esta

intacto.
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>3Ti607AhimAF well D03 RunOl Cimarron 3.12 264
ACAGACCCCACGGNNNTANAGAAAGAGGAGCATTGCCGCCNACGTCGTTA
AATGTGTAGAGGCATTAAAAGAGCGATTCCAGGCATCATTGAGGGATTCG
AACCTATGGCGCTTACAAAAGCTGAAATGTCAGAATATCTGTTGTGATA

GGAATAGGAACTAACGGAGGATATTCATATGTAATCAGATUCCAGGC
ATAACATCCATCAGGGTGTATTGCGGCAGATACGCTGONTATCCCGAAAG
TAGATCAGCGGGATGACAGCGTATTTGTCAGCCTGAAAATGACCCGTATA
ACTAAAAAGGCCGCACTTGGTNCTTTCAA

Figura 6- Locus do gene himA de STi607AhimA seqiienciado com os iniciadores himADTf
¢ himADTr. Em amarelo a regido que foi preservada, em azul a posicdo do
iniciador himAf e em verde do iniciador himAr. A regido em vermelho

corresponde aos sitios FRT presentes no cassete de recombinagdo. Notar a

auséncia da seqiiéncia interna do gene himA, em cinza na Figura 5.

4.3- Caracterizaciao das linhagens recombinates
4.3.1- Caracterizagao fenotipica

Para caracterizarmos alguns fenétipos, das linhagens mutantes, associados a
viruléncia bacteriana, realizamos uma bateria de ensaios in vitro e comparamos oS

fenotipos que poderiam contribuir para viruléncia in vivo.

Os mutantes derivados de S. enterica 4,[5],12:i:- e Typhimurium foram

comparados com as respectivas linhagens selvagens, utilizadas como padrao.

4.3.1.1- Curva de crescimento in vitro

Neste ensaio de crescimento in vitro, aliquotas foram retiradas a cada hora,
durante um periodo de 6 horas e a D.O.40 medida. O experimento foi realizado trés vezes e

a média das leituras em cada hora foi avaliada em gréfico.

A Figura 7 representa a curva de crescimento das linhagens STi607,
STi607AhimA e STi607AhimD. Podemos observar que a linhagem STi607AhimA apresenta
um crescimento um pouco mais lento que STi607 porém as diferengcas foram

estatisticamente significativas (P < 0,05). Quando observamos o crescimento de
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STi607AhimD em relacdo a selvagem, a diferenca ¢ notavelmente grande no periodo
observado também com P < 0,05. Contudo, ao longo do tempo, todas as linhagens chegam

a fase estacionaria de crescimento. (ndo demonstrado no grafico).

Curva de crescimento in vitro das
linhagens STi607

1.6
1.4
1.2
S 1 —e—STi607
g 0.8 1 — = STi607AhimA
a 0.6 1 STi607AhimD
0.4 -
0.2 -
0

Figura 7- Curva de crescimento in vitro das linhagens STi607, STi607AhimA e
STi607AhimD. Ambas as linhagens mutantes apresentaram diferengas
estatisticamente significantes (P<0,05) em relacdo ao tempo de crescimento

quando comparadas a linhagem STi607.

As linhagens ST662AhimA e ST662AhimD apresentam crescimento bastante
parecido, porém mais lento quando comparados a linhagem selvagem ST662 (Figura 8).
A diferenca encontrada entre o crescimento de ST662AhimA e ST662AhimD ndo foi
estatisticamente significativos (P < 0,05), porém ambos os mutantes apresentaram
significativa diferenca em termos de crescimento em relagdo a ST662 (P < 0,05), para o
intervalo de crescimento analisado. Da mesma forma que observado para as linhagens
selvagens e mutantes de STi607, a linhagem ST662 e os mutantes chegam a fase

estacionaria de crescimento (ndo demonstrado no grafico).
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Curva de crescimento in vitro das
linhagens ST662

_
AN A
|

—e—ST662
—m—ST662AhimA
ST662AhimD

D.0.600

0.4
0.2

Horas

Figura 8- Curva de crescimento in vitro das amostras ST662, ST662AhimA e
ST662AhimD, demonstrando diferenga significativa (P < 0,05) entre o

crescimento das linhagens mutantes em relacdo a selvagem.

4.3.1.2- Resisténcia dos mutantes a Reativos Intermediarios do Nitrogénio

(RNI)

As linhagens STi mutantes e a selvagem apresentaram sensibilidade igual aos
Reativos Intermediarios do Nitrogénio (RNI). Apds 3 horas de cultivo na presenca de NSA
(Nitrito de So6dio em meio Acidificado), todas as linhagens apresentaram reducao proxima
de 50% no nimero de células quando comparado ao indculo inicial. Apds 6 horas de
cultivo, todas as culturas ndo apresentavam células vidveis. Na Figura 9 observamos uma
comparagdo, em termos de porcentagem relativa, o decréscimo do ntimero de CFU ao
longo do tempo. Apds um periodo de crescimento de 6 horas nao hd uma diferenca
significativa (P < 0,05) em termos de sobrevivéncia nas condic¢des testadas entre STi607,

STi607AhimA e STi607 AhimD.

Resultados

58



Porcentagem relativa de sobrevivéncia das
Linhagens STi em presenca de RNI

120

100 | \
E s —e— STiB07
g 60 STiB07AhIMA
§ 1 —a— STiB07AhImD
5 40 -
o

20 |

0 A

TO T3 T6

Figura 9- Crescimento da linhagem STi607 e mutantes himA e himD nos tempos 0, 3 e
6 horas na presenga de reativos intermediarios de nitrogénio. Nao observa-se
diferenga estatisticamente significativa (P < 0,05) entre STi607 e os mutantes

STi1607AhimA e ST1607AhimD.

A Figura 10 demonstra a taxa de sobrevivéncia das linhagens ST na presenca de
NSA. Neste experimento, observa-se uma diferenga significativa (P < 0,05) entre
ST662AhimD e as demais linhagens ST ja em 3 horas de cultivo e persistindo ao longo do
experimento. Diferenca de menor magnitude também foi observada quando se compara
ST662AhimA com ST662. Estes dados indicam que mutantes de ST662 nulos para himA e

particularmente #imD, apresentam resisténcia aumentada a radicais reativos de nitrogénio.
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Porcentagem relativa de sobrevivéncia das
Linhagens ST em presenca de RNI
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Figura 10- Crescimento da linhagem ST662 ¢ mutantes ST662AhimA e ST662AhimD nos
tempos 0, 3 e 6 horas na presenga de reativos intermediarios de nitrogénio.
Observa-se uma diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) entre ST662

e os mutantes ST662AhimA e ST662AhimD.

4.3.1.3- Resisténcia a Reativos Intermediarios do Oxigénio (ROI)

Na Figura 11A observa-se que a linhagem STi607AhimD apresentou maior
sensibilidade ao paraquat quando comparada com STi607. Testes estatisticos demonstraram
que tais diferengas sdo estatisticamente significativas (P < 0,05). STi607AhimA nao
apresentou diferenca significativa em relagdo a linhagem selvagem quanto a resisténcia ao

paraquat.

Nao foram observadas diferengas significativas quanto a resisténcia ao paraquat

(1,9%) entre ST662 e as linhagens mutantes (ST662AhimA e ST662AhimD) (Figura 11B).
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A Sensibilidade das linhagens STi aos ROI
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B Sensibilidade das linhagens ST aos ROI
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ST662 ST662AhimA ST662AhimD

Figura 11- Diametro do halo de inibi¢do observado para a linhagem STI607 e mutantes
STi607AhimA e STi607AhimD (A) e para ST662 ¢ mutantes ST662AhimA ¢
ST662AhimD (B) Diametro do halo de inibi¢do em culturas crescidas na
presenga de paraquat (1,9%). Diferencas estatisticamente significativas

(P <0,05) foram observadas apenas entre STi607 e STi607AhimD.
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4.3.1.4- Sobrevivéncia em Fase Estacionaria de Crescimento

A capacidade das linhagens mutantes de S. enterica sobreviverem em meio com
escassez de nutrientes foi testada avaliando-se as variagdes em CFU destas linhagens na
fase estacionaria de crescimento, comparando-se os dados com os valores de CFU obtidos
com as linhagens selvagens. Em ambos os casos, independente da sorovariedade
(ST ou STi), mutantes himA e himD foram capazes de sobreviver nessas condigdes
igualmente as linhagens selvagens. Assim, as diferengas observadas ndo foram

estatisticamente significantes para P < 0,05 (Figura 12).

Persisténcia em Fase estacionaria de Crescimento

1.00E+08
1.00E+07 ~
1.00E+06 -
1.00E+05 ~
1.00E+04 ~
1.00E+03 ~
1.00E+02 ~
1.00E+01 ~
1.00E+00 -

 Dia 1
@ Dia 6

CFU/mL

STi607
STi607 AhimA
STi607 AhimD

ST662

ST662 AhimA
ST662AhimD

Figura 12- Crescimento das linhagens ST662, STi607 e mutantes himA e himD até a fase
estaciondria de crescimento inicial (1 dia) e tardia (6 dias) avaliado através da
determinagdo da CFU. Os valores referem-se a trés repeti¢des. O desvio padrao
de cada linhagem estd indicado. As diferencas ndo foram estatisticamente

significativas (P < 0,05) para nenhuma das linhagens.

4.3.1.5- Teste de Motilidade

Apds 24 horas de crescimento o didmetro de cada colonia foi medido e os
valores lancados em graficos (Figuras 13 e 14). As barras em cada coluna indicam o desvio

padrao encontrado em cada amostra. Nao foram encontradas diferencas significativos entre
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as linhagens mutantes e suas respectivas selvagens quando a motilidade, nas condigdes

testadas (P <0,05).

Teste de Motilidade Linhagem STi

0,7
0,6

—H

05
04 |
0,3 |
0,2 |

Diametro da coldnia

0,1

STi607 STi607AhimA STi607AhimD

Figura 13- Diametro médio de colonias da linhagem STi607 e mutantes himA e himD apos
24 horas de crescimento. As linhagens foram crescidas em meio semi-s6lido
LB. Os valores referem-se a trés repeti¢des e o desvio padrdo esta indicado para

cada linhagem. Nao foram observadas diferengas significativas para P < 0,05.
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Teste de Motilidade Linhagem ST

i

Diametro da coldnia

ST662 ST662AhimA ST662AhimD

Figura 14- Diametro médio de colonias da linhagem ST662 e mutantes himA e himD apos
24 horas de crescimento. As linhagens foram crescidas em meio semi-solido
LB. Os valores referem-se a trés repeticdes e o desvio padrao estd indicado para

cada linhagem. Nao foram observadas diferengas significativas para P < 0,05.

4.3.1.6- Ensaio de Invasdo e Sobrevivéncia em Macrofagos

A capacidade de invadir e sobreviver no interior de macréfagos ¢ um fator
muito importante para a viruléncia de Salmonella enterica. Dessa forma, a invasdo e
sobrevivéncia das linhagens mutantes himA e himD foram testadas utilizando cultura de
células de macrofagos J774A.1 e os valores obtidos foram comparados com as linhagens
selvagens. Quando comparadas as linhagens selvagens, nenhuma das linhagens mutantes
apresentou diferenca significativa (P < 0,05) quanto a essas caracteristicas (Figuras 15A e

15B).
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A Invaséao de células J774A1 pelas linhagens STi
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Figura 15- Invasdo e sobrevivéncia intracelular em células J774A.1 exibidos pelas
linhagens STi607, ST662 e os respectivos mutantes himA e himD (Painéis A e
B, respectivamente). Os valores referem-se a CFU obtida logo apos (T0), 2
horas (T2) e 4 horas (T4) de invasdo celular. Este experimento foi realizado
em triplicata e o desvio padrao referente a estas repeticdes esta indicado.

As diferencas observadas nao foram estatisticamente significativas (P < 0,05).
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4.3.1.7- Teste de adesao e invasdo em cé¢lulas HelLa e HEp-2
4.3.1.7.1- Adesao

A adesdo celular ¢ um passo muito importante no processo de colonizacao
(Ly e Casanova, 2007). A interacdo com a célula hospedeira é o primeiro passo para a sua
colonizagdo. Quando comparadas com as respectivas linhagens selvagens, quanto a
capacidade de adesdo em células HeLa, as linhagens mutantes ndo apresentaram diferenga
significativa, demonstrando igual capacidade de aderir nessas células (dados nao

mostrados).

4.3.1.7.2- Invasao de células HeLa e HEp-2

A infeccdo por S. enterica inicia-se através da invasdo e proliferacao em células
do epitélio intestinal (Ly e Casanova, 2007). A capacidade de invadir células
nao-fagocitarias esta diretamente relacionada a genes presentes na Ilha de Patogenicidade I
(Gerlach et al., 2007). Sendo assim, foi testada a capacidade de invasdo das linhagens
selvagens e mutantes em células ndo fagocitarias HeLa (Figura 16 A e 16 B) e HEp-2
(Figura 17 A e 17 B). Nao foram encontradas diferengas significativas (P < 0,05) entre a

capacidade de invasao das linhagens mutantes comparadas com as respectivas selvagens.
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Invasao das linhagens STi em Células HelLa
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Figura 16- Invasao de células HeLa pelas linhagens selvagens STi607 e ST662 e mutantes
himA e himD. Nas colunas a esquerda observa-se a CFU inoculada e a direita a
CFU recuperada ap6s 3 horas de invasdo. A) Linhagem STi607 e mutantes.
B) Linhagens ST662 e mutantes. As diferencas observadas ndo foram

estatisticamente significantes para P < 0,05.
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A Invasao das linhagens STi em células HEp-2
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Figura 17- Invasao de células Hep-2 pelas linhagens selvagens STi607 e ST662 e mutantes
himA e himD. Nas colunas a esquerda observam-se, CFU inoculada e a direita a
CFU recuperada apds 3 horas de invasdo. A) Linhagem STi607 e mutantes.
B) Linhagens ST662 e mutantes. As diferengas observadas ndo foram

estatisticamente significativas para P < 0,05.
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4.3.2- Caracterizagao genotipica: Deteccao da presenga de genes de viruléncia em

S. enterica

Ambos os genes, de invasdo (invE/A) e de multiplicacdo in vivo (spvC), foram
identificados tanto nas linhagens selvagens quanto nas linhagens mutantes (dados nao

mostrados) indicando que ap6s a mutagénese as linhagens nao perderam os mesmos.

4.4- Atenuacao e proteciao no modelo murino
4.4.1- Determinacao da Dose Letal (DLs) intraperitonial em camundongos

Os valores de DLsp, em camundongos inoculados pela via intraperitonial,
calculados pelo método “Moving Average Interpolation” (Welkos e O’Brien, 1994)
sdo demonstrados na Tabela 6. Observa-se que a DLsy das amostras selvagens ficaram em
torno de 10° CFU enquanto das linhagens mutantes para o gene himA em torno de 10° CFU

e para os mutantes himD em torno de 10° CFU.

Tabela 6- DLs, em camundongos BALB/c inoculados pela via intraperitonial

DL, Referéncia
STi607 3.134x 10°  Este estudo
STi607AhimA  2.688 x 10°  Este estudo
STi607AhimD  8.854 x 10°  Este estudo
ST662 2.000x 10’ Este estudo
ST662AhimA  1.703 x 10°  Este estudo

4.4.2- Determinagdo da Dose Letal (DLs) oral em camundongos

Os valores de DLsy por via oral em camundongos BALB/c, calculados pelo
método “Moving Average Interpolation” (Welkos e O'Brien, 1994) para as linhagens de
S. enterica mutantes e selvagens estdo descritos na Tabela 7. As doses selecionadas para
in6culo foram baseadas nos resultados de DLsy obtidos pela via intraperitonial de inoculo,

porém observa-se que os valores de DLs relacionados a administracdo bacteriana por via
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oral sdao superiores a DLsy por via intraperitoneal (Tabela 7), resultado este ja esperado.

As doses letais médias para ambos os mutantes ndo foram atingidas com as CFU utilizadas

no experimento, ficando superiores a 10" para himA e 10° para himD.

Tabela 7- DLsy de linhagens de S. enterica inoculadas por via oral em camundongos

BALB/c

DL50 Referéncia
STi607 2.000 x 10° Este estudo
STi607AhimA >1.4x10"  Este estudo
STi607AhimD >25x10®  Este estudo
ST662 2.400 x 10? Este estudo
ST662AhimA >25x10" Este estudo
ST662AhimD >26x10°  Este estudo

4.4.3- Desafio com as linhagens selvagens pela via intraperitonial

Apesar de S. enterica iniciar a infeccdo por aderir e invadir células da mucosa
intestinal, apds a sua ingestdo pelo hospedeiro, a imunizagdo pela via intraperitonial ¢ um
procedimento bastante util, uma vez que o patéogeno ¢ inoculado de forma sistémica no
hospedeiro, sendo que a resposta imune desencadeada e a protecdo conferida contra a
infeccdo sdo parametros importantes na avaliacdo da imunogenicidade conferida pelas

linhagens vacinais a nivel sistémico.

Na Figura 18, observa-se que 100% dos animais imunizados com doses
inferiores & DLso (10° ¢ 10* células bacterianas) da linhagem STi607AhimA, sobreviveram
ao desafio com dose letal (3.10° CFU/mL) da linhagem selvagem STi607. Os animais
imunizados com a dose com cerca de 10° células da linhagem mutante ¢ o controle
(animais inoculados com tampao PBS), morreram aproximadamente apds 10 dias de

desafiados.
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Figura 18- Desafio e sobrevivéncia de camundongos imunizados com diferentes doses da
linhagem mutante STi607AAhimA. O eixo das ordenadas indica o niimero de
animais sobreviventes ao desafio com dose letal (3.10° CFU/mL) da linhagem

selvagem (STi607) ao longo do tempo (eixo das abscissas).

A linhagem STi607AhimD nao foi capaz de desencadear uma resposta imune
efetiva com as doses ministradas neste experimento. Na Figura 19 observa-se que 33% dos
animais imunizados com as doses mais elevadas (1.10* CFU/mL) sobreviveram ao desafio.

Os demais animais morreram no décimo dia do desafio em diante.
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Figura 19- Desafio e sobrevivéncia de camundongos imunizados com diferentes doses da
linhagem mutante STi607AhimD. O eixo das ordenadas indica o numero de
animais sobreviventes ao desafio com dose letal (3.10° CFU/mL) da linhagem

selvagem (STi607) ao longo do tempo (eixo das abscissas).

Com relagdo a linhagem ST662, todos os camundongos BALB/c imunizados
com as duas doses imediatamente inferiores a DLsp (2,5.10% € 2,5.10° CFU/mL) do mutante
ST662AhimA sobreviveram ao desafio com dose letal (2.10° CFU/mL) da linhagem
selvagem (Figura 20). Grupos imunizados com doses mais baixas deste mutante
apresentaram aproximadamente 33% de sobrevivéncia, enquanto o grupo tratado com

placebo ndo apresentou sobreviventes.
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Figura 20- Desafio e sobrevivéncia de camundongos imunizados com diferentes doses da
linhagem mutante ST662AhimA. O eixo das ordenadas indica o numero de
animais sobreviventes ao desafio com dose letal (3.10° CFU/mL) da linhagem

selvagem (ST662) ao longo do tempo (eixo das abscissas).

Na Figura 21 observa-se o nimero de camundongos sobreviventes imunizados
com a linhagem ST662AhimD. Apds o desafio, todos os animais imunizados previamente
com doses imediatamente inferiores DLsy (1.10° CFU/mL) sobreviveram, enquanto os
imunizados com doses de 10* apresentaram uma taxa de sobreviventes de 33%. Os grupos

3 ~ .
com doses de 10° e PBS ndo apresentaram sobreviventes.
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Figura 21- Desafio e sobrevivéncia de camundongos imunizados com diferentes doses da
linhagem mutante ST662AhimD. O eixo das ordenadas indica o numero de
animais sobreviventes ao desafio com dose letal (3.10° CFU/mL) da linhagem

selvagem (ST662) ao longo do tempo (eixo das abscissas).

4.4.4- Desafio via oral com as linhagens selvagens

Como descrito anteriormente, camundongos BALB/c foram imunizados com
concentragdes variaveis de células das linhagens mutantes de S. enterica e a sobrevivéncia
avaliada em funcdo do tempo. Na Figura 22 observa-se que todos os camundongos
imunizados com uma unica dose de 10° ou 10° CFU da linhagem STi607AhimA
sobreviveram quando desafiados com doses letais (10’ CFU/mL) da linhagem selvagem
STi607, 30 dias apds a imunizacdo. Quando imunizados com 10* CFU de STi607AhimA,

66% dos animais sobreviveram ao desafio (Figura 22).
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Figura 22- Desafio e sobrevivéncia, em porcentagem, de camundongos BALB/c
imunizados com diferentes doses da linhagem mutante STi607AhimA.
O eixo das ordenadas indica o numero de animais sobreviventes ao desafio

com dose letal (10" CFU/mL) da linhagem selvagem (STi607) ao longo do

tempo (eixo das abscissas).

Os resultados obtidos com a linhagem STi607AhimD indicaram sobrevivéncia

de 100% dos camundongos imunizados com 10" CFU, enquanto os grupos imunizados com

10° e 10° CFU apresentaram 33% de sobrevivéncia (Figura 23).

Os grupos imunizados com a linhagem ST662AhimA, nas doses 10° e 10° CFU,

apresentaram sobrevivéncia de 66% dos animais. Na dose de 10* CFU, a porcentagem de

33% dos animais sobreviveu (Figura 24).
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Figura 23- Desafio e sobrevivéncia, em porcentagem, de camundongos imunizados com
diferentes doses da linhagem mutante STi607AhimD. O eixo das ordenadas
indica o numero de animais sobreviventes ao desafio com dose letal
(10" CFU/mL) da linhagem selvagem (STi607) ao longo do tempo (eixo das

abscissas).
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Figura 24- Desafio e sobrevivéncia, em porcentagem, de camundongos imunizados com
diferentes doses da linhagem mutante ST662AhimA. O eixo das ordenadas
indica o numero de animais sobreviventes ao desafio com dose letal
(10° CFU/mL) da linhagem selvagem (ST662) ao longo do tempo (eixo das

abscissas).

Nas imunizagdes com ST662AhimD, apenas os animais que receberam doses de
10" CFU sobreviveram ao desafio com linhagem selvagem, a uma taxa de 66%. Os demais
grupos, apesar de terem o tempo de vida prolongado, morreram apo6s 20 dias do desafio
(Figura 25). Todos os grupos onde os animais foram tratados com placebo morreram entre

0 5° e o0 10° dia apods serem desafiados com as linhagens selvagens.
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Figura 25- Desafio e sobrevivéncia, em porcentagem, de camundongos imunizados com
diferentes doses da linhagem mutante ST662AkimD. O eixo das ordenadas
indica o numero de animais sobreviventes ao desafio com dose letal
(10° CFU/mL) da linhagem selvagem (ST662) ao longo do tempo (eixo das

abscissas).
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A busca por uma vacina viva atenuada de S. enterica, para ser utilizada como
carreadora de antigenos heter6logos, com o potencial de ser utilizada na imunizacdo contra
a salmonelose e outras doengas, compde um importante capitulo da histéria da
microbiologia (revisado por Guzman et al., 2006). Para alcancgar este objetivo, optamos por
construir mutantes de S. enterica nulos para os genes himA e himD, que codificam os
polipeptideos constituintes do Fator de Integracdo do Hospedeiro (do inglés Integration
Host Factor, IHF). A expressdo de IHF ¢ aumentada na fase estaciondria de crescimento e
varios genes importantes para a sobrevivéncia bacteriana nesta fase estdo sob o controle
positivo do mesmo (Ishihama, 2000). IHF impde ao DNA curvaturas de aproximadamente
180° (Lorenz et al., 1999), sendo essa habilidade capaz de induzir importantes alteracdes
topologicas relevantes a organizagcdo do nucledide (Thanbichler et al., 2005), sendo ainda
encontrado como cofator em numerosos processos regulatorios (Goosen e van de Putte,

1995).

Desta forma, a hipotese por nos testada foi a de que mutantes de S. enterica

incapazes de produzir IHF eram atenuados com relagdo a viruléncia e imunogénicos.

Para a construcdo dos mutantes, o sistema A Red foi utilizado (Datsenko e
Wanner, 2000). Este sistema de recombinagdo homoéloga demonstrou-se uma ferramenta
muito importante em biologia molecular, no entanto, seu uso ndo ¢ trivial para a utilizagdo
com a maioria dos microrganismos. Em nosso trabalho, o tempo requerido para a sua
padronizac¢do foi de aproximadamente 10 meses. Apds a sua padronizagdo, a obtencdo de
linhagens recombinantes tornou-se muito rapida sendo muitas vezes obtidas em menos de

5 dias.

Para este trabalho, foram selecionadas 2 linhagens de S. enterica isoladas a
partir de coprocultura de pacientes com quadro clinico de salmonelose. Essas linhagens
pertencem a colecdo do Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular (Instituto de
Biologia — UNICAMP) nosso laboratério e foram caracterizadas pela Dra Ana Isabela
Lopes Sales (Sales et al., 2007). A selecdo das linhagens foi baseada na caracterizagao
fenotipica e molecular das mesmas, uma vez que ambas apresentam os fatores de viruléncia

caracteristicos de S. enterica Typhimurium sendo capazes de causar infecgdo sistémica no
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modelo murino. Dessa forma, foram selecionadas as linhagens STi607 e ST662.
A caracterizagdo quanto a sensibilidade aos antimicrobianos ampicilina, cloranfenicol e
gentamicina foi um fator muito importante para o desenvolvimento do trabalho, uma vez

que estes seriam utilizados no processo de construgdo e sele¢do das linhagens mutantes.

As linhagens mutantes foram construidas pela recombinacdo homologa, sitio
dirigida, do cassete de recombinacdo com os genes himA e himD. Esses cassetes foram
construidos por PCR, tendo como molde o plasmidio pKD3. A sele¢dao desse molde foi
baseada na presenga do gene cat, que confere aos mutantes a resisténcia ao cloranfenicol,
ao contrario da utilizagdo do plasmidio pKD4 que teria a amplificagdo do gene kan,
que confere resisténcia a kanamicina. O uso de kanamicina como fator seletivo dos
recombinantes ndo foi possivel devido a resisténcia natural a este antimicrobiano exibido

pelas linhagens de S. enterica selecionadas para este estudo.

Recentemente, Mangan et al. (2006) estudaram a expressao génica diferencial
de mutantes de S. enterica Typhimurium com delegdes nos genes himA, himD ou ambos.
A expressdo diferencial de genes foi feita por micro-arranjos. Os resultados de Mangan
et al. (2006) serviram de base para muitas das andlises realizadas com as linhagens de

nosso estudo.

O inicio da caracterizacao das linhagens mutantes foi a avaliagdo da curva de
crescimento in vitro onde foram observados os valores de DOgyo ¢ a CFU em fung¢ao do
tempo de crescimento. Neste experimento, observou-se uma clara diferenga entre as
linhagens mutantes e nas respectivas selvagens; todos os mutantes apresentaram um tempo
de crescimento aumentado. Segundo Mangan et al. (2006) mutantes de S. enterica nulos
para os genes himA e himD ndo apresentam alteracdes no tempo de crescimento.
No entanto, as linhagens utilizadas em nosso trabalho se comportaram de forma diferente,
principalmente o mutante STi607AhimD que apresentou a maior discrepancia em relagao
ao tempo de crescimento. As diferencas entre os resultados descritos por Mangan et al
(2006) e os resultados por nos obtidos podem ser devido a diferengas no genoma das
linhagens estudadas. Nossos estudos foram propositalmente realizados utilizando duas
linhagens diversas de S. enterica, pois, de fato, estudos prévios em nosso Laboratdrio

demonstraram diferengas significativas na expressao de genes entre diferentes linhagens de

Discussio

81



S. enterica, mesmo quando a mesma constru¢ao, contendo os mesmos genes “reporters” e
os mesmos promotores foram utilizados (Brandao et al., manuscrito em preparo). A questao
da influéncia das diferengas genética na resposta de S. enterica a fatores ambientais sera

abordada novamente ao longo do texto.

Microrganismos evoluiram uma variedade de estratégias para defesa contra a
toxicidade das espécies reativas do oxigénio (ROI), nitrogénio (RNI) entre outras (Lu et al.,
2002). A sobrevivéncia aos RNI e ROI ¢ essencial para o sucesso da coloniza¢do do
hospedeiro por patdgenos intracelulares (Lu et al., 2002), e com S. enterica Typhimurium

nao ¢ diferente (Lu ef al., 1999)

Quando testadas quanto a capacidade de sobreviver aos RNI, observamos que
apos um periodo de tempo prolongado, 6 horas, as linhagens mutantes de STi607 ndo
apresentaram diferenga significativa em relagdo a esta caracteristica quando comparadas a
STi607, sendo que ap6s 6 horas as CFU eram bastante baixas. O mesmo ndo ocorreu com
as linhagens ST662, visto que apoés o mesmo periodo de crescimento a linhagem
ST662AhimD apresentou significativa resisténcia aos reativos intermedidrios de nitrogénio,
comparada a ST662. At¢ o momento ndo se conhece a relagdo de IHF com a resisténcia a
esses intermediarios, no entanto, devido a diferenga encontrada entre as linhagens mutantes
STi607AhimD e ST662AhimD, podemos novamente inferir que a diferenga no genoma
bacteriano influencia de forma consideravel esta caracteristica. Desta forma, nossa hipdtese
¢ que a resisténcia aos RNI ¢ uma caracteristica polimorfica, controlada por vérios genes,
de tal forma que o comportamento frente 8 mutacdo em uma proteina ligante de DNA sera
variavel e de acordo com o conteido génico e a forma como estes sdo controlados na
linhagem bacteriana. Sendo assim, o heterodimero IHF inibe de forma direta ou indireta a
expressdo de algum gene ou genes associados a resisténcia aos RNI em S. enterica

Typhimurium ST662, o mesmo ndo acontedendo com S. enterica 1,4,[5],12:1:- STi607.

Com relacdo a sensibilidade aos ROI, a unica diferenga estatisticamente
significativa encontrada foi entre STi607AhimD e STi607, onde pode-se observar que a
linhagem mutante tornou-se mais sensivel a estes reativos. Estes resultados corroboram os
dados obtidos por Mangan er al. (2006) uma vez que estes autores observaram que

mutantes himD eram mais sensiveis ao perdxido de hidrogénio do que a linhagem
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selvagem. Por outro lado, Mangan et al. (2006) também observaram maior suscetibilidade
de mutantes himA, resultado este diferente dos obtidos em nosso estudo. No caso do
mutante STi607AhimD, esta sensibilidade pode estar relacionada ao crescimento mais lento
desta linhagem, verificada com a curva de crescimento in vitro discutida anteriormente.
Contudo, outros ensaios devem ser feitos para confirmar esta hipotese. De qualquer forma,
nossos resultados novamente atestam para a importancia do background genético na

resposta a fatores ambientais.

Os resultados dos experimentos de resisténcia aos RNI e ROI nos permitem
concluir que a atenuagdo quanto a viruléncia observada nas linhagens mutantes ndo ocorreu

em fun¢dao de uma maior sensibilidade das mesmas a estes reativos.

A habilidade de sobreviver sob condi¢des de restricdo de nutrientes contribui
para a persisténcia bacteriana, podendo ser um fator de grande importdncia para a
viruléncia (Lu et al., 1999). Apesar de IHF ser um importante fator regulatério, que modula
positiva ou negativamente certo nimero de genes, nossos resultados indicaram que
mutantes himA e himD ndo apresentam deficiéncias quanto a capacidade de persistir em
ambientes pobres, sob condi¢des de estresse nutricional, mimetizados pelo cultivo
prolongado em fase estacionaria de crescimento (6 dias). Este é um resultado nao esperado
uma vez que ITHF regula uma série de genes importantes na adaptacao a fase estacionaria de
crescimento (Mangan et al., 2006), embora parece ndo influenciar a expressdo do fator
sigma de fase estacionaria, ¢° (Mangan et al.,2006). E importante salientar que existem trés
formas de IHF, formadas pelo heterodimero HimA/HimD e pelos homodimeros
HimA/HimA ¢ HimD/HimD (Ishihama, 2000). Desta forma, a adaptacao a fase estacionaria
pode ser mediada em parte pelos homodimeros. Esta condicdo de sobrevivéncia nos
permite a inferir que a atenuacdo das linhagens mutantes ndo esta relacionada a uma menor
capacidade de sobrevivéncia sob condi¢des de estresse presentes na fase estaciondria.
Um experimento interessante a ser realizado ¢ o experimento de competi¢ao, onde uma
cultura mista contendo quantidades iguais de mutante ¢ da linhagem selvagem sao
incubados até fase estacionaria tardia e o nimero de células de cada linhagem determinado.
Neste caso, a hipdtese a ser testada ¢ se a linhagem selvagem apresenta melhor invasdo e

sobrevivéncia do que os mutantes quando submetidas a esta condi¢do adversa.
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A adesao celular ¢ a primeira etapa para a invasao e colonizagdo da célula do
hospedeiro (Lu et al, 1999). Quando testada a capacidade de adesdo em células HeLa,
ndo foram observadas diferencas significativas entre as linhagens mutantes e selvagens,

verificando-se que ambas sdo igualmente capazes de aderir nesta linhagem celular.

Foi avaliada a capacidade de invasao de células nao fagocitarias pelas linhagens
mutantes e selvagens. Foram utilizadas as linhagens celulares HeLa e HEp-2 e os mutantes
STi607AhimA, STi607AhimD, ST662AhimA e ST662AhimD, no entanto, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas em termos de invasdo entre as
linhagens mutantes e selvagens. Os mutantes STi607AhimA, STi607AhimD, ST662AhimA
e ST662AhimD nao tiveram a capacidade de invasdo nestas células afetadas, um aspecto
extremamente importante no que tange a utilizacdo desses mutantes para carrear antigenos

que requerem processamento intra-celular para a inducao de uma resposta imune efetiva.

Sobreviver no interior de macréfagos requer que a bactéria adapte-se a uma
série de reagdes adversas incluindo o estresse oxidativo, 4cido e a acdo de peptideos
cationicos, denominados defensinas (revisado por Marshall et al. 2000). A capacidade das
linhagens mutantes de sobreviverem em células do sistema imune, particularmente células
apresentadoras de antigenos, como os macroéfagos, é uma caracteristica importante e
desejavel para uma linhagem vacinal (Loessner et al., 2007). Desta forma, a capacidade de
sobrevivéncia dos mutantes no ambiente intracelular foi avaliada utilizando a linhagem de
macrofagos J774A.1 (American Type Culture Collection, Manassas,VA, USA) e apds
2 e 4 horas de infec¢cdo ndo foram observadas diferencas significativas em termos de CFU
entre as linhagens mutantes e suas respectivas selvagens. A capacidade de sobreviver
dentro dessas células animais ¢ muito importante para uma efetiva colonizagdo de

S. enterica e um efetivo estimulo do sistema imunologico (Husseini Henzel, 2005).

Novamente, os resultados de invasdo e sobrevivéncia intracelular obtidos neste
estudo sao diferentes dos relatados por Mangan et al. (2006) Essas diferencas sao
provavelmente devidas aos tipos de culturas celulares utilizados. Estes ultimos autores

utilizaram as linhagens celulares CHO e CACO-2.
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De forma coletiva, os resultados obtidos com os testes fenotipicos demonstram
que as linhagens construidas neste trabalho ndo apresentam grandes diferengas em relacao

as suas respectivas selvagens em termos de invasdo e sobrevivéncia in vivo € in vitro.

Um aspecto testado que da a essas linhagens um grande potencial de uso como
vetor vacinal ¢ a sua atenuacdo quanto a viruléncia. Quando ministradas pela via
intraperitonial, as linhagens mutantes para o gene himA apresentaram aumento da DLs, de
aproximadamente 2 logs em CFU em relagdo a linhagem selvagem, enquanto himD
apresentaram aumento de 3 logs. A atenuacdo torna-se ainda mais significativa quando as
linhagens sdo ministradas por via oral. No entanto, ndo foi estabelecida a DLsy das
linhagens mutantes por esta via, uma vez que mesmo altas doses de células ndo levaram os
animais a morte no modelo murino. Durante o experimento de DLs, por via oral, mudangas
comportamentais nos animais, compativeis com sinais e sintomas de bacteremia, tais como
prostracdo e arrepiamento dos pelos, indicaram a ocorréncia de disseminagdo sistémica das
linhagens atenuadas quando ministradas doses acima de 10’ CFU, porém o quadro era

revertido no prazo maximo de 48 horas.

Os resultados de DLs, seja por via oral ou intraperitoneal, demonstraram de
forma inequivoca que os mutantes de S. enterica apresentaram significativa atenuagdo da
viruléncia, sendo que a atenuagao por via oral aumentou em mais de 4 logs a DL50 dos

mutantes himA e em cerca de 5 logs nos mutantes himD.

Os resultados obtidos com os experimentos de caracterizacdo das linhagens
mutantes sugeriam um grande potencial para o uso como vetores vacinais. No entanto,
a capacidade de gerar resposta imune ¢ um fator crucial para tanto. O nimero de doses
requeridas para uma vacinacdo efetiva ¢ um fator muito importante para determinar a

eficiéncia de uma vacina (Negi et al., 2007).

Experimentos preliminares demonstraram que animais imunizados com duas
doses sub-letais, via intra-peritonial, apresentaram 100% de sobrevivéncia quando
desafiados com doses letais das linhagens selvagens. Esses valores indicam que as
linhagens mutantes para os genes himA e himD sdo de fato imunogénicas quando

ministradas via intraperitonial.
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Quando testadas pela via mais comum de infec¢do, a via oral, animais
imunizados com apenas uma dose das linhagens STi607AhimA, STi607AhimD,
ST662AhimA e ST662AhimD foram capazes de gerar uma resposta imune satisfatoria,
protegendo 100% dos animais desafiados com doses letais das linhagens selvagens.
Experimentos com maior niimero de animais sdo necessarios para melhor caracterizar o

potencial vacinal das linhagens desenvolvidas neste estudo.

Nosso grupo vem trabalhando ha algum tempo com a expressdo de antigenos
em linhagens vacinais de S. enterica (Brocchi et al., 1999; Covone et al., 1998;
Oliveira et al., 2007). At¢é o momento, nossos estudos utilizavam linhagens vacinais de
S. enterica previamente desenvolvidas por grupos estrangeiros. Os resultados obtidos no
presente trabalho demonstram que nossa hipdtese inicial sobre a atenuacdo da viruléncia e
imunogenicidade de linhagens mutantes himA e himD de S. enterica estava correta.
Nossos resultados apontam que tais mutantes sdo potenciais linhagens vacinais que podem
e devem ser exploradas quanto ao potencial uso no desenvolvimento de novas formulagdes
vacinais de uso humano e/ou veterindrio. Nossos dados também apontam a importancia da
variabilidade genética na resposta bacteriana a diferentes condi¢des de estresse e estimulos
ambientais e sugerem que o desenvolvimento de uma boa linhagem vacinal inicia-se com a
escolha de uma linhagem selvagem apresentando caracteristicas apropriadas para tal.
Certamente, o estudo do efeito de mutagdes introduzidas no genoma bacteriano deve ser

avaliado em ao menos duas linhagens diferentes.
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6- CONCLUSAO
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1- Mutantes de S. enterica nulos para os genes himA e himD sao atenuados quanto a viruléncia e

imunogénicos em camundongos.

2- O sistema de recombinagao homologa construido por Datsenko e Wanner (2000) demonstrou-se
uma ferramenta muito importante em biologia molecular, no entanto seu uso nao ¢ trivial
para a utilizagdo com a maioria dos microrganismos, necessitando de diversas

adaptacoes.

3- Mutagdes idénticas tanto em AimA como em himD apresentaram caracteristicas diferentes entre
as sorovariedades S. enterica 1 4,[5],12:i:- ¢ S. enterica Typhimurium. Estudos mais
aprofundados com esses mutantes devem ser feitos a fim de melhor entendimento da

sorovariedade S. enterica 1 4,[5],12:1:-.

4- STi607AhimA, STi607AhimD, ST662AhimA e ST662AhimD demonstraram-se imunogénicas
mesmo com uma Unica dose de imunizagdo, porém a resposta com outras doses ainda

deve ser estudada.

5- As linhagens mutantes de S. enterica por nds construidas, apesar de uma caracterizagao
bastante inicial para fins de desenvolvimento de um vetor vacinal, apresentaram
excelentes resultados. Novos ensaios de imunizacdo e caracterizagdo devem ser seguidos

e novos modelos animais testados, com excelentes perspectivas.
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