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The mind likes a strange idea as little as the body likes a strange protein and resists it
with similar energy. It would not perhaps be too fanciful to say that a new idea is the
most quickly acting antigen known to science. If we watch ourselves honestly we shall
often find that we have begun to argue against a new idea even before it has been

completely stated.
Wilfred Batten Lewis Trotter (1872-1939) English surgeon.
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Resumo

A bactéria Listeria monocytogenes € o agente etiolégico da listeriose, uma
doenca de origem alimentar. No grupo de risco estdo incluidos os idosos, gravidas e
doentes imunocomprometidos. Embora rara, esta doenca tem uma taxa de mortalidade
associada muito elevada (cerca de 20 a 30%). A maioria dos surtos sdo provocados
pelos serovares 1/2a, 1/2b e 4b. Entre os alimentos implicados destacam-se os produtos
l&cteos, entre 0s quais 0 queijo tem especial relevancia. No presente estudo pretendeu-se
avaliar o impacto de uma exposicdo prévia a condi¢des sub-letais de pH e sal (pH 5,5 e
3,5% (p/v) NaCl) na proteccdo das células a subsequentes condi¢cdes de stress
designadamente ao passar pelo sistema gastrointestinal. Para atingir este objectivo as
células da estirpe L. monocytogenes C882 foram submetidas a uma exposicdo de
condicdes de adaptacdo num meio de simulacdo de queijo durante 2h a 20°C e em
seguida foram transferidas para um modelo de simulacdo do sistema gastrointestinal.
Como controlo foram utilizadas células que ndo sofreram uma adaptacao prévia (pH 7,0
sem adicdo de sal). As respostas fisiologicas foram avaliadas atraves da andlise do
proteoma intracelular. Foi ainda avaliado o impacto das condi¢bes de adaptacdo na
patogenicidade desta estirpe através do modelo Galleria mellonella L.(Lepidoptera:
Pyralidae).

Os resultados obtidos evidenciam uma capacidade de sobrevivéncia no modelo
de simulacdo do sistema gastrointestinal semelhante entre as células adaptadas e nédo
adaptadas. No entanto, a analise do proteoma intracelular evidencia a montagem de
diferentes estratégias moleculares pelas células adaptadas em comparagdo com as
células ndo adaptadas. Com o modelo de G. mellonella ndo foram encontradas
diferencas significativas (P>0,05) no potencial de viruléncia entre as células adaptadas e
ndo adaptadas das estirpes C882 e Scott A. Contudo foi possivel verificar que a estirpe

C882 é mais virulenta que a estirpe clinica Scott A.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, respostas de tolerancia, resisténcia, sistema

gastrointestinal, protedmica, Galleria mellonella.



Abstract

Listeria monocytogenes is the etiologic agent of listeriosis, a foodborne illness.
The elderly, pregnant women and immunocompromised patients are included in the risk
group. Although this disease is rare, a very high mortality rate is associated (20 to 30%).
The majority of outbreaks are caused by serovars 1/2a, 1/2b and 4b. Among the
implicated food dairy products stand out, among them cheese has special relevance. The
present study aimed to evaluate the impact of a prior exposure to sublethal conditions of
pH and salt (pH 5,5 and 3,5% (w/v) NaCl) in protecting cells from subsequent stress
conditions such as when passing the gastrointestinal tract. To achieve this target cells of
L. monocytogenes C882 were exposed to adaptation conditions in a simulated cheese
medium for 2 h at 20°C and then transferred to a simulation model of the
gastrointestinal system. As control, cells that did not undergo a pre-adaptation (pH 7
without added salt) were used. The physiological responses were evaluated through the
analysis of the intracellular proteome. The impact of the adaptation conditions in the
C882 pathogenicity was rated through the use of the insect model Galleria mellonella
L. (Lepidoptera: Pyralidae).

The results show a similar ability between the adapted and non-adapted cells to
survive in the simulated model of the gastrointestinal system. However, the intracellular
proteome analysis highlights the assembly of different molecular strategies in adapted
cells compared to non-adapted cells. Using the model of G. mellonella no significant
differences (P>0,05) in the virulence potential between adapted and non-adapted cells
of the strain C882 and Scott A was found. However, it was possible to verify that the
C882 strain is more virulent than the clinical strain Scott A.

Key Words: Listeria monocytogenes, tolerance response, resistance, gastrointestinal

system, proteomics, Galleria mellonella.



Abreviaturas

2DE — Duas dimens0es.

ActA — Actina A.

ATP — Adenosina trifosfato.

ATR — Resposta de tolerancia ao acido.

ADP — Adenosina difosfato.

BSA — Albumina de soro bovino acetilada.

BHI — Infusdo de coracéo e cérebro.

cDNA — Acido desoxiribonucleico complementar.
CFU — Unidade formadora de coldnias.

CHAPS — 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato.
DNA — Acido desoxiribonucleico.

DNase — Desoxiribonuclease.

D.O. — Densidade dptica.

DTT - Ditiotreitol.

EDTA — Acido etilenodiaminatetracético.

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana.

HIly — Listeriolisina.

hsp — Proteina de choque térmico.

IndA — Indigoidina.

InlA — Internalina A.

kb — Kilobases.

kDa — KiloDalton.

MALDI — lonizagdo / dessor¢éo da matriz assistida pelo laser.
mA — Miliampére.

ml — Mililitro.

nm — Nandmetro.

OTR — Resposta de tolerancia osmotica.

PAGE — Electroforese em gel de poliacrilamida.
PBS — Tampado fosfato salino.

PCR — Reaccéo de polimerizagad em cadeia.

pl — Ponto isoeléctrico.
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p/v — Peso/volume.

RNA — Acido ribonucleico.
RNase — Ribonuclease.

rpm — RotagGes por minuto.
SDS — Dodecilsulfato de sodio.
SQ — Simulagéo de queijo.

TEMED — N,N,N’,N’ — tetrametiletilenodiamina.

TOF — Tempo de voo.

TS — Tampao de solubilizacéo.
TSB — Meio de triptona e soja.
HA — Microampere.

Mg — Micrograma.

V —Volt.

W — Wiatt.
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Capitulo I — Introducéo

1.1 A bactéria Listeria monocytogenes

A bactéria Listeria monocytogenes pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli,
ordem Bacillales, familia Listeriaceae e ao género Listeria (Jones e Seeliger, 1991).

Presentemente sdo reconhecidas oito espécies, das quais apenas duas espécies
sdo patogénicas, nomeadamente L. ivanovii (Boerlin et al, 1992) unicamente para
animais e L. monocytogenes, quer para 0s seres humanos quer para 0s animais. As
restantes espécies L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L.marthii e L.
recourtiae ndo sao patogénicas (Jones e Seeliger, 1991; Glaser et al, 2001; Graves et al,
2010).

A bactéria L. monocytogenes foi descrita pela primeira vez por Murray et al em
1926 (Murray et al, 1926). Isolou uma bactéria do figado de coelhos e cobaias doentes e
denominou-a de Bacterium monocytogenes devido a uma monocitose caracteristica
(Gray e Killinger, 1966; Farber e Peterkin, 1991). No ano seguinte a denominacéo foi
alterada por Pirie et al (Gray e Killinger, 1966) para Listerella hepatolytica. Em 1929,
na Nova Islandia, o investigador Gill, foi o primeiro a isolar a bactéria L.
monocytogenes em animais domeésticos (Gill, 1933). No mesmo ano Nyfeldt foi o
primeiro a confirmar a infec¢éo por Listeria em seres humanos (Gray e Killinger, 1966).
Em 1940 o comité de nomenclatura deu o nome actual a esta bactéria (Gray e Killinger,
1966; Comite de nomenclatura, 1954).

Tem a forma de um bacilo curto com as extremidades encurvadas e mede cerca
de 1-2 um por 0,5 um e as células podem formar palicadas (Jones e Seeliger, 1991;
Madigan e Martinko, 2006). E uma bactéria anaerdbia facultativa ou microaerofilica e
reage de modo positivo a coloracdo de Gram (Farber e Peterkin, 1991). A temperatura
Optima de crescimento é de 37°C, no entanto pode crescer a temperaturas relativamente
baixas (4 a 10°C) (Jones e Seeliger, 1991). Possui catalase mas ndo oxidase. Ndo forma
esporos. A temperaturas entre 20-25°C o organismo produz flagelina que se agrega a
superficie da célula (flagelos peritriciais), dando-lhe uma mobilidade caracteristica de
“cambalhota”, ou seja sobre o seu proprio eixo. Contudo, a 37°C a produgdo desta
proteina é anulada e consequentemente a mobilidade (Farber e Peterkin, 1991). E uma

bactéria quimiorganotréfica, utiliza compostos organicos como fonte de energia (Jones
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e Seeliger, 1991). Tem um metabolismo homofermentativo, produzindo acido (L(+)-
lactato) sem producdo de gas a partir de glicose (Jones e Seeliger, 1991). As coldnias
apresentam uma tonalidade azul sob luz transmitida num angulo de 45° no fundo da
placa (iluminacdo de Henry) (Jones e Seeliger, 1991). Na presenca de sangue a bactéria
produz um halo de hemolise (B-hemdlise) (Farber e Peterkin, 1991) e produz uma
reaccao positiva no teste de Christie Atkins Munch-Petersen (CAMP).

Em relacdo a sua caracterizagdo seroldgica sdo reconhecidas 13 serovares
(Thévenot et al, 2006; Jaradat e Bhunia, 2003) (1/2a; 1/2b; 1/2c; 3a; 3b; 3c; 4a; 4ab; 4b;
4c; 4d; 4e; 7). A aplicacdo de alguns metodos de tipagem agrupou os isolados de L.
monocytogenes em quatro linhagens com caracteristicas préprias (Rasmussen et al,
1995; Roberts et al, 2006; Ward et al, 2008). A maioria dos isolados sdo agrupados na
linhagem I ou II. A linhagem I inclui as serovares 1/2b, 3b e 4b, a linhagem Il inclui as
serovares 1/2a, 1/2c e 3c, e a linhagem Il inclui as serovares 4a, 4c e 4b atipicas.
Algumas serovares (4a, 4c e 4b atipicas) que estavam incluidas numa linhagem
denominada I11B passaram a constituir uma linhagem distinta, a linhagem IV (Jeffers et
al, 2001; Ward et al, 2008).

1.2 Doencas causadas por Listeria monocytogenes

Um nOmero significativo de doencas como a listeriose, gastroenterites,
meningites, encefalites e septicemia (Jiang et al, 2010) podem ser causados pela
bactéria Listeria monocytogenes. As serovares mais implicadas nos casos de listeriose
(mais de 95% dos casos) sdo as serovares 1/2a, 1/2b e 4b (Thévenot et al, 2006;
Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007). As taxas de incidéncia sdo particularmente
elevadas em individuos imunocomprometidos, infectados com HIV, recém-nascidos,
idosos e mulheres gravidas (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007; Conly e Johnston,
2008). Em mulheres gravidas pode provocar o aborto espontaneo, nados mortos ou
nascimentos prematuros (Organizacdo mundial de satde, 2004).

No tratamento de infec¢des causadas por L. monocytogenes sdo utilizados varios
antibidticos, sendo a ampicilina o mais comum ou penicilina G combinado ou ndo com
gentamicina (Charpentier e Courvalin, 1999). Os doentes que sdo alérgicos a penicilina
podem tomar vancomicina em combinagdo com um aminoglicosideo, como a

gentamicina (Jones, 1990). E recomendado fazer um tratamento de pelo menos duas



semanas, e no caso de gravidas durante trés a quatro semanas (Allerberger e Wagner,
2009). As primeiras estirpes resistentes aos antibidticos foram isoladas em 1988. Estas
estirpes conseguem resistir a concentragdes de tetraciclina superiores a 10 pg/ml. No
mesmo ano, em Franca foi isolada a primeira estirpe multiresistente contra 0s
antibidticos cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina e tetraciclina (Charpentier e
Courvalin, 1999; Poyart-Salmeron et al, 1992). Em 1990 foi isolado um plasmideo de
37-kbp que contem genes de resisténcia para estes antibioticos (Farber e Peterkin,
1991). A bactéria Listeria monocytogenes é intrinsecamente resistente ao 4acido
nalidixico (>128 mg/l) e a susceptibilidade as fluoroquinolonas esta a diminuir (0,5 — 2
mg/l) (Allerberger e Wagner, 2009).

A listeriose é caracterizada por duas formas, a forma invasiva e a forma néo
invasiva. A forma invasiva pode ocorrer em pessoas Sas, mas € mais comum ocorrer em
pessoas idosas, imunocomprometidos, com terapia imunossupressora, diabéticos,
alcoolicos, doentes com doencas auto-imunes, com uma disfuncdo nas células-T ou em
pessoas com doencgas hematologicas (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007). A listeriose
néo invasiva pode resultar numa gastroenterite febril - em que os sintomas sdo de uma
gripe leve com febre, dores musculares e diarreia ou como listeriose cutanea
(Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007).

As duas formas de listeriose resultam da capacidade de L. monocytogenes ser
capaz de ultrapassar as diferentes barreiras (Lecuit, 2007) (Figura 1), nomeadamente 1)
pode transpor a barreira intestinal e infectar, através dos linfonodos, o baco e o figado,
2) ultrapassar a barreira hemato-enceféalica e infectar o sistema nervoso central e 3) tem
a capacidade de ultrapassar a barreira placentaria provocando a listeriose neonatal. A
mde possui sintomas de gripe mas o feto adquire uma infeccdo sistémica que pode
resultar na morte ou nascimento prematuro, uma vez que ndo tem o sistema imune
desenvolvido (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007). No terceiro trimestre da gravidez, a
imunidade com as células T estd mais enfraquecida, assim sendo é nesta altura que a
maioria das infeccOes maternas ocorrem (Allerberger e Wagner, 2009). A doenca pode
ter um tempo de incubacéo de 30 dias.
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Fig. 1 — Varias vias de listeriose humana (Fonte: Lecuit, 2007).

1.3  Factores de viruléncia

Como foi referido anteriormente a bactéria L. monocytogenes é capaz de
ultrapassar trés barreiras de tecidos, a barreira intestinal, a barreira hemato-encefélica e
a barreira placentéria (Lecuit, 2007; Balestrino et al, 2010). A bactéria pode deslocar-se
de célula para célula fora do espaco extra celular, evitando o contacto com o sistema
imunitario do hospedeiro (Clauss e Lorber, 2008). No processo de infeccdo ocorre a
internalizacdo das células bacterianas, a sua replicacdo e sobrevivéncia em diferentes
tipos de células (Balestrino et al, 2010). Para iniciar a infecgdo € necessario a adesdo da
bactéria através duma proteina da superficie celular, de cerca de 88 kDa, (Conte et al,
1996) a internalina A (InlA). A internalizacdo protege a bactéria dos anticorpos
(Bonazzi et al, 2009). A InlA liga-se a E-caderina, uma molécula de adesdo da célula
hospedeira. Uma outra internalina é necessaria durante o processo de invasdo das
células vizinhas, esta € a internalina B (InIB), que se liga ao receptor Met do factor de
crescimento do hepatécito (HGF) (Freitag et al, 2009; Balestrino et al, 2010; Bonazzi et
al, 2009). So a InlA é importante para passar a barreira intestinal, no entanto InlA e InIB
s80 necessarias em conjunto para atravessar a barreira placentaria (Bonazzi et al, 2009).
Apos a internalizacdo as celulas bacterianas ficam encerradas num fagolisossoma e a
sua libertacdo para o citoplasma da célula hospedeira requer a ac¢do de uma citolisina
de 58 kDa (Conte et al, 1996) denominada listeriolisina O (LLO). Esta citolisina forma
poros transmembranares com a interac¢do de duas fosfolipases (B e C), permitindo a

libertacdo das células bacterianas e a sua replicacdo no citosol. Nesta fase as células de



L. monocytogenes sintetizam num dos polos a proteina actina (proteina de superficie, de
90 kDa, ActA) formando caudas de actina que servem como forca de propulséo e Ihes
permitem a mobilidade, quer pelo citoplasma da célula infectada quer a invasdo das
células vizinhas (Figura 2) (Freitag et al, 2009; Balestrino et al, 2010). A actividade
litica da listeriolisina O é inibida por colesterol e agentes oxidantes, e é activada por
tiois. Os mutantes deficientes em LLO ndo sdo virulentos (Farber e Peterkin, 1991).
Esta proteina fica inactiva a pH 7 e tem um pH 6ptimo de 5,5 (Geoffroy et al, 1987).
Bielecki e colaboradores clonaram, em 1990, o gene da hemolisina (hlyA) em Bacillus
subtilis, a qual depois expressou a proteina e tornou-se capaz de crescer
intracelularmente e foi letal para ratinhos, provando assim a importancia da hemolisina
na viruléncia de L. monocytogenes e a sua importancia no crescimento intracelular
(Farber e Peterkin, 1991).

Exterior Interior

Ambiente
(processamento

de comida,

plantas, solo e agua)

PrfA*

PrfA A

Activagao
de PrfA

J

Fig.2 — O processo de internalizacdo de Listeria monocytogenes (Fonte: Freitag et al,
2009).

Os factores de viruléncia, fosfolipases B e C, listeriolisina O, actina,
metaloprotease e as internalinas A e B sdo reguladas por um regulador de transcricao
comum, o PrfA (Figura 3) e no seu conjunto formam a ilha de patogenicidade de
Listeria (LIPI-1) que tem um tamanho de 10 kb (Cossart e Lecuit, 1998). Dados
recolhidos de abordagens de transcriptémica e proteémica evidenciam que o regulador
PrfA para além dos genes de viruléncia tem um papel de regulagdo num nimero

consideravel de genes, sdo cerca de 145 genes os ja identificados (Freitag et al, 2009).
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Os mutantes de L. monocytogenes com o gene PrfA interrompido tém um crescimento
reduzido e sdo, em modelo de ratinhos, 100 000 vezes menos virulentos que a estirpe
selvagem (Freitag et al, 1993). Outros factores, como a enzima superdxido dismutase, a
proteina P60 e a ferritina tém sido apontados como outros factores de viruléncia que ndo
sdo regulados por PrfA (Farber e Peterkin, 1991; Dussurget et al, 2005; Kuhn e Goebel,
1989).

prfA picA hly mpl actA plcB
g > > >
¢ - PI-PLC ++ Listeriolisina O 4 Metaloprotease =+ ActA Lecitinase
* M (LLO) * A
PrfA
+ inlA inlB 1 kb
=
Internalina A InlB

(InlA)

Fig. 3 — A ilha de patogenicidade LIPI-1 (Fonte: Cossart e Lecuit, 1998).

1.4 A origem alimentar

A presenca de L. monocytogenes em indmeros produtos alimentares tem sido
referido (Farber e Peterkin, 1991; Thévenot et al, 2006; Schlech, 2000). A maioria dos
produtos é de origem animal, no entanto também tem sido detectada em vegetais
(Farber e Peterkin, 1991). Entre os produtos alimentares os produtos lacteos, mais
propriamente 0 queijo tem sido bastante associado aos casos de listeriose (Farber e
Peterkin, 1991). Em alguns queijos contaminados foram detectados elevados nimeros
de L. monocytogenes, cerca de 10’ CFU/g (Van Renterghem et al, 1990). A
sobrevivéncia de L. monocytogenes durante o processamento e conservagdo de queijos
tipo Camembert é elevada e menor em queijos frescos e requeijdo (Farber e Peterkin,
1991). Em Portugal, o queijo fresco foi considerado um produto de risco (Almeida et al,
2006). Carne crua ou produtos carneos (por exemplo, frango e salsichas), e produtos
derivados de peixe ou marisco podem conter numeros consideraveis de Listeria spp.
(Ramalheira et al, 2010; Thévenot et al, 2006). Tem capacidade de sobreviver o
processo de fermentacdo de leite magro por Streptococcus cremoris ou S. lactis (Farber
e Peterkin, 1991).



O crescimento de L. monocytogenes nos alimentos estd dependente da
temperatura e do pH, até mesmo, o congelamento ou desidratacdo podem ndo ser
suficientes para eliminar a sua sobrevivéncia (Farber e Peterkin, 1991). Os ambientes de
processamento de alimentos sdo facilmente contaminados atraves da matéria-prima ja
que a bactéria L. monocytogenes é ubiqua e tem a capacidade de crescer a temperaturas
baixas (psicrotréfica) e consegue aderir a diferentes superficies podendo sobreviver
nelas por longos periodos (Thévenot et al, 2006).

Em biofilme, as células de L. monocytogenes, como a maioria das bactérias em
biofilme sdo mais resistentes, contra inimeros factores de stress, incluindo a accdo de
detergentes e desinfectantes, permitindo a sua permanéncia em ambientes de
processamento de alimentos durante varios meses e até décadas (Jordan et al, 2008;
Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007).

No ano de 2006 foram estabelecidas novas normas para os estados da Unié&o
Europeia em relacdo a presenca de Listeria monocytogenes nos alimentos (Comisséo
Europeira, 2005). Os alimentos tipo pronto-a-comer, permitem o crescimento desta
bactéria, e por isso foi-lhes atribuida tolerancia zero. Outros produtos (carne, peixe) que
sdo colocados no mercado durante o seu tempo de prateleira podem conter até 100
CFU/g (Samara e Koutsoumanis, 2009; Thévenot et al, 2006).

1.4.1 Surtos de listeriose

A taxa caso-fatalidade em surtos de listeriose é cerca de 20-30% (Organizacao
Mundial de Saude, 2004; Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007). Nos Estados Unidos da
América, de Agosto 1998 até 6 Janeiro 1999 ocorreram pelo menos 50 casos causados
por uma estirpe rara de L. monocytogenes, serovar 4b. Durante este surto morreram 6
adultos e 2 mulheres gravidas sofreram aborto espontaneo (Organizacdo Mundial de
Salde, 2004). Em 2007 foram confirmados 1554 casos de listeriose na Europa (Jiang, et
al, 2010).

O estudo caso-controlo, em 1981, de um surto de listeriose perinatal num
hospital no Canada identificou a alface como a fonte de infecgdo (Schlech, 1983). A
investigacdo deste surto e de um outro, em 1985, relacionado com o consumo de queijo
tipo Mexicano (Linnan et al, 1988) evidenciou, pela primeira vez, a transmissao de L.

monocytogenes através da via alimentar. Um surto de listeriose, em 1983 no estado



Massachusetts nos EUA foi associado com uma pasteurizacdo do leite incorrecta, no
entanto a inspeccdo do equipamento nao resultou na deteccdo de L. monocytogenes,
contudo a infecgdo dos animais que forneceram o leite foi confirmada (Fleming et al,
1985). Um outro surto, em 1985 na Califérnia, onde ocorreram 142 casos, 0 consumo
de queijo tipo americano foi o veiculo alimentar implicado. A origem do surto foi
associada a uma pasteurizacdo inadequada do leite ou pela mistura de leite nédo
pasteurizado com leite pasteurizado no fabrico do queijo (Linnan et al, 1988). Numa
pequena zona na Sui¢a, em 2005, surgiram 10 casos de listeriose devido ao consumo de
queijo de pasta mole (Bille et al, 2006). Outro surto que envolveu o consumo de queijo
de pasta mole ocorreu na Republica Checa, no ano 2006 com 78 casos (Vit et al, 2007).
Entre 2006 e 2007 na Alemanha 16 pessoas ficaram doentes devido ao consumo de
carne fatiada tipo pronto-a-comer (Encontro Internacional, 2009). Neste mesmo
momento ocorreu um surto de proporcdes elevadas onde cerca de 189 doentes foram
afectados e no processo de infeccdo foi implicado o consumo de queijo (de coalhada
acida) produzido por leite pasteurizado (Koch et al, 2010). Um resumo dos varios surtos
de listeriose reportados é apresentado na Tabela 1.

Foi verificado o aumento de casos de listeriose na Europa (Allerberger e
Wagner, 2009) e as causas ainda ndo foram estabelecidas, mas alguns factores podem
estar na origem deste aumento, nomeadamente a introducdo de novos tipos de
embalagens dos alimentos, praticas de sanitizacdo inadequadas durante o processamento
dos alimentos carneos com utilizacdo de maquinas de fatiar, temperaturas de
conservacao inadequadas, auséncia de um sistema de identificacdo de riscos (HACCP)
eficaz e falta de formacédo e treino dos trabalhadores da industria alimentar. O controlo
desta bactéria torna-se dificil, mesmo apds a identificacdo dos factores mais relevantes
para 0 aumento dos casos de listeriose, uma vez que lhe assistem caracteristicas
fisioldgicas que Ihe possibilitam a sobrevivéncia e eventual crescimento em ambientes

hostis, como 0s que se praticam durante o processamento dos alimentos.



Tabela 1: Surtos de listeriose invasiva no periodo de 1981-2010.

Ano Local N° de Casos N° de Alimento suspeito Serovar Referéncia
casos perinatais mortos
1981 Nova Escécia, Canada 41 34 18 Salada de repolho 4b Schlech, 1983
1983 Massachusetts, EUA 49 7 14 Leite pasteurizado 4b Fleming, 1985
1985 Califérnia, EUA 142 93 48 Queijo tipo Mexicano 4b Linnan, 1988
1983-1987 Suica 122 65 34 Queijo Vacherin mont- d’Or 4b Bila, 1995
. . McLauchlin,
1987-1989 Reino unido 823 ? ? Paté 4b
1991
1989-1990 Dinamarca 26 3 7 Queijo azul 4b Jensen, 1994
1992 Franca 279 92 85 Lingua de porco em geleia 4b Rocourt, 1993
1993 Franca 38 31 10 Rillettes 4b Goulet, 1998
1994 llindis, EUA 45 1 0 Leite de chocolate 1/2b Dalton, 1997
1998-1999  Vérios estados, EUA 108 ? 14 Cachorro-quente 4b Graves, 2005
o : Lyytikainen,
1999 Finlandia 25 0 6 Manteiga 3a
2000
1999-2000 Franca 10 3 3 Rillettes 4b Valk, 2001
1999-2000 Franca 32 9 10 Lingua de porco em gelatina 4b Valk, 2001
. Carne de peru tipo pronto-a-
2000 Varios estados, EUA 30 8 7 1/2a Olsen, 2005
comer
Carolina do Norte, L . MacDonald,
2000 13 11 5 Queijo tipo Mexicano 4b
EUA 2005
i . Danielsson-
2001 Suécia 120 ? ? Queijo fresco ?
Tham, 2004
. Carne pronta-a-comer de .
2002 Vérios estados, EUA 54 12 8 4b Gottlieb, 2006
peru
2002 Quebec, Canada 17 3 0 Queijo feito de leite cru ? CCDR, 2003
2003 Texas, EUA 41 ? 5 Queijo tipo Mexicano 4b TDSHS, 2007
2006-2007 Alemanha 189 11 26 Queijo comercial 4b Koch, 2010
2008 Canada 92 ? ? Queijo ? Taillefer, 2010
2009 Austria-Alemanha 14 0 4 Queijo acido 1/2a Fretz, 2010
2010 Louisiana, EUA 14 0 2 “Hog head cheese” * 1/2a CDC, 2011

* No Alentejo é conhecido como cabeca de xara, ndo € um queijo mas sim um tipo de

terrina a base de carne recolhida da cabeca de porco ou novilho e conservada em

vinagre. Por vezes sdo também incluidas as patas de porco.



1.5 Caracteristicas de adaptacao e resisténcia

1.5.1. Temperatura

A bactéria Listeria monocytogenes € capaz de crescer entre 4 e 45°C, no entanto
existem estirpes com a capacidade de crescer a -0,4°C (Cacace et al, 2010), e algumas
conseguem sustentar uma condicao de choque térmico de 30 minutos a 63°C (Vasseu et
al, 1999). A sua sobrevivéncia e crescimento a temperaturas de refrigeracdo torna o
controlo deste agente patogénico dificil (Gandhi e Chikindas, 2007).

A membrana celular de L. monocytogenes contém 55 a 60% de proteinas, 30 a
35% de lipidos (80 a 85% fosfolipidos) - que se encontram num estado fluido e
cristalino - e cerca de 1,3 a 2,3% de acucares (glicose, galactose, ribose e arabinose)
(Bierne e Cossart, 2007). A membrana celular é caracterizada por um ndmero impar de
acidos gordos de cadeia ramificada (Gandhi e Chikindas, 2007). Quando a temperatura
é baixa ocorre uma alteracdo na composicdo dos lipidos membranares e um aumento
dos acidos gordos com quinze atomos de carbono (Cis.0) com a consequente diminui¢do
nos &cidos gordos Cizo. Ocorre também um aumento no nimero de acidos gordos
insaturados (Gandhi e Chikindas, 2007). Desta forma h& uma diminuicdo nas
interaccBes carbono-carbono entre as cadeias o que resulta numa fluidez mais
apropriada para o crescimento a temperaturas baixas. Na mesma sequéncia da
diminuicdo da temperatura a bactéria L. monocytogenes produz proteinas de choque
térmico relacionadas com temperaturas baixas, denominadas de “cold shock proteins”,
ou proteinas de choque térmico (Csps) e proteinas de aclimatacdo ao frio (Caps)
(Gandhi e Chikindas, 2007).

Varios solutos de baixo peso molecular, como por exemplo glicina betaina,
carnitina e prolina, protegem as células durante o crescimento a temperaturas baixas, ou
seja, funcionam como crio-protetores (Liu et al, 2002; Becker et al, 2000). O osmolito
glicina betaina é considerado o mais importante dos agentes crio-protetores para L.
monocytogenes, pois permite 0 seu crescimento a temperaturas tdo baixas como 4°C
(Sleator et al, 2001).

Becker et al descobriu em 2000 o papel de um factor sigma alternativo (¢°) no
crescimento de L. monocytogenes a temperaturas baixas e no transporte dos agentes crio
-protetores. A exposi¢do da bactéria a um choque térmico de frio durante 30 minutos
aumentou a expressio do factor 6° (Olesen et al, 2009). Os investigadores adicionaram

1 mM de betaina ou carnitina a uma cultura de L. monocytogenes a 8°C e observaram
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um aumento na taxa de crescimento de 0,009 para 0,018 e 0,017 h™ respectivamente. O
mutante deficiente no gene sigB ndo conseguiu transportar, quer betaina quer carnitina
(Becker et al, 2000; Gandhi e Chikindas, 2007).

1.5.2 Resisténcia a acidez

Os alimentos como iogurtes e leites fermentados séo caracterizados por uma
ligeira acidez e nos quais o agente patogenico L. monocytogenes tem a capacidade de
sobreviver, mas também consegue resistir aos baixos valores de pH nos fagossomas dos
macrofagos (Cotter e Hill, 2003). Varios &cidos organicos sao utilizados como
conservantes alimentares pela sua acgdo antimicrobiana uma vez que a sua forma néo
dissociada pode passar pela membrana celular provocando o desequilibrio do valor de
pH intracelular, alteracdes nas funcdes da membrana, alteragdes na osmolaridade para
valores letais e, por ultimo comprometendo vias metabdlicas essenciais (Faleiro, 2011 e
referéncias ai indicadas).

A utilizacdo de fosfato tri sédico (TSP) foi aprovado para controlar a presenca
de Salmonella na carne de frango, no entanto este agente ¢ ineficaz no controlo de L.
monocytogenes no tecido de carne (Dickson et al, 1994). O tratamento de alface com
cloro diminui o nimero de L. monocytogenes quando se aumenta a concentracdo deste
quimico, no entanto em couve ndo se observa qualquer diferenca na inactivacdo (Zhang
e Farber, 1996). Salmide (um composto oxi-halogénico baseado em cloreto de sodio) é
eficaz na eliminacdo de L. monocytogenes em couves quando aplicado a concentracdes
de 100 a 200 ppm durante 10 min (Zhang e Farber, 1996). A sobrevivéncia de L.
monocytogenes na superficie de alface tratada com 1% de &cido l4ctico ou acético sofre
uma reducdo (Zhang e Farber, 1996) mas a utilizacdo de &cido lactico em combinacéo
com 100 ppm de cloro resulta numa redugdo mais eficaz (Zhang e Farber, 1996). Akbas
e Olmez, 2007, concluiram que a utilizagdo de 0,5% de acido lactico é suficiente para
diminuir o nimero de L. monocytogenes na superficie das folhas de alface. Também nos
casos de aplicacdo de 0,5% de acido acético, acido citrico e acido ascorbico é possivel a
diminuicdo do nimero de bactérias (Akbas e Olmez, 2007). O &cido sorbico é um
inibidor eficiente do crescimento de L. monocytogenes, mas tem a desvantagem que

permanece no interior do alimento registando-se uma diminuicdo da concentracdo a
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superficie (Carlin et al, 2001). Estes acidos sdo geralmente considerados seguros
(GRAS) para uso em produtos alimentares (Zhang e Farber, 1996).

A capacidade de L. monocytogenes sobreviver ao stress acidico é dependente da
fase de crescimento (Cotter e Hill, 2003). As células de L. monocytogenes na fase
estacionaria sobrevivem 100% quando sdo expostas a valores letais de pH (pH 3,5)
durante 1 hora, no entanto quando se encontram a meio da fase exponencial sdo mais
susceptiveis e sofrem uma redugdo no nimero de células (Cotter e Hill, 2003).

A primeira defesa contra infecgdes no sistema gastrointestinal € a acidez das
secrecOes gastricas que atingem valores da ordem de 1 a 3 (Stopforth et al, 2005). Por
esta razdo o nimero de organismos que se encontra no estdbmago € muito reduzido. Os
doentes que sdo incapazes de produzir &cido cloridrico ou sofreram uma gastrectomia
apresentam um excesso de crescimento de bactérias no estdmago (Cotter e Hill, 2003).

Quando a bactéria é exposta a uma ligeira acidez da ordem de valores de pH de
5,5 é induzida uma resposta de tolerancia ao acido (ATR) (Gandhi e Chikindas, 2007;
O’Driscoll et al, 1996; Davis et al, 1996; Dyckes e Moorhead, 2000; Faleiro et al,
2003), isto sugere que quando o microrganismo é adaptado previamente a condic¢6es sub
- letais torna-se capaz de ultrapassar condi¢cGes mais agressivas. Mais especificamente,
quando as células permaneceram pelo menos 1 hora a pH 5,5 antes de serem expostas a
valores letais de pH 3,5 exibem uma melhor sobrevivéncia em comparacdo com as
células ndo adaptadas (O’Driscoll et al, 1996). A maioria das estirpes consegue atingir
uma ATR méaxima ap0s 2 horas de adaptacdo (Faleiro et al, 2003).

A importancia da sintese proteica na inducdo das respostas de ATR foi
demonstrada através da adicao de cloranfenicol (antibiotico que inibe a sintese proteica
das células bacterianas) imediatamente antes da exposicdo ao pH 5,5, ndo ocorre
indugdo de ATR (O’Driscoll et al, 1997). No entanto, quando o antibiético foi
adicionado 10 minutos apds a exposicdo ao valor de pH 5,5 a inducdo de ATR ndo é
impedida (O’Driscoll et al, 1997).

S&@o reconhecidos varios sistemas de resisténcia ao acido que assistem as
bactérias Gram-positivas, como por exemplo o complexo FiFoATPase, o sistema de
glutamato decarboxilase (GAD) e o sistema da arginina deiminase (Figura 4) (Faleiro,
2011; Soni et al, 2011 e referéncias ai indicadas).

A FFoATPase € uma enzima de multisubunidades que funciona como um canal
para transporte de protes ao longo da membrana celular com utilizacdo de ATP. A

bomba de protdes tem o papel de manter o pH intracelular estavel (Cotter e Hill, 2003).
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As células de L. monocytogenes tratadas com um inibidor da actividade de ATPase
(N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCCD)) sdo mais sensiveis a exposi¢cdo a valores de
pH 3,0 do que células ndo tratadas (Soni et al, 2011; Cotter e Hill, 2003; Gandhi e
Chikindas, 2007).

Reaccdes de descarboxilagdo consomem ides de hidrogénio para controlarem o
pH do ambiente bacteriano, um exemplo é o glutamato decarboxilase (GAD) que
combina um aminodcido (glutamato) com um protdo intracelular produzindo v-
aminobutirato (GABA). Este produto é depois enviado para fora da célula por um
transportador localizado na membrana da célula. A perda do protdo da célula resulta
num aumento do pH no citoplasma e a libertagdo do y-aminobutirato alcalino aumenta
ligeiramente o pH exterior (Cotter et al, 2001; Cotter e Hill, 2003; Gandhi e Chikindas,
2007). Cotter e colaboradores descobriram, em 2001, que a adi¢cdo de glutamato
aumenta a sobrevivéncia da estirpe selvagem L. monocytogenes LO28 no suco gastrico.
A eliminacéo dos genes gadA e gadB do sistema GAD resulta numa maior sensibilidade
a valores de pH baixos.

A via da arginina deiminase cataboliza arginina em ornitina, aménia e CO,. A
ornitina é transportada para fora da célula em troca de uma molécula de arginina através
de um transportador, independente de energia, ligado a membrana (Ryan et al, 2009). O
amoniaco produzido combina com protdes intracelulares produzindo o &0 NH;"
aumentando assim o pH citoplasmatico (Ryan et al, 2009). A presenca desta via em
bactérias orais é considerado benéfico, no entanto este sistema ndo parece desempenhar
um papel na inducdo do ATR (Cotter et al, 2001).

Uma adaptacdo durante 24 horas ao stress acido (pH 5,5) induziu a transcricéo
relativa do gene sigB (Olesen et al, 2010). O factor sigma regula a expressao do gene
gadB envolvido no sistema de glutamato descarboxilase. O mutante sigB da estirpe L.
monocytogenes 10403S mostrou um nivel inferior de resisténcia ao acido na fase

estacionaria em comparagdo com a estirpe selvagem (Wiedmann et al, 1998).

GAD FiFg ATPase
Glu GABA Arg Ornitina

Fig. 4 - Mecanismos de resisténcia a acidez
(Fonte: Cotter e Hill, 2003).

H* CO2
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1.5.3 Adaptacao ao sal

A utilizacdo de sal (NaCl) como conservante alimentar tem sido largamente
utilizado na industria alimentar, em particular nas industrias da carne. Com a utilizagéo
de sal a actividade da agua é reduzida (Duché et al, 2002; Gandhi e Chikindas, 2007). O
consumo da carne resulta numa ingestdo de 20% de NaCl da dose didria recomendada
diariamente. A bactéria L. monocytogenes € capaz de sobreviver a elevadas quantidades
de NaCl, cerca de 10% (p/v) (McClure et al, 1989). Tal como no processo de adaptagéo
a acidez a bactéria L. monocytogenes também consegue responder com uma maior
tolerancia a concentracdes elevadas de sal quando exposta previamente a concentracdes
intermédias de sal (Faleiro et al, 2003; Adrido et al, 2008).

O fendbmeno de osmoadaptacdo foi descrita pela primeira vez por Faleiro et al
(2003) onde vérias estirpes de diferentes origens alimentares foram sujeitas a um
processo de osmoadaptacdo num meio definido (3,5% (p/v) NaCl) e as estirpes isoladas
de queijo exibiram uma resposta de osmotolerancia, enquanto que as estirpes isoladas
de carne variaram na sua exibicdo de osmotolerancia. Um exemplo deste tipo de

resposta é exemplificado na Figura 5.
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Fig. 5 — Inducdo de osmotolerancia de L. monocytogenes C882 a 20% (p/v) [3,4 M]
NaCl a 30°C. As células foram adaptadas em meio TM com 3,5% (p/v) NaCl por 2

horas a 30°C. As células ndo adaptadas foram cultivadas em meio TM sem adigdo de
NaCl (Fonte: Faleiro et al, 2003).
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Duché et al, (2002) identificou proteinas de choque ao sal (Ssp) que sé&o
induzidas rapidamente mas por pouco tempo e proteinas de aclimatacdo ao stress (Sap)
que também sdo induzidas rapidamente mas permanecem expressas durante varias horas
apos as condicdes voltarem ao normal (Duché et al, 2002).

Os solutos de baixo peso molecular (crio-protetores) referidos anteriormente, no
caso da exposicdo das celulas de L. monocytogenes a baixas temperaturas, também
funcionam como osmoprotectores. A presenca destes solutos resulta num aumento da
taxa de crescimento das células durante a exposi¢do a condigdes de stress osmatico em
comparacdo com as celulas em stress osmoético, mas sem a presenca de
osmoprotectores. O composto glicina betaina, geralmente presente em concentragdes
elevadas em alimentos de origem vegetal, protege o crescimento de L. monocytogenes
na presenca de concentragdes da ordem de 0,3 a 0,7 M de NaCl (Sleator et al, 2001).

Em meios complexos, como TSB (meio de triptona e soja) a bactéria L.
monocytogenes consegue sobreviver na presenca de 25,5% (p/v) de NaCl durante 4 dias
a 37°C (Shahamat et al, 1980). No entanto quando os investigadores reduziram a
temperatura até 22°C a sobrevivéncia aumentou para 24 dias e para 132 dias a 4°C
(Shahamat et al, 1980). Isto implica que a resisténcia ao sal estd dependente da
temperatura (Shahamat et al, 1980).

O factor ¢° também contribui na proteccdo contra o stress osmético, pois as
células mutantes de L. monocytogenes LO28 sdo mais sensiveis ao stress osmético em
comparacdo com a estirpe selvagem. Um outro gene que contribui para a resposta ao
stress osmotico € o gene ctc, e a expressdo deste gene é dependente do factor c°.
(Gardan et al, 2003; Gandhi e Chikindas, 2007).

A exposicao ao sal pode contribuir para uma maior expressao de alguns factores
de viruléncia (Olesen et al, 2010). Uma adaptacdo a 4,5% (p/v) de NaCl durante 24
horas induziu a transcricdo de genes envolvidos na invasdo (internalinas) e no ciclo
intracelular (prfA) (Olesen et al, 2010).

1.5.4. Resposta aos sais biliares e bilis

Para a bactéria L. monocytogenes sobreviver no tracto intestinal tem que tolerar
1 litro de bilis, que é segregado pelo figado, todos os dias. A bilis € uma secrecao
digestiva que tem um papel na solubilizacdo e emulsificagdo das gorduras (lipidos), que
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afecta as proteinas e fosfolipidos da membrana celular e pode perturbar a homeostasia
(sistema que mantém a temperatura e pH interno estavel) (Begley et al, 2005). A bilis
tem ainda uma actividade antimicrobiana (Dussurget et al, 2002). A bilis € uma solucéo
aquosa amarela esverdeada composta pelos &cidos biliares, colesterol, fosfolipidos, € a
biliverdina (Begley et al, 2006). Sais biliares sdo moléculas anfipaticas, que podem
degradar membranas virais e bacterianas contendo lipidos (Dussurget et al, 2002).

A bactéria L. monocytogenes € considerada uma bactéria comum do tracto
gastrointestinal de humanos e animais (Warriner e Namvar, 2009). Possui a enzima
BSH (hidrolase dos sais biliares) que estd envolvida na transformacéo de acidos biliares
conjugados em acidos biliares ndo conjugados que precipitam a pH baixo tornando-os
menos tdxicos, contribuindo para a sobrevivéncia de L. monocytogenes no tracto
intestinal (Dussurget et al, 2002; Begley et al, 2006). Foi proposto que a forma nao
dissociada (protonada) dos sais biliares pode ser toxica devido a acidificacdo
intracelular, e para as células se protegerem formam compostos ndo conjugados que séo
mais fracos. A desvantagem € que os &cidos biliares ndo conjugados sdo menos
eficientes na emulsificacdo dos lipidos e na formacdo das micelas. Muta¢Ges no gene
bsh torna as células mais sensiveis ao stress pela bilis e os sais biliares. O gene bsh é
positivamente regulado pelo PrfA (Begley et al, 2006).

A bilis do porco tem a maior semelhanca com o humano, no entanto a bilis de
bovino é importante para o estudo de toleréncia, portanto para o estudo no sistema
gastrointestinal utilizam-se ambas (Begley et al, 2005).

As células de L. monocytogenes, na fase estaciondria, que crescem na presenca
de CO; sdo altamente susceptiveis aos sais biliares (Begley et al, 2005). A actividade de
BSH aumenta com a descida do nivel de oxigénio externo e as células bacterianas ficam
sob stress oxidativo quando expostas a bilis — devido a producdo de radicais livre de
oxigeénio (Dussurget et al, 2002).

A colonizacgdo da vesicula biliar com L. monocytogenes sugere uma tolerancia a
niveis elevados de bilis. Begley et al demonstrou, em 2005, que a estirpe LO28 tolera
concentracdes elevadas de bilis porcino, bovino e humano.

Uma adaptacdo a niveis extremamente baixas de bilis (0,08%) durante 5
segundos, resultou numa proteccdo substancial contra niveis normalmente letais. Esta

adaptacdo € independente da sintese proteica (Begley et al, 2005).
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1.5.5 Proteccao cruzada

A bactéria L. monocytogenes é resistente contra ligeiras alteracdes no ambiente,
mas na presenca de alteracdes relevantes ocorre uma resposta ao stress complexa, que se
direcciona mais para a sobrevivéncia da bactéria em vez do seu crescimento (Hill et al,
1995).

Uma resposta de tolerancia ao acido (ATR) resulta duma adaptacéo das células
bacterianas a uma condicao ligeiramente acida (pH 5,0 a 6,0). Esta resposta, além de dar
resisténcia contra uma posterior exposi¢do acida letal, pode igualmente conferir uma
proteccdo cruzada, nomeadamente contra temperaturas elevadas, stress oxidativo,
osmotico, presenca de etanol e bacteriocinas (O’Driscoll et al, 1996; Faleiro et al, 2003;
Chorianopoulos et al, 2011).

No estudo de Faleiro et al, (2003) estirpes de L. monocytogenes de diferentes
origens alimentares foram adaptadas a valores intermédios de pH acido (pH 5,5 ajustado
com acido lactico) e transferidas para meio de cultura com 20% (p/v) de NaCl. Neste
estudo observou-se que as estirpes adaptadas provenientes de queijo tém uma maior
sobrevivéncia quando expostas ao stress osmatico do que as ndo adaptadas. Todas as
estirpes beneficiaram da adaptacdo ao acido, excepto um isolado de carne. Foi
igualmente realizado o inverso, as células sofreram uma osmoadaptacdo a 3,5% (p/v)
NaCl e, em seguida foram sujeitas a condic6es acidas letais (pH 3,5 ajustado com &cido
lactico) e neste caso foi registado uma variacdo na resposta de tolerancia ao acido entre
as diferentes estirpes (Faleiro et al, 2003).

A exposicdo de células de L. monocytogenes na fase exponencial ao acido (pH
5,5), calor (42°C) ou sal (5% NaCl) aumentou a tolerancia a bilis (Begley et al, 2005).

1.6 Modelos de infeccdo de Listeria monocytogenes

O nosso sistema immune é muito eficiente e € submetido a um constante ataque
por inimeros microrganismos os quais recorrem a diferentes factores de viruléncia para
encontrar eventuais saidas ao processo de defesa do hospedeiro (Wollert et al, 2007).
Esta constante alteracdo dos factores dificulta o estudo do agente patogénico in vivo.
Para o estudo da viruléncia de L. monocytogenes existem modelos com utilizacdo de

ratinhos, porquinhos-da-india e em insectos como a Galleria mellonella (Wollert et al,
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2007; Stephens et al, 1991; Joyce e Gahan, 2010; Mukherjee et al, 2009). Para utilizar
os modelos de animais é preciso ter em conta as condicOes éticas estabelecidas, por
exemplo, pela Federacdo Europeia dos Animais de Laboratdrio (Felasa). No caso de
injeccOes via intravenosa 0s animais tém que ser anestesiados primeiro (Pérez-Garcia et
al, 2002).

1.6.1 Ratinhos

Né&o existem infec¢des naturais de L. monocytogenes em ratinhos (Lecuit, 2007).
A infeccdo via oral de ratinhos ndo € possivel, uma vez que a sua passagem pelas
celulas epiteliais do intestino é baixa, muito semelhante & da espécie ndo patogénica, L.
innocua (Pron et al, 1998). Para ultrapassar esta barreira foram introduzidas outras vias
de administragdo, como por exemplo a via intravenosa. Nos ratinhos esta via de
inoculacdo ja mostra resultados de infeccdo letal, com a qual pode ser determinada a
dose letal e pode ser determinada a sua viruléncia (Lecuit, 2007). Como foi referido no
ponto 1.3 o factor de viruléncia, a internalina A (InlA) liga-se a E-caderina humana
(uma proteina transmembranar, que tem um papel na adesdo celular), no entanto a InlA
ndo se consegue ligar a E-caderina dos ratinhos (mEC1), apesar de uma significante
percentagem de homologia (90%). A internalina B (InIB) reconhece o receptor Met nos
ratinhos (Figura 6). Nao se consegue estudar a interaccao de InlA e de InIB desta
maneira e para ultrapassar este obstaculo foram elaborados dois métodos para modificar
a InlA. Um deles foi modificar a InlA, de tal maneira que consegue reconhecer a meC1,
ou seja uma murinizacdo (adaptacdo da bactéria aos ratinhos) em vez de humanizar os
ratinhos, que resulta num modelo animal flexivel para investigar a listeriose in vivo
(Wollert et al, 2007). Outra maneira é criar um ratinho transgénico que expressa 0
receptor humano (neste caso a E-caderina). Este receptor pode estar no lugar do mEC1
ou pode estar em conjunto com o seu ortélogo ndo funcional (Lecuit, 2007).

Quando se inocula através da via intravenosa, pode-se encontrar, apos alguns
minutos, a maioria das células bacterianas no baco e no figado (Camejo et al, 2009).
Apos a administracdo das células de L. monocytogenes via intravenosa os factores de
viruléncia sdo expressos (Camejo et al, 2009). Um total de 568 genes tem uma
expressao diferente durante a infeccdo no hospedeiro quando comparado com o
crescimento no meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C (Camejo et al, 2009).
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A analise de expressdo de 31 genes conhecidos a estarem envolvidos na
viruléncia de Listeria no modelo de ratinhos mostrou 29 sobre expressos durante a
infeccdo. O grupo de genes de viruléncia contendo os genes prfA, plcA, hly, mpl, actA e
plcB tem uma elevada actividade nos primeiros 3 dias da infecgdo. Os genes inlA, inlB e
uhpT (transportador de fosfato) também sdo activados durante a infec¢do. Dois genes
implicados na sobrevivéncia intracelular e positivamente regulados pelo PrfA, Imo0206
e Imo0207 s&o activados nos ratinhos infectados. Trés genes que codificam factores de
viruléncia envolvidos em modificagdes da parede celular bacteriana (murA, iap e pgdA)
tém uma expressdo elevada in vivo. A maioria dos genes implicados em respostas ao
stress tém uma expressao elevada no hospedeiro, como por exemplo as chaperoninas
DnaK e GroEL. Setenta genes regulados pelo factor SigB tém uma expressdo mais
elevada in vivo (Camejo et al, 2009).

Estudos recentes usando vérias serovares de L. monocytogenes mostraram que
inoculagcbes orais de ratinhos com estirpes epidémicas da serovar 4b conseguem
provocar infeccdes sistémicas, sugerindo desta maneira o papel de factores de viruléncia

especificos (Czuprynski et al, 2003).

Listeria monocytogens

Ud MU MO

Met E-caderina Met E-caderina Met E-caderina
POI‘quinhO-da-india Ratinhos Humanos
e coelhos

Fig. 6 - Especificidade de InlA e InIB nas varias espécies (Fonte: Lecuit, 2007).
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1.6.2 Porquinhos-da-india e coelhos

O porquinho-da-india foi um dos animais nos quais Murray identificou a
bactéria L. monocytogenes (Murray, 1955). A via de infec¢do neste modelo é, como nos
ratinhos, a via intravenosa. As infecgOes orais falham no desenvolvimento da infeccdo
do sistema nervoso central neste modelo (Gray e Killinger, 1966; Lecuit, 2007). A InlA
reconhece a E-caderina nos porquinhos-da-india e nos coelhos e a InIB nédo reconhece o
receptor Met nestes dois animais (Figura 6) (Wollert et al, 2007).

Como a listeriose é uma doenca grave em gravidas, Bakardjiev e colaboradores,
(2004) desenvolveram o modelo de porquinhos-da-india gravidas devido a semelhanca
da placenta destes animais com a dos humanos. A dose mais baixa que causou infeccdo
materna e feto-placental foi de 10° bactérias. Apés a infeccdo ocorreram alguns abortos
espontaneos e apos 48 horas encontraram o dobro de bactérias na placenta. A infeccdo
com um mutante de L. monocytogenes 10403S com o gene InlA eliminado resultou num

decréscimo de duas vezes no processo de invasao (Bakardjiev et al, 2004).

1.6.3 Insectos

O estudo de infeccBes em insectos foi realizado pela primeira vez no século 19
por Pasteur (Kavanagh e Reeves, 2004). A mariposa de cera, Galleria mellonella € cada
vez mais utilizada como modelo de estudo da viruléncia de microrganismos (Joyce e
Gahan, 2010; Mukherjee et al, 2010; Kavanagh e Reeves, 2004). Pertence a ordem
Lepidoptera e a familia Pyralidae. As larvas sdo brancas opacas, aproximadamente 3
cm em comprimento e pesam entre 0,3 e 0,5 gramas (Kavanagh e Reeves, 2004). A
fagocitose, encapsulacdo e reaccBes citotoxicas promovem a imunidade dos
invertebrados (Stanley-Samuelson et al, 1991). As lectinas, que tém uma actividade
antibacteriana, também ajudam na protec¢do dos insectos (Stanley-Samuelson et al,
1991). O sistema imune inato tem uma elevada homologia funcional e estrutural nos
insectos e mamiferos (Kavanagh e Reeves, 2004). A primeira linha de defesa é o
cuticulo, que serve de pele como nos mamiferos. Uma ferida no cuticulo activa a
resposta imune humoral, com a producdo de agentes antibacterianos (Kavanagh e
Reeves, 2004). A cavidade do insecto contém a hemolinfa, que tem uma funcéo analoga
ao sangue nos mamiferos, transporta, por exemplo nutrientes e moléculas de sinal
(Kavanagh e Reeves, 2004). Quando ha uma invasdo de microrganismos ocorre uma

alteracdo na populacdo que circula no hemocito e ha nova producdo de proteinas

20



(Kavanagh e Reeves, 2004). Células granulares e plasmatocitos estdo envolvidas no
processo da fagocitose do material estranho em G. mellonella. A enzima de proteccao
ao stress oxidativo, a superoxido, bem como o gerador de stress oxidativo, o peroxido
de hidrogénio foi detectado nestes insectos, que podem contribuir para o sistema
imunitario inato. O superdxido interage com o 6xido nitrico para formar o peroxinitrito
que é um agente oxidante com elevadas propriedades citotoxicas (Kavanagh e Reeves,
2004). A lisozima que tem a capacidade de eliminar um grande nimero de bactérias
Gram-positivas foi encontrada nas células hemostéaticas (Kavanagh e Reeves, 2004).

O modelo de G. mellonella tem uma grande vantagem sobre os outros modelos
de infeccdo, j& que as larvas podem ser incubadas a 37°C para simular a temperatura do
corpo humano (Joyce e Gahan, 2010). Mukherjee et al, (2010) e Joyce e Gahan, (2010)
estudaram a capacidade de infeccdo de Listeria neste modelo. Através de uma
experiéncia para a dose letal chegaram a conclusdo que 10° CFU/larva é a quantidade de
células que melhor indica a viruléncia da estirpe (Mukherjee et al, 2010). No estudo de
Joyce et al (2010) foi utilizada uma estirpe de L. monocytogenes transformada que é
bioluminescente para observar o seu crescimento na larva. Os autores do referido estudo
observaram que duas horas ap6s a infeccdo o nivel de bioluminescéncia diminuiu
rapidamente e apos 4 horas o nivel aumenta continuando desta maneira até as 10 horas
po6s infeccdo. O mesmo foi observado quando foi determinada a viabilidade - por
métodos classicos (Joyce e Gahan, 2010). Foi ainda observado que durante a infeccdo
de G. mellonella com L. monocytogenes ocorre um aumento na pigmentagédo (Joyce e
Gahan, 2010).

Para estudar quais os factores de viruléncia importantes na infeccdo foram
utilizados mutantes de L. monocytogenes EGD nos genes actA, inlA, sigB, PrfA e LLO.
Entre as mutantes com o gene actA, inlA e sigB eliminados e a estirpe selvagem nao se
observa diferenca na viruléncia. No entanto para mutantes de PrfA ocorre uma
diminuicdo na viruléncia e no caso das mutantes em LLO a viruléncia foi totalmente
anulada (Joyce e Gahan, 2010). Como é reconhecido que estes genes de viruléncia tém
uma expressdo que € dependente da temperatura (McGann et al, 2007; Peel et al, 1988)
0s autores acima indicados estudaram o efeito da temperatura a 30°C e a 37°C utilizando
a mesma estirpe selvagem e mutantes e verificaram que a morte das larvas ocorreu a
ambas as temperaturas, no entanto existe um atraso de 5 a 7 h a 30°C no valor de
mortalidade. Foi entdo sugerido a utilizacdo da temperatura de 37°C na realizacdo deste
tipo de ensaios (Joyce e Gahan, 2010; Mukherjee et al, 2010).
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1.7 Objecti

VOS

O presente estudo tem como objectivo principal a andlise do proteoma

intracelular da estirpe de L. monocytogenes C882 quando exposta a condicOes de
adaptacdo (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl) num meio de cultura de simulagdo de queijo e

depois submetida a um modelo de simulacdo do tracto gastrointestinal. A viabilidade

das células bacterianas no modelo foi avaliada.

De modo a analisar o possivel efeito das condi¢fes de adaptacdo no potencial de

viruléncia foram utilizadas as larvas de G. mellonella.

1.8 Fluxograma do trabalho experimental

Pré-indculo em 90 ml
de TSB durante a noite,
30°C, 120 rpm.

Meio de simulacdo de queijo:
células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl);
néo adaptadas (pH 7 sem adigédo de NaCl);
2 horas a 20°C, 60 rpm.

Adicionar 9 ml da saliva
simulada, 5 min a 37°C,

30 rpm.

Injectar 10 larvas com 10

pl da suspenséo inicial,
monitorizar a

sobrevivéncia durante 5
dias a 37°C.

Injectar 5 larvas com 10
pl da suspenséo inicial,
apos 2,4,6,8 e 24 horas
fazer a contagem das
células bacterianas.

Extracgdo do RNA para a

expressao dos genes hly,

actA, e inlA por PCR em
tempo real.

I

Adicionar 12 ml do suco
gastrico, 2 horas a 37°C,
30 rpm (pH 2,5).

Adicionar 12 ml do suco
intestinal, 6 ml de bilis e 2
ml de tampé&o NaHCO, 2
horas a 37°C, 30 rpm (pH

final 6,5).
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Capitulo Il - Material e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Equipamento

e Agitador magnético com aquecimento Agimatic-E (Selecta, Espanha);

e Autoclave Uniclave 88 (AJC, Lisboa, Portugal);

e Balanca analitica XS-410 (Fisher Scientific, Portugal);

e Balanca analitica AE 200 (Mettler, EUA);

e Banho SW 22 (Julabo, Alemanha);

e Bomba de vacuo (Millipore, EUA);

e (Céamara de Fluxo Laminar Bio48 (Faster, Italia);

e Cémara de PCR Mini-V/PCR (Telstar, Espanha);

e Centrifuga Mikro 22R (Hettich, Reino Unido);

e Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraeus, Reino Unido);

e Congelador ultra low temperature freezer -80°C U725 (Innova New Brunswick
Scientific, EUA);

e Espectrofotometro Novaspec®Il (Amersham Pharmacia Biotech, Espanha);

e Espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, EUA);

e Ettan IPGphor Il Isoelectric Focusing System (GE Healthcare, Espanha);

e Electrophoresis power supply EPS-301 (Amersham Pharmacia Biotech,
Espanha);

e Incubadora Raypa, 30°C (Selecta, Espanha);

e Incubadora 37°C (Binder, EUA);

e Leitor de microplacas Tecan Infinite M200 (Tecan, Suiga);

e Lupa SZ-ST (Olympus, Alemanha);

e Medidor de pH GLP 21 (Crison, Espanha).

e Microscopio ATC 2000 (Leica, Portugal);

e Termociclador T-personal (Biometra, Alemanha);

e Termociclador T1 (Biometra, Alemanha);
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Termociclador iCycler iQ multicolor real time PCR detection system (BioRad,
Hercule, EUA);

Sonicador soniprep 150 (Sanyo, Reino Unido),

Tina de electroforese Ettan DALTSsix (GE Healtcare, Espanha);

Vortex L46 (Labinco, Holanda).

2.1.2 Solugdes

Tampéo de lavagem: 100 mM Tris-HCI pH7, 100 mM EDTA e 0,1 ml 100x
protease inhibitor mix, (GE Healthcare, Espanha);

Tampao de lise: 25 mM Tris-HCI pH7, 25 mM EDTA, 1% DTT e 0,25 ml 100x
protease inhibitor mix, (GE Healthcare, Espanha);

Tampdéo de solubilizacdo: 7 M ureia, 2 M tioureia, 4% (p/v) CHAPS, 40 mM
DTT, 0.8% (v/v) Pharmalyte (GE Healthcare, Espanha);

Tampdao de equilibracdo: 6 M ureia, 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 2% SDS, 29.3%
glicerol, 0.002% azul de bromofenol,;

Tampdo fosfato salino (PBS) 1x: 1,5 mM KH,PO,, 10,6 mM Na,HPO,, 2,7 mM
KCI, 0,137 M NacCl,

Agarose para cobertura do gel SDS-PAGE: 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,1%
(p/v) SDS, azul de bromofenol, 0,5% (p/v) agarose;

Soluc¢do corante-Coomassie Blue: 45% (v/v) metanol, 9,1% (v/v) &cido acético,
0.025% Coomassie Brilliant Blue R;

Solugdo descorante dos géis SDS-Page: 7.5% (v/v) é&cido acético glacial, 5%
(v/v) metanol;

Solugéo TGS 10x: 250 mM Tris, 1.92 M glicina, 1.0% (p/v) SDS;

Plus One Silver Staining kit (GE Healthcare, Espanha):

Solucéo de fixagdo: 30% (v/v) etanol, 10% (v/v) &cido acetico glacial;

Solucédo de sensibilizacdo: 30% (v/v) etanol, 5% (p/v) tiosulfato de sodio, 0,83
M acetato de sodio;

Solucéo de nitrato de prata: 2,5% (p/v) nitrato de prata;

Solugdo de desenvolvimento: 0,24 M carbonato de sodio, 37% (p/v)
formaldeido;

Solucéo de paragem: 0,039 M EDTA-Na,.
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Suco de saliva sintético (50 ml)

e KCI 89,6 g/L; KSCN 20 g/L; NaH,PO, 88,8 g/L; Na,SO,4 57 g/L; NaCl 175,3
o/L; NaHCOj3; 84,7 g/L; Ureia 25 g/L; 0,1 ml de oa-amilase; 1,5 mg de &cido
arico; 2,5 mg de mucina. O valor de pH é 6,8 = 0,02.

Suco géstrico simulado (60 ml)

e NaCl 175,3 g/L; NaH,PO, 88,8 g/L; KCI 89,6 g/L; CaCl,.2H,0 22,2 g/L; NH,CI
30,60/L; 90 ul de HCI (37% g/g); Glicose 65 g/L; Acido Glucurdnico 2g/L;
Ureia 25 g/L; Cloridrato de Glucosamina 33 g/L; 0,12 g de BSA; 0,3 g de
Pepsina; 30 ml de mucina 12 g/L. O valor de pH é 2,5 £ 0,02.

Suco intestinal simulado (30 ml)

e NaCl 175,3 ¢g/L; NaHCO3 84,7 g/L; K,H,PO, 8 g/L; KCI 89,6 g/L; MgCl, 5 g/L;
10,8 ul de HCI (37% g/g); Ureia 25 g/L; CaCl,.2H,0 22,2 g/L; 0,06 g de BSA,
0,54 g de Pancreatina; 0,09 g de Lipase. O valor de pH é 8,1 + 0,2.

Suco de bilis simulado (20 ml)

e NaCl 175,3 g/L; NaHCO3 84,7 g/L; KCI 89,6 g/L; 6 pl de HCI (37% g/g); Ureia
25 g/L; CaCl,.2H,0 22,2 g/L; 0,072 g de BSA; 0,6 g de bilis do porco; 0,6 g de
bilis de bovino. O valor de pH € 8,2 + 0,2.

2.1.3 Meios de cultura

e Agua peptonada tamponada (Biokar, Franca). Preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante.

e Caldo de Triptona Soja (TSB, Oxoid, Reino Unido). Preparado de acordo com
as instrucdes do fabricante.

e Agar infusdo de coracdo e cérebro (BHI agar, Biokar, Franca). Preparado de
acordo com as instrucdes do fabricante, com 1,5% de agar.

e Meio de simulacdo de queijo: 0,2% de Glicose (modificacao), Amicase 15 g/L;
Lactato de Sédio 38 ml/L; Extracto de Levedura 3 g/L; Cloreto de Célcio 0,10
g/L; Sulfato de magnésio heptahidratado 1,02 g/L; Dihidrogenofosfato de
Potassio 6,80 g/L; Lactose monohidratado 2,10 g/L; L-metionina 6 g/L.

De modo atingir as condigdes de pH e sal que se encontram habitualmente em
queijo, o respectivo meio foi ajustado a pH 5,5 (com NaOH 2M) e com um teor
de NaCl de 3,5% (p/v).
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2.1.4 Material bioldgico

As bactérias utilizadas neste estudo estdo indicadas na Tabela 2. As culturas foram
mantidas a -80°C em meio TSB suplementado com 25% (v/v) glicerol e recuperadas em
meio Triptona Soja Agar (TSA) durante 24 horas a 30°C.

Tabela 2: Estirpes de bactérias utilizadas neste estudo.

Bactéria Serovar Referéncia, Fonte
L. monocytogenes C882 4b Faleiro et al, 2003
L. monocytogenes Scott A 4b UL, Reino Unido

UL: Department of Infection, Immunity and Inflammation, University of Leicester,

Leicester, Reino Unido.

2.2 Métodos

2.2.1 Coloracéo de Gram

A coloragédo de Gram foi utilizada para confirmacdo da pureza das culturas de L.
monocytogenes. Para tal, foi preparado um esfregaco de cada uma das culturas.
Seguidamente deixou-se secar ao ar, e procedeu-se, em seguida, a sua fixacdo pelo
calor. Apds o devido arrefecimento o esfregaco foi inundado com cristal de violeta
(Merck), e deixou-se actuar por 2 min. O corante foi eliminado por lavagem com &gua
destilada e o esfregaco foi, depois, tratado com lugol (Merck) que actuou cerca de 30s.
Em seguida para a remocdo intracelular do complexo lugol/cristal de violeta, foi
aplicado alcool iodado (uma mistura de alcool com 5% de lugol) por alguns segundos.
De imediato procedeu-se a lavagem com &gua destilada e, seguidamente a aplicacdo do
segundo corante, a safranina (Merck), que se deixou actuar por 2 min. Apés lavagem
com agua destilada deixou-se secar ao ar. Observou-se ao microscopio optico com uma

ampliacdo de 1000x.
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2.2.2 Adaptacao em meio de simulacao de queijo

Como indicado no ponto 2.1.4 as células de L. monocytogenes C882 sempre que
necessario foram recuperadas em meio Triptona Soja Agar (TSA) durante 24 horas a
30°C. O pré-inoculo foi preparado pela transferéncia de uma ansada da cultura em TSA
para 90 ml de TSB com uma incubacdo a 30°C com agitacdo (120 rpm) durante a noite.
As células do pré-indculo (30 ml) foram transferidas para 0 meio de simulacdo de queijo
modificado (adi¢do de 0,2% de glicose que é considerada a quantidade minima para o
crescimento de Listeria monocytogenes (Trivett e Meyer, 1971; Kagkli et al, 2006,
Jones et al, 1997; Faleiro et al, 2003)) e o valor de pH ajustado a pH 5,5 e adicdo de
3,5% (p/v) de NaCl. Como controlo as células de L. monocytogenes foram submetidas a
condigdes de ndo adaptacdo no mesmo meio, mas com um valor de pH de 7,0 e sem
adicdo de sal. O meio de simulacdo de queijo foi esterilizado por filtracdo a vacuo,
utilizando uma membrana com 0,2 um de didmetro de poro (Pall, Texas, USA). As
células permanecem neste meio por 2 h a 20°C com agitacdo suave (60 rpm). A
temperatura de incubacdo escolhida é a geralmente encontrada durante o processamento
de queijo. A viabilidade das células foi determinada no inicio e no final da incubagédo

através do método descrito por Miles e Misra (1938).

2.2.3 Simulacgéo das condicdes do tracto gastrointestinal

A simulacdo das condi¢bes do tracto gastrointestinal sdo as descritas por
Versantvoort et al., (2005). Ap0s a preparacdo da saliva sintética e dos sucos gastrico,
intestinal e bilis simulados, estes sdo mantidos a 37°C. A cultura em meio de queijo
(100 ml) é submetida a centrifugacdo a 3214 xg durante 5 min a 4°C. O pellet obtido ¢é
ressuspendido em 9 ml de saliva. A incubacdo decorreu durante 5 min a 37°C com
agitacdo suave (30 rpm). Apos este periodo de incubacdo adicionou-se 12 ml de suco
gastrico. A mistura foi colocada a 37°C durante 2 h. com agitacdo (30 rpm). Em seguida
sdo adicionados 12 ml de suco intestinal, 6 ml de suco de bilis e 2 ml de tampéo
NaHCO;3; 84,7 g/L. A incubacdo decorreu em banho-maria a 37°C durante 2 h com
agitacdo (30 rpm). A viabilidade bacteriana, na saliva, suco gastrico e no suco intestinal
foi determinada pelo método de Miles e Misra (1938) em meio BHI agar. As
determinacbes foram realizadas logo apos a adigdo do suco e ao fim de 30, 60 e 120
min.. As dilui¢cdes da cultura foram realizadas em agua peptonada tamponada. O pellet
final foi recolhido por centrifugacdo a 1575 xg durante 10 min a 4°C.
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2.2.4 Extraccdo das proteinas celulares

O método utilizado para a extraccdo das proteinas celulares foi uma adaptagéo
do método descrito por Folio et al (2004).

Apos recolha do pellet, em triplicado para cada cultura, procedeu-se a sua
lavagem (por trés vezes) com 1 ml de tampéo de lavagem (100 mM Tris-HCI pH 7, 100
mM EDTA e 0,1 ml 100x protease inhibitor mix, [GE Healthcare]). A centrifugacao
entre cada passo de lavagem decorreu a 16090 xg durante 5 min a 4°C. Cada pellet
obtido foi suspenso em 500 ul de tampéo de lise (25 mM Tris-HCI pH 7, 25 mM
EDTA, 1% DTT e 0,25 ml 100x protease inhibitor mix) e posteriormente as amostras
foram tratadas por sonicacdo durante 15 min com o auxilio de esferas de vidro (Sigma).
As esferas foram adicionadas as amostras na proporcao de 1/2 do volume da amostra
original. Para a eliminacdo das contaminacgdes por &cidos nucleicos adicionou-se 1 pl de
DNase RQ1 (1 U/ul), Promega) e 5 pl de RNase A (10 mg/ml, Promega) e incubou-se
em gelo por 30 min. Seguiu-se uma centrifugacdo a 3000 xg durante 10 min a 4°C.
Recolheu-se o sobrenadante e colocou-se num eppendorf de 2 ml e ao qual se juntou
acetona numa proporgdo cinco vezes o seu volume. A mistura foi realizada por
inversdo. A amostra foi colocada a -20°C durante 1 hora e foi depois sujeita a uma
centrifugacdo a 18000 xg 4°C durante 30 min. O sobrenadante foi eliminado e o pellet
foi secado ao ar. Seguidamente adicionou-se 300 a 400 pl de tampéo de solubilizacdo e
deixou-se a proteina a solubilizar durante 1 hora. Centrifugou-se 2 min a 2790 xg 4°C e
0 sobrenadante foi recolhido e a quantificacdo da proteina foi realizada pelo método de

Bradford, em seguida as amostras foram conservadas a -80°C.

2.2.5 Quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford

Para determinar a quantidade de proteina nas amostras obtidas recorreu-se ao
método de Bradford (1976), com a utilizacdo do sistema da Bio-Rad Protein Assay. Este
método baseia-se numa ligacdo do corante, no qual ocorre uma troca diferencial das
cores do corante em resposta a variacdo da concentragdo da proteina. A absorvéncia
méaxima para uma solucdo &cida varia desde 465 a 595 nm quando se da a ligacdo a
proteina. O corante liga-se primeiro a residuos de aminoacidos aromaticos e basicos,

especialmente arginina.
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Preparou-se uma diluicdo de 1:5 em agua destilada. Este reagente diluido pode
ser usado aproximadamente durante duas semanas quando conservado a temperatura
ambiente. Como padréo foi preparada uma solucdo de albumina bovina (BSA) em agua
destilada (1 mg/ml). Para a preparacdo da curva padréo foram feitas cinco diluicbes em
tampédo de solubilizacdo, a partir da solucdo stock: o volume final foi de 10 ul (200
pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml, 600 pg/ml e 800 pg/ml). Como referéncia colocou-se 10
ul do tampéo de solubilizagdo no pogo da microplaca. As amostras a quantificar foi
adicionado 2 pl de cada uma a 8 pl de tampédo de solubilizacdo. A cada poco da
microplaca juntou-se 200 ul do reagente diluido, e a homogenizacdo decorreu com
movimentos circulares e de subida e descida do liquido. A mistura foi incubada por 5
min. a 37°C. Ao fim deste intervalo a absorvéncia foi medida a 595 nm no leitor de
microplacas. A equacao da recta foi obtida e em seguida a concentracéo de proteina nas

amostras foi determinada através da curva padréo construida.

2.2.6 Electroforese bi-dimensional (2DE)

No presente estudo utilizou-se a técnica de electroforese bi-dimensional para
analisar as respostas de adaptacdo simultdnea de L. monocytogenes a um valor de pH
(pH 5,5) e de concentracdo de sal (3,5%, p/v, NaCl) num meio de simulacdo de queijo
seguido de uma exposicao a condi¢des de simulacdo do sistema gastrointestinal.

Esta técnica consiste em separar as proteinas em duas dimensdes. Na primeira
dimensdo as proteinas sdo separadas atraves do seu ponto isoeléctrico (pl), ou seja o
valor de pH na qual a carga total é neutra. De seguida as proteinas sdo separadas na
segunda dimensdo através do seu peso molecular. Desta maneira consegue-se obter as
proteinas num gel de poliacrilamida em que estdo separadas conforme o seu pl e 0 peso

molecular. Cada passo € explicado nos pontos a seguir.

2.2.6.1 Rehidratacdo e focagem isoeléctrica das tiras de gel de

poliacrilamida

As proteinas derivadas das duas condi¢Ges em estudo, adaptacdo (pH 5,5 e 3,5 %
NaCl) e ndo adaptacédo (pH 7,0 sem NaCl) sdo solubilizadas em tampéo de solubilizacao

para serem aplicadas em tiras de gel para separacdo das proteinas com base no seu
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ponto isoeléctrico (pl) (1* dimensdo). A carga de uma proteina depende da sua
composicao, conformacéo, presenca de grupos prostéticos e do pH onde estao inseridas.
Uma proteina tem grupos carregados com ambas as polaridades e por isso tem um ponto
isoeléctrico, pl, o valor de pH para o qual fica imével num campo eléctrico. Geralmente
os valores pl das proteinas encontram-se entre os valores de 3-10 e a maioria tem
valores inferiores ou iguais a 7,0. As proteinas que séo ricas em grupos acidicos tém
valores de pl préximos de 3, enquanto que as proteinas que sdo ricas em residuos
basicos tém valores de pl perto de 10 e as proteinas com quantidades semelhantes de
residuos basicos e acidos tém valores de pl proximos de 7. Ao aplicarmos uma corrente
eléctrica a mistura de proteinas através duma solucdo, que tem um gradiente de pH
estavel, na qual o valor de pH aumenta ligeiramente do anodo para o catodo, cada
proteina vai migrar para a posi¢cdo no gradiente de pH correspondente ao seu ponto
isoeléctrico. Se uma molécula de proteina se afasta da sua posicdo, a sua carga total
altera quando se move para uma regido com um valor de pH diferente e as forcas
electroforéticas resultantes vdo move-la de volta a sua posicdo de carga neutra
(isoeléctrica). Cada espécie de proteina é por isso “focada” numa banda perto do seu
ponto isoeléctrico que pode ser tdo pequeno como 0,01 unidade de pH. Este processo é
entdo chamado de focagem isoeléctrica (Voet e Voet, 2004).

O processo de focagem isoeléctrica é iniciado com a lavagem dos sarcofagos
com &lcool a 96% e deixa-se secar ao ar. Para as amostras em estudo usaram-se as tiras
Immobiline Drystrips de pH 4-7, lineares, 18 cm (GE Healtcare, Espanha). O valor de
gradiente de pH 4-7 foi o escolhido uma vez que a maior parte das proteinas de L.
monocytogenes se encontram nesta gama de valores (Pinto, et al em preparacdo). Estas
tiras aceitam uma quantidade méxima de proteina de 450 pg. As tiras podem receber um
volume méaximo de 340 pl. Apdés a determinacdo da concentracdo de proteina nas
amostras foi calculado o volume a utilizar em cada tira. Num eppendorf colocou-se a
quantidade calculada de tampéo de rehidratacdo com Destreak (previne problemas de
arrastamento que ocorrem geralmente devido a reoxidacdo quando se trabalha com géis
que contém regides béasicas acima de 7. O reagente estabiliza os grupos tiol como os
disulfuretos reduzindo assim o arrastamento e 0s pontos extras causados por Varios
estagios de oxidacdo) e juntou-se a quantidade de volume da solucéo proteica necessaria
para perfazer 450 pug. Com a micropipeta misturou-se bem evitando a formacdo de
bolhas de ar e aplicou-se a amostra ao longo do sarcofago, em forma de gotas, entre 0s

dois eléctrodos. Colocou-se a tira, com o gel em contacto com a amostra, no sarcofago.
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Deixou-se rehidratar durante 1 hora a temperatura ambiente. Juntou-se parafina liquida
até encher o sarcofago e colocou-se a tampa evitando a formacdo de bolhas. A
rehidratacdo correu durante 11 horas no IPGphor a 20°C, 30V e 50 pA/strip. Apds este
periodo foi retirada a parafina da tira tendo o cuidado de verificar que o gel estava
virado para cima. Voltou-se a colocar a tira com nova parafina no sarcofago e a selar o
sistema com a tampa tendo sempre o cuidado de ndo formar bolhas de ar. O passo
seguinte foi prosseguir com a focagem isoeléctrica nas seguintes condi¢fes: temperatura
de 20°C, 50 pA/strip, 100V durante 1 hora step-n-hold, seguido por 1 hora a 500 V step-
n-hold, depois 1 hora gradiente a 8000V e no fim de 8000V até 60000 Vhr step-n-hold.
Depois deste procedimento as tiras, sempre que ndo foram de imediato submetidas a

andlise por 2DE, foram guardadas a -80°C até ao seu processamento.

2.2.6.2 Equilibracéo

Antes da electroforese é necessario o processo de equilibracao das tiras sujeitas a
focagem isoeléctrica, de modo a que as proteinas separadas interajam completamente
com o SDS (Gorg et al, 2004). No processo de equilibracdo das tiras ha uma perda
selectiva das proteinas que ndo entraram adequadamente no gel da focagem isoeléctrica
(O’Farrell, 1975). O tampdo de equilibracdo diminui os efeitos electroendosmaticos, os
quais sao responsaveis por uma transferéncia reduzida das proteinas da primeira para a
segunda dimensdo.

No processo de equilibracdo sdo utilizados agentes redutores, como o DTT que
quebra as ligacGes dissulfidicas que contribuem para a estrutura terciaria, as quais o
SDS € incapaz de atingir. A iodoacetamida € um reagente alquilante sulfidrilo, que se
liga covalentemente aos sulfuretos livres e previne nova formagdo das pontes
dissulfidicas, bem como a eliminacdo do excesso de DTT.

Para este procedimento colocou-se, num tubo de equilibracdo, 5 ml por tira de
tampdo de equilibracdo (cada tubo leva no méximo trés tiras). Em seguida adicionou-se
50 mg de DTT por tira ao tubo. As tiras foram, entdo colocadas no tubo tendo o cuidado
de verificar que o gel estava para cima e em contacto com a solucéo. Este passo tem a
duracdo de 20 min e decorre com uma ligeira agitacdo. A um novo tubo adicionou-se
125 mg de iodoacetamida (GE Healtcare) a 5 ml de tampdo de equilibracdo para o qual
foram transferidas as tiras. Mantém-se nesta solugdo durante 20 min. durante os quais é

aplicada uma ligeira agitacdo. No fim € retirada a solucdo e adiciona-se 5 ml de TGS 1x
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para prevenir a desidratacdo das tiras. Podem ser mantidas em TGS apenas 10 min. até

serem colocadas no gel de poliacrilamida.

2.2.7 Preparacao dos géis de poliacrilamida bi-dimensional

O gel de poliacrilamida bi-dimensional é utilizado para separar as proteinas na
sua segunda dimensdo, ou seja de acordo com a sua massa molecular. Com esta
finalidade iniciamos o processo pela preparacdo da cassete para 0s geéis de
poliacrilamida. Primeiro colocou-se a borracha (preta) no fundo da cassete. Foi
colocado um plastico de separacdo, que facilita a retirada dos vidros apds a
polimerizacdo, seguido pelo vidro duplo e outro plastico de separacdo e assim
sucessivamente. No final a cassete é terminada com plasticos mais grossos. E
importante a lubrificacdo do local onde se coloca a borracha, para o qual se utiliza o
gelseal (GE Healthcare). A tampa é colocada e os parafusos ajustados com as
respectivas garras. A solucdo do gel de poliacrilamida é preparada para um total de 6
géis (Tabela 3).

Tabela 3: Composicéo do gel a 12,5%
Gel de 12,5 %

Reagente Volume
30% acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad) 188 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 113 ml
H,O destilada 140 ml
10% SDS 4,5ml
TEMED concentrado 0,180 ml
10% APS 4,5 ml

A solugdo é colocada na cassete e apds 2 min. sdo adicionados 1 a 2 ml de
isopropanol (80%) nos vidros duplos para uma melhor horizontalidade do gel. A
polimerizagdo decorre por 1 hora. No final deste intervalo de tempo os vidros foram
removidos da cassete e passaram-se bem por agua para eliminar os residuos de
isopropanol e de acrilamida. Em seguida foram colocados no suporte da tina. As tiras

sdo depois colocadas em contacto com o gel, no lado do catodo ao qual se juntou um
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filtro com 7,5 ul do marcador padrdo de proteina (All-Blue, Bio-Rad) e a tira é selada
com 2 ml de uma solucdo de agarose (0,5%, p/v).

Metade do volume da tina é preenchido com tampdo TGS 1x e, em seguida 0
suporte com os géis é colocado. O sistema é fechado com uma tampa reservatorio no
local correspondente a zona das tiras e ao qual se adiciona TGS 2x. A corrida decorreu a
80 V, 10 mA/gel, 1 W/gel durante 1 hora. De seguida mudou-se para 500 V, 40 mA/gel,
13 WI/gel durante 6 horas. Os géis foram corados com azul de Coomassie R-250 ou
PlusOne Silver Staining kit (no caso das amostras do suco intestinal).

2.2.8 Coloracéo dos géis com azul de Coomassie R-250

O corante Coomassie R-250 liga-se as proteinas atraves de interaccfes idnicas
entre os grupos acidos sulfonicos do corante e grupos positivos de amina das proteinas,
como também através das forcas de Van der Waals. A coloragdo com o corante
Coomassie R-250 consegue detectar quantidades de proteinas tdo baixas como 0,1 ug.
No processo de coloragdo os géis de poliacrilamida ficam submersos na solugdo corante
(45% (v/v) metanol, 9,1% (v/v) &cido acético, 0.025% Coomassie Brilliant Blue R
(Sigma)) durante 24 horas a temperatura ambiente, com agitacdo lenta. O corante que
ndo se ligou as proteinas é eliminado no passo de descoloracdo (7.5% (v/v) acido
acético glacial, 5% (v/v) metanol) o qual tem a duracdo de 24 horas. Apos este passo 0s
géis sdo transferidos para dgua destilada e sdo depois digitalizados.

2.2.9 Coloracéo dos géis com nitrato de prata

Usou-se 0 método com nitrato de prata (PlusOne Silver Staining Kit, GE
Healthcare) para as amostras submetidas ao suco intestinal uma vez que o teor de
proteina obtido nestas amostras foi inferior ao obtido nas amostras do suco gastrico e
este método tem uma sensibilidade de 100 vezes superior ao de Coomassie R-250. O
procedimento foi realizado de acordo com as instrucdes do fornecedor e que a seguir se
indicam. Todos os passos decorrem com agitagdo suave. Os géis foram colocados huma
solucéo de fixacdo duas vezes por 60 minutos. De seguida foi aplicada uma solucéo de
sensibilizacdo durante 120 minutos. Os géis foram lavados cinco vezes por 8 minutos

com &gua destilada. A solugdo de nitrato de prata foi adicionada e deixou-se actuar
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durante 60 minutos. A lavagem dos géis decorreu por quatro vezes por 1 minuto.
Seguidamente juntou-se a solucdo de desenvolvimento que actuou entre 2 a 5 minutos e
assim que os pontos proteicos atingirem a intensidade desejada a solugéo foi eliminada
e uma solucédo de paragem da reaccdo foi adicionada permanecendo em actuacao por 45
minutos. Por fim, os géis foram lavados por duas vezes com um tempo de actuagéo de

30 min e em seguida digitalizados.

2.2.10 Digitalizacdo e analise dos géis

Os géis foram digitalizados no digitalizador Image Scanner Il e, posteriormente
foram analisados através do programa ImageMaster 2D Platinum Software 6.0 (GE
Healthcare). Neste procedimento realizou-se em primeiro lugar a criacdo de uma nova
area de trabalho e respectivo projecto associado. O referido programa permite uma
deteccdo e marcacdo automatica dos pontos proteicos (através das funcgdes editar, spots,
detectar). No entanto, esta deteccdo e marcacdo inclui, igualmente as bandas do
marcador de proteinas e eventuais bolhas de ar que tém que ser eliminadas
manualmente (através das fungdes editar, spots, eliminar). Cada ponto proteico
seleccionado foi identificado em cada uma das réplicas. Apos este procedimento é
realizado o emparelhamento de concordancia entre as réplicas dos geéis e o gel
seleccionado como padrdo para cada variavel (neste caso o0s géis correspondentes a pH
5,5 e 3,5% NaCl e pH 7 sem NaCl, através das funcdes “matches”, “match gels”). Os
valores de % de volume de cada ponto proteico foram normalizados e em seguida
procedeu-se a analise estatistica obtendo-se, em primeiro lugar a analise para cada ponto
dentro da respectiva classe (intra-class) e, em seguida a analise entre as duas variaveis
em estudo (inter-class). As diferencas foram encontradas através da aplicacdo do teste
de t-student para 95% e 99% de grau de confianca.

2.2.11 ldentificacdo das proteinas

Os meétodos mais utilizados para a identificacdo de proteinas sdo a sequenciacao
de Edman, o Western blot, a cromatografia liquida, a espectrometria de massa, 0
MALDI-TOF, este Gltimo é um sistema que consiste hum ionizador (matrix assisted

laser desorption/ionization) e num analisador (Time-of-flight).
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As medicbes por espectrometria de massa sdo feitas na fase gasosa em analitos
ionizados. E uma técnica que estuda as massas de atomos, moléculas ou fragmentos de
moléculas (Harris, 2005). Um espectrometro de massa consiste numa fonte i6nica, um
analisador de massa que mede a razdo massa-carga (m/z) dos analitos ionizados, € um
detector que regista 0 nimero de i6es em cada valor de m/z. Existem duas técnicas para
ionizar e tornar as proteinas volateis para andlise em espectrometria de massa,
nomeadamente: ionizacdo de electrospray (ESI, ionizacdo a custa de um campo
eléctrico elevado) e ionizacdo/ dessor¢do da matriz assistida pelo laser (MALDI)
(Aebersold e Mann, 2003).

Na técnica de MALDI a macromolécula estd numa matriz cristalina de uma
molécula organica com baixo peso molecular e é irradiada com pulsos intensos curtos
(ns), a partir de um laser, num comprimento de onda absorvida pelo material na matriz
mas ndo pela macromolécula. A energia absorvida pela matriz solta as macromoléculas
intactas daquela superficie para a fase gasosa (Voet e Voet, 2004).

A técnica de MALDI-MS é normalmente usada para analisar misturas de
péptidos relativamente simples, onde sistemas integrados ESI-MS com cromatografia
liquida (LC-MS) sdo usados para analisar misturas mais complexas (Aebersold e Mann,
2003). Polipéptidos curtos (<25 residuos) podem ser sequenciados directamente através
do uso do espectrémetro de massa em tandem (MS/MS; dois espectrometros de massa
unidos em série) (Voet e Voet, 2004). Consegue resolver péptidos numa mistura, isola
uma espécie de cada vez e dissocia-o em fragmentos contendo extremidades amino ou
carboxilo. Tecnicamente € mais complexo e tem uma pior escala do que o MALDI
(Pandey e Mann, 2000).

Existem quatro tipos de analisadores nomeadamente: tempo de voo (TOF),
quadruplo, captura de iGes, e transformada de Fourier (FT-MS).

A técnica de MALDI usualmente esta associada ao TOF, que mede as massas de
péptidos intactos, a ESI esta associada a captura de ides e aos instrumentos quadruplos,
que sdo usados para fornecer espectros de fragmentos idnicos. Como resultado da sua
simplicidade, exactiddo na massa, alta resolucdo e sensibilidade, a técnica MALDI-TOF
é usada maioritariamente para identificar proteinas (Aebersold e Mann, 2003).

Os pontos proteicos de interesse foram excisados manualmente e enviados para
o laboratorio “Protein and Nucleic Acid Chemistry Laboratory” da Universidade de
Leicester, Reino Unido para serem analisados por MALDI-TOF ou LC-MS/MS e
identificados pelo programa MASCOT.
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2.2.12 Viruléncia no modelo de Galleria mellonella L.

(Lepidoptera: Pyralidae)

O efeito da adaptagdo em meio de simulacdo de queijo das células de L.
monocytogenes na viruléncia foi avaliado utilizando o modelo de Galleria mellonella,
vulgarmente conhecida como larva da cera. O procedimento seleccionado foi o descrito
por Joyce e Gahan (2010) e Mukherjee et al. (2010). As larvas utilizadas no presente
estudo pesavam entre 250 e 350 mg e foram oferecidas pelo Prof. Doutor Luis Neto do
Centro de Estudos de Ciéncias e Tecnologia Agrarias da Universidade do Algarve. As
larvas foram mantidas a temperatura ambiente, no escuro até a sua utilizacdo. Como
referéncia foi utilizada a estirpe L. monocytogenes Scott A. As bactérias foram
recuperadas da conservacao a -80°C em TSA durante 24 h a 30°C. O pré-inéculo foi
preparado pela transferéncia de uma ansada da cultura em TSA para 30 ml de TSB com
uma incubacédo a 30°C com agitacdo (120 rpm) durante a noite. Centrifugou-se 15 ml da
cultura a 3500 rpm durante 10 min. a 4°C. As células foram ressuspendidas em 50 ml de
meio de simulagéo de queijo a pH 5,5 e 3,5% NaCl e como controlo a pH 7,0 sem NaCl.
Mantiveram-se neste meio durante 2 horas a 20°C com agitacao suave (60 rpm). Ao fim
deste periodo recolheu-se 1 ml da cultura e sujeitou-se a uma centrifugacédo a 2790 xg
durante 5 min. a 4°C. As células foram, em seguida ressuspensas em 1 ml de PBS
estéril. Foram infectadas 10 larvas com 10 pl da suspenséo inicial na segunda pro-pata
direita do segundo conjunto de pro-patas utilizando uma microseringa de 50 pl (Sigma).
Antes da infeccdo das larvas a superficie de cada larva foi desinfectada com alcool a
70%. Apos a injeccdo as larvas foram colocadas em placas de Petri estéreis e incubadas
a 37°C com uma monitorizacéo a cada 24h durante 5 dias. As larvas foram consideradas
mortas quando ndo respondiam ao toque ou quando se transformaram em pupa. Para a
determinacdo da viabilidade foram preparadas diluices decimais as quais foram
inoculadas em placas com meio Palcam agar (Oxoid) pelo método de Miles e Misra
(1938).

2.2.13 Determinacdo do numero de bactérias em Galleria

mellonella

Para a contagem do nimero de células de L. monocytogenes durante 0 processo

de infeccdo das larvas procedeu-se da mesma maneira do que o método descrito no
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ponto 2.2.12 e a viabilidade bacteriana foi determinada apés 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Para
isso um conjunto de 5 larvas infectadas de cada condicdo e intervalo de tempo foram
anestesiadas, individualmente em &lcool a 70% durante 1 minuto com a ajuda de uma
vareta de vidro estéril, foram sacrificadas em 5 ml de PBS estéril e prepararam-se
diluicdes decimais em agua peptonada esteril. As diluicbes foram semeadas em meio
Palcam agar (Biokar diagnosis, Beauvais, Franca) e a incubacdo decorreu a 37°C

durante 24 a 48 horas.

2.2.14 PCR em tempo real

Como ja foi referido a viruléncia de L. monocytogenes estd associada a
expressao de alguns genes, entre eles os quais 0s que codificam a listeriolisina (hly),
actina A (actA) e internalina (inlA) e, em particular no modelo de Galleria mellonella é
fundamental a participacdo do gene hly (Joyce e Gahan, 2010) pelo que a expresséo
destes genes no final do periodo de adaptacdo foi avaliada. Para isto recorreu-se a
técnica de transcricdo reversa seguida de PCR em tempo real. Esta técnica é de facil
execucdo, rapida, bastante sensivel e permite analisar a expressao de mMRNA. Permite a
quantificacdo de pequenas alteracfes na expressao de genes, bem como de transcritos
raros. A quantificacdo relativa baseia-se na expressdo do gene alvo versus gene de
referéncia, presente em todos os tipos de células.

As reaccdes sdo caracterizadas pelo ciclo de PCR em que a amplificacdo alvo €
detectada, o ponto que detecta o ciclo no qual a reaccdo atinge o limiar da fase
exponencial é designado por Cycle Threshold (CT), ou seja, o valor do tempo em que a
intensidade de fluorescéncia é superior a fluorescéncia base. Este ponto permite a
guantificacdo exacta e reprodutivel com base na fluorescéncia obtida.
Consequentemente, quanto maior for a expressdao de um gene, menor sera o tempo
necessario para que haja aumento do sinal de fluorescéncia, originando um Ct mais
baixo.

A emissdo de sinal por parte do composto fluorescente (o utilizado foi o
SYBR®Green, Bio-Rad), d& origem a um sinal que aumenta em proporcionalidade
directa a quantidade de produto de PCR. Como tal, os valores da fluorescéncia sdo
gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado.

Assim, para verificagdo da expressdo dos genes através da técnica de transcri¢do

reversa seguida de PCR em tempo real comegou-se por extrair o RNA das estirpes C882
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e ScottA nas condi¢Ges em estudo. Para isso cada estirpe foi cultivada, em triplicado,
em 50 ml de meio de simulacéo de queijo a pH 5,5 e 3,5% NaCl e a pH 7,0 sem NaCl
durante 2 horas a 20°C com 60 rpm. Centrifugou-se 2 ml do meio a 2790 xg durante 5
min. a 4°C e o pellet foi lavado com soluto de Ringer estéril. Procedeu-se a extrac¢do de
RNA utilizando o kit SV RNA isolation (Promega) segundo as instrucdes do fornecedor.
Quantificou-se 0 RNA no espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) e
procedeu-se a sintese de cDNA para cada amostra através do kit iScript™cDNA
synthesis (Bio-Rad). Desta forma para uma reacgdo de 20 pl, juntou-se 4 pl de iScript
reaction mix (5x), 1 pl de iScript reverse transcriptase, 1 pg de RNA extraido e perfez-
se 0 volume com &gua livre de nucleases. Em seguida a reac¢do ocorreu pela incubacgéo
sequencial a 25°C por 5 min., 30 min. a 42°C e 5 min. a 85°C. As amostras foram
guardadas a -20°C até ao seu processamento.

Seguidamente, prepararam-se as reacgfes para 0 PCR em tempo real
adicionando, para uma reaccdo de 25 ul, 12,5 ul de 1Q SYBR Green supermix (Bio-
Rad), 0,5 pl de cada um dos primers (Tabela 4), 2 ul do cDNA sintetizado e o volume é
ajustado com A&gua livre de nucleases. O gene rpsP (Imol1797) foi utilizado como
endogeno. A anélise da eficiéncia dos primers foi calculada de acordo com o descrito
por Rasmussen, 2001 (anexo 2).

O PCR em tempo real foi executado no aparelho icycler iQ multicolor real time
PCR detection system (Bio-Rad, Hercule, USA). As condicGes de amplificacdo estdo
indicadas na Tabela 5. A expresséo relativa de cada gene foi determinada de acordo
com o descrito por Pfaffl, 2001.

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados no PCR em tempo real.

Gene Sequéncia (5°-3°) Tme°C Referéncia

rpsPF 5 -GTT TAAAACGTATTGGTT CTA-3° 50,1
rpsPR 5 -TTATAAGTACCAATAGTTTCG -3 50,1
hly F 5’-CTC AGC ATT GATTTGCCAGGT -3 57,9
hyR 5 -TACATTTGG ATAAGCTTG AGC -3’ 54,0
actAF 5 -TGG CGA AAG AGTCAGTTGCGG-3* 6138
actAR 5 -ATCACGTACCCATTTCCCCGC-3 61,8
iNIAF 5 -GGCACATTG GCG AGT TTAACA-3’ 57,9
iNIAR 5 -GTTACTTATTTGGTT AGCTCC -3’ 54,0

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

38



Tabela 5: CondicGes utilizadas para a analise da expressdo dos genes de viruléncia por

PCR em tempo real.

Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos Ciclo
94 04:00 1 1
94 00:45 45
57 00:30 45 2
72 00:30 45
65 00:10 130* 3

* Captura de fluorescéncia para obtencdo da curva de melting.
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Capitulo Il — Resultados e Discussao

3.1 Viabilidade de Listeria monocytogenes C882 no modelo de

simulagéo do tracto gastrointestinal

A sobrevivéncia da estirpe L. monocytogenes C882 no modelo de simulagéo do
tracto gastrointestinal foi avaliada e os resultados sdo apresentados na Figura 7. E
possivel observar que as células adaptadas e ndo adaptadas sobrevivem de modo
semelhante (P>0,05) a exposicao dos sucos gastrointestinais. Ndo houve, portanto um
beneficio da exposicdo prévia das células de L. monocytogenes C882 a condicbes de
baixo valor de pH e sal (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl). Estes resultados evidenciam a
capacidade da estirpe L. monocytogenes C882 de sobreviver ao baixo valor de pH (2,5)

dos sucos gastricos, bem como a passagem pelo suco intestinal.

1oo—l-—l<;i . Z

% Sobrevivéncia

10 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (minutos)

Fig. 7 — Sobrevivéncia de Listeria monocytogenes C882 no modelo de simulagcdo do
tracto gastrointestinal. As células bacterianas foram adaptadas (-m- e -m-) no meio SQ
(pH 5,5 com 3,5% (p/v) NaCl) durante 2 horas a 20°C, 60 rpm. As células ndo
adaptadas (-A- e -/-) permaneceram no meio SQ (pH 7,0 sem adicao de NaCl). Apos as
2h de adaptagdo no meio SQ as células foram transferidas para uma solucdo de
simulacdo da saliva durante 5 min, em seguida foram colocadas na presenca do suco
gastrico (simbolos a preto) por 2h (Tempo 0). Ao fim deste intervalo de tempo (T120)
foram sujeitas ao tratamento com o suco intestinal durante 2h (simbolos a cinza). Os
resultados sdo a média de quatro réplicas. As barras de erro representam o valor do
desvio padréo.
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Esta capacidade de sobrevivéncia de L. monocytogenes em sucos gastricos é
semelhante a ja descrita para algumas estirpes de L. monocytogenes (Barmpalia-Davis et
al, 2008), mas muito superior a descrita para estirpes de L. monocytogenes de origem
portuguesa provenientes de alimentos e de casos clinicos quando testadas em sistemas
de simulacdo do tracto gastrointestinal com valores de pH semelhantes e composi¢édo
préximas ao utilizado no presente estudo (Ramalheira et al, 2010). O perfil de resposta
de toleréncia ao &cido e ao sal descrito anteriormente para a estirpe C882 esta
obviamente relacionado com as condigOes de resposta ao stress letal (pH 3,5 ajustado
com &cido lactico) utilizadas anteriormente (Faleiro et al, 2003) as quais sdo
essencialmente diferentes das utilizadas no presente estudo (pH 2,5 ajustado com acido
cloridrico).

Coloca-se, entdo a questdo se as células adaptadas utilizaram o0s mesmos
mecanismos que as células ndo adaptadas para sobreviverem a exposi¢do aos sucos
gastricos e intestinais? A resposta a esta questdo foi procurada através da analise

protedmica.

3.2 Perfil proteico

3.2.1 Perfil proteico em condic¢Oes de adaptacéo

No proteoma intracelular obtido ap6s a passagem de L. monocytogenes C882
pelo meio de simulacdo de queijo (SQ) durante 2 horas foram detectados 197 pontos
proteicos nas células ndo adaptadas (pH 7,0 e sem adicédo de sal) e 194 pontos proteicos
nas células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl), dos quais 92 foram mais abundantes
em condigdes de adaptacdo (P<0,05) (Figura 8). Foram identificados nove pontos
proteicos com maior abundancia (P<0,05) e quatro pontos proteicos com menor
abundancia (P<0,05) em condi¢Ges de adaptagdo em comparacdo com a condicdo

controlo. Estes pontos proteicos séo indicados na Tabela 6.
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Fig. 8 — Perfil da distribuicdo das proteinas do extracto celular das células de L. monocytogenes C882 adaptadas no meio SQ (pH 5,5 e 3,5% NaCl)
(A) e ndo adaptadas (pH 7,0 sem adicdo de sal) (B). Os pontos proteicos mais abundantes nas células adaptadas estdo delimitados por linhas
inteiras e 0s menos abundantes por linhas a tracejado. A identificacdo destes pontos proteicos esta indicada na tabela 6.
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Tabela 6. Identificacdo das proteinas do extracto celular das células adaptadas e ndo adaptadas em meio de simulacdo de queijo.

) Tedrico Calculado Cobertura da
Categoria Ponto ) . o
) ) Gene/Locus N° de Uniprot Nome da proteina MM* MM Score sequéncia
funcional proteico pl** pl
(kDa) (kDa) (%)
Proteinas mais abundantes nas células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)
Metaboli Mutase fosfoglicerato 2,3-bisfosfoglicerato-
e a_lbo ismo dos 46 GPMA/LMOf2365_2238 GPMA_LISMF utase fosfoglicerato 2,3-bisfosfoglicerato 26.4 5,47 245 555 194 49
hidratos de - dependente
carbono 68 manL/LMOh7858 0120 Q4EK17 Sistema PTS, manose especifico 35,0 5,33 32,7 5,35 94 28
151 gpmI/LMOf2365_2529 GPMI_LISMF Mutase fosfogll_cerato 2,3-bisfosfoglicerato- 56.1 5.18 62.9 53 253 47
- independente
Ress‘if:i a0 100 hslO/LMOf2365_0233 Q72411 Chaperone 33 kDa 321 456 309 48 102 31
Sintese dos 169 purB/LMOh7858_1898 Q4EFZ5 Adenilosuccinato liase 49,2 5,52 53,9 5,6 126 32
&cidos nucleicos 173 pUrH/LMOf2365_1790 PURQ_LISMF Proteina blfunC|F>naI na biossintese das 54.9 5.39 59.4 5.4 174 36
- purinas, PurH
184 LMJG_02766 C8K6Y8 Citidina trifosfato (CTP) sintase 59,5 5,57 63,2 57 129 19
Reaccoes de 119 LMOh7858_ 2558 Q4EHW9 Proteina ndo caracterizada putativa 52,7 4,87 62,9 5,0 125 20
oxidacdo-reducéo 170 sufD/LMOf2365 2385 Q71X14 Proteina SufD do grupo FeS 47,6 5,61 56,1 5,6 142 30
Proteinas menos abundantes nas células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)
Factor de 1 actA/Imo0204 C7A0BL Actina (fragmento) 664 505 79 46 61 12
viruléncia
Metabolismo dos
hidratos de 5 ptsH/LMOf6854_1051 Q4ER91 Fosfotransportador Hpr 9,4 4,81 8,3 4,9 94 56
carbono
Ressrifjst: a0 195 LMFG_01795 D3KND4 Proteina de choque térmico ao frio csplA 7.3 445 63 435 76 74
Fungdo 197 LMO7858_1343 Q4EE9?2 Proteina néo caracterizada putativa 183 488 135 49 104 50

desconhecida

* MM - Massa molecular; ** pl - Ponto isoeléctrico
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Apenas foi identificada uma proteina associada a respostas de tolerancia ao
stress, a chaperone de 33 kDa ou HSP33 (Heat shock protein 33), que é induzida em
condicBes de stress oxidativo, a sua actividade é activada pelo ambiente de oxidagao-
reducdo através do grupo de cisteinas que sdo muito reactivas e respondem rapidamente
as mudancas ambientais (Jakob et al, 1999). A HSP33, tal como outras heat shock
proteins garante o enrolamento correcto e evita a agregacao de outras proteinas. Até ao
momento ainda ndo foi identificada a participacdo desta hsp em respostas ao stress em
L. monocytogenes, incluindo choque térmico, osmoético, acidico e oxidativo (Soni et al,
2011 e referéncias ai indicadas). Durante a exposi¢do ao stress acidico pode surgir um
stress oxidativo, ou seja o stress oxidativo neste caso é um stress secundario (Mols e
Abee, 2011). Trés proteinas importantes para a sintese dos acidos nucleicos das quais a
adenilosuccinato liase e a proteina bifuncional estdo envolvidas na sintese das purinas e
a CTP sintase na sintese das pirimidinas. Uma maior abundancia destas proteinas em
condicdes de adaptacdo revela uma maior necessidade de nucledtidos pela estirpe C882
qguando enfrenta condicGes sub-letais. Este tipo de resposta tem sido descrito noutras
bactérias, como E. coli e Salmonella enterica em ambientes de escassos recursos
nutricionais, como o sangue humano (Samant et al, 2008). As proteinas do grupo ferro-
enxofre (Fe-S) sdo extremamente importantes para a célula bacteriana, desempenham
varias funces, nomeadamente o transporte de electrdes, ligacdo ao substrato e
activacdo, conservacao de ferro, regulacdo da expressao de genes e dadores de enxofre
(Johnson et al, 2005). Nas condigdes de adaptacdo estudadas observou-se uma maior
abundancia da proteina SufD pertencente ao grupo das proteinas Fe-S. A sua maior
abundancia na montagem de uma resposta de tolerancia pode estar ligada a mais de uma
funcdo deste grupo de proteinas. As duas proteinas, a mutase fosfoglicerato 2,3-
bisfosfoglicerato-dependente e a mutase fosfoglicerato 2,3-bisfosfoglicerato-
independente participam na segunda fase do processo de glicolise, onde é catalisada a
oxidacdo do composto fosfogliceraldeido a piruvato, mas estas duas enzimas participam
mais propriamente na conversao reversivel de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato e outro
dos papéis do processo de glicdlise €, ndo s0 a oxidacdo do hidrato de carbono a
piruvato e a fosforilagdo de ADP, mas também fornece varios metabolitos precursores
para uma larga variedade de vias metabolicas, neste caso em particular 3-fosfoglicerato
é um precursor dos aminoacidos glicina, serina e cisteina que sdo importantes para a
actividade de muitas enzimas (White, 2000). Outro aspecto que pode estar relacionado

com a maior abundancia destas proteinas é o facto de serem muito susceptiveis a baixos
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valores de pH (Chander et al, 1999) e consequentemente a célula necessita de assegurar
a presenca destas enzimas em quantidades que garantem a sua sobrevivéncia em
condicdes letais.

No grupo das proteinas menos abundantes nas células adaptadas destaca-se o
factor de viruléncia ActA (ponto proteico 1) e a proteina de choque térmico ao frio,
csplA (ponto proteico 195). A actividade da actina € superior, a valores de pH neutro e
quando ocorre uma acidificacdo a sua concentragdo critica diminui (Wang et al, 1989).
As proteinas de choque térmico ao frio, Csp, tém um papel facilitador no processo de
traducdo ao actuarem como chaperones de RNA ligando-se ao RNA de cadeia simples
até o ribossoma iniciar a sua traducdo assegurando deste modo respostas eficazes a
condigdes de stress a temperaturas baixas, mas igualmente em condicGes de stress
osmotico e oxidativo (Chan e Wiedmann, 2008; Schmid et al, 2009; Cacace et al, 2010;
Loepfe et al, 2010) e contribuem para a invasdo das células do hospedeiro (Loepfe et al,
2010). A menor abundancia destas proteinas nas células adaptadas podera ter um

impacto negativo no seu potencial de viruléncia.

3.2.2 Perfil proteico em condig6es de stress gastrico

O perfil proteico das células adaptadas e ndo adaptadas de L. monocytogenes em
condicdes de stress gastrico (pH 2,5 ajustado com HCI) foi obtido apds exposicdo a 5
min. em saliva e posterior exposicao durante 2 h aos sucos gastricos.

No proteoma intracelular obtido ap6s o tratamento das celulas bacterianas com o
suco gastrico foram detectados 205 pontos proteicos, quer nas células adaptadas quer
nas ndo adaptadas dos quais 74 foram mais abundantes nas células adaptadas e 104
foram menos abundantes quando comparados com as células ndo adaptadas (Figura 9).
Foram identificados 8 pontos proteicos com maior abundancia (P<0,05) nas células com
adaptacdo prévia e quatro pontos proteicos com menor abundancia (P<0,05). Os pontos

proteicos identificados sdo apresentados na Tabela 7.
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Fig 9. — Perfil da distribuicdo das proteinas do extracto celular das células de L. monocytogenes C882 em condigdes de stress gastrico apds
adaptacao prévia em meio (SQ) (pH 5,5 e 3,5% NaCl) (A) e sem adaptacdo prévia (pH 7,0 sem adi¢do de sal) (B). Os pontos proteicos mais
abundantes nas células adaptadas estdo delimitados por linhas inteiras e 0os menos abundantes por linhas a tracejado. A identificacdo destes pontos

proteicos esta indicada na Tabela 7.
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Tabela 7: Identificacdo das proteinas do extracto celular das células de L. monocytogenes em condicGes de stress gastrico.

Tebrico Calculado Cobertura
Categoria Ponto Ne de . da
. . Gene/Locus ) Nome da proteina MM* MM Score o
funcional proteico Uniprot pl** pl sequéncia
(kDa) (kDa)
(%)
Proteinas mais abundantes nas células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)
Hidrolise 23 LMIG_00907 C8JQX9 Protease intracelular 19,1 5,22 16,3 53 143 57
Sintese de
L 47 LMOf2365_2365 Q71X34 Proteina ndo caracterizada putativa 22,8 5,51 23,5 55 122 55
aminoacidos
Resposta ao stress 53 Lmdb,_02646 C1KZM7 Protel,n_a conserva,da pertencente a 173 8,03 11,7 6.4 454 6
familia de proteinas universais
Sintese de L - .
vitaminas 76 pdxS/Lm4b_02122 C1KX53 Biossintese piridoxal liase pdxS 31,8 5,24 31,9 5,2 165 55
Sintese proteica 140 map/LMOf2365_1733 C8KDF3 Factor de elongacdo G 77,0 4,85 74,5 49 330 48
65 fusA/LMMG_02489 Q71YV8 Metionina aminopeptidase 28,0 5,41 29,8 55 118 54
Metabolismo dos 45, gPMI/LMOf2365_2429  Q71WXO0 _Mutase fosfoglicerato 2,3- 56,1 518 61,3 5,2 253 47
hidratos de bisfosfoglicerato-independente
carbono Bifuncional acetaldeido — CoA / alcool
205 LMIG_01097 C8JYE9 desidrogenase 95,1 6,48 83,1 6,4 320 34
Proteinas menos abundantes nas células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)
Resposta ao stress 4 groES/LMOh7858_2198 Q4EEZ7 Chaperone 10 kDa 10,1 4,6 7,3 4,6 65 38
6 cspLA/IMo1364 POA355 Proteina de Chgg;&erm'co 0 frio 73 445 6,4 4,45 1027 100
Metabolismo dos 92 Lm4b_02132 C1KX63 Manose — 6 fosfato isomerase putativa 35,4 4,94 38,9 49 1700 86
hgﬁ;gige 122 glmM/LMIG_00768 C8JRBS8 Fosfoglucosamina mutase 48,6 4,7 54 4,8 156 28

* MM — Massa molecular,

** pl — Ponto isoeléctrico
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As oito proteinas identificadas que apresentaram uma maior abundancia nas
células adaptadas estdo englobadas em seis grupos funcionais, hidrdlise, sintese de
aminoacidos, resposta a condi¢fes de stress, sintese de vitaminas, sintese proteica e
metabolismo dos hidratos de carbono. O grupo de sintese proteica e metabolismo dos
hidratos de carbono incluiram, cada um, duas proteinas, o que pode significar uma
maior importancia destes elementos na resposta ao stress gastrico. A proteina
identificada no grupo de resposta a condigdes de stress foi uma proteina da familia das
proteinas de stress universais (Usp). Uma maior expressdo de proteinas do grupo Usp a
condicdes de adaptacdo e resisténcia ao acido foi descrita na estirpe L. monocytogenes
EGD, nomeadamente foi implicada a proteina Lmo1580 (Wemekamp-Kamphuis et al,
2004). A metionina aminopeptidase participa no processo de eliminacdo do residuo N-
terminal da metionina no processo de sintese proteica. Este processo de eliminacdo do
residuo N-terminal da metionina ocorre na maioria das proteinas (cerca de 80%) e é um
processo essencial para a viabilidade celular (Giglione et al, 2003; Chang et al, 1989;
Miller et al, 1989). A sua essencialidade pode ser justificada pelo facto de que a maioria
das proteinas para desempenharem a sua actividade correctamente e terem uma
localizagdo apropriada necessitam de ter a regido N-terminal de metionina eliminada
(Lowther e Matthews, 2000). Algumas bactérias como Bacillus subtilis possuem no seu
genoma dois genes que codificam duas metionina aminopeptidase putativas, o gene map
que é essencial e o gene yflG que ndo é essencial (You et al, 2005). A pesquisa no
genoma de L. monocytogenes EGD revelou a existéncia de dois genes que codificam
duas metionina aminopeptidase putativas, Imo1578 e Imo1354. O seu papel fisiol6gico
ainda ndo foi esclarecido. Uma maior expressao dos factores de elongacdo como o EF-
Tu e EF-G tem sido assinalada em respostas a diferentes condi¢des de stress, como a
valores de pH baixos e a baixas temperaturas na bactéria E. coli (Huang et al, 2007) e
também foi assinalada em L. monocytogenes em resposta a baixas temperaturas (Cacace
et al, 2010) e em condicdes de adaptacdo ao acido (Melo et al, em processo de
submissdo). Os factores de elongacdo tém um papel de assisténcia no processo de
traducdo e para além deste parece que também podem desempenhar um papel
semelhante aos chaperones (Caldas et al, 2000). E, pois presumivel que a maior
expressdao do EF-G nas células adaptadas esteja associada a actividade chaperone
auxiliando na proteccdo das células contra o stress gastrico. No metabolismo dos
hidratos de carbono observou-se a maior abundancia da proteina bifuncional

acetaldeido-CoA/alcool desidrogenase e a mutase fosfoglicerato 2,3-bisfosfoglicerato-
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independente. A proteina bifuncional acetaldeido-CoA/alcool desidrogenase é uma
enzima chave na producao de etanol. Porque razdo as células adaptadas evidenciam uma
maior producdo desta enzima ligada & producédo de etanol necessita de ser esclarecida. A
enzima mutase fosfoglicerato 2,3-bisfosfoglicerato-independente ndo tem apenas um
papel no processo da adaptacdo ao acido (conforme referido no ponto 3.2.1), mas
também na resposta de resisténcia ao acido. Foi evidente uma menor abundancia de
duas proteinas importantes na resposta ao stress nas células adaptadas, a chaperone 10
kDa e a cspLA. A chaperone 10 kDa também denominada groES ou Hsp10 pertence ao
regulador de transcricdo negativo HrcA que inclui, para além de groES, os chaperones
groEL e DnaK e em L. monocytogenes apenas foi descrita a sua participacdo em
respostas de toleréncia a temperaturas elevadas (Hu et al, 2007). As duas proteinas
chaperones groES e CspLA fardo parte do sistema que permite as células ndo adaptadas

de sobreviver eficazmente as condigdes impostas pelos sucos gastricos.

3.2.3. Perfil proteico em condicdes de stress osmotico pelos

sucos intestinais

Recorde-se que neste ponto do modelo as células de L. monocytogenes foram
previamente adaptadas em meio SQ (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl) e foram depois tratadas
com saliva (5 min.) e em seguida com o suco gastrico (2h) e finalmente com o suco
intestinal (2h). As células ndo adaptadas permaneceram no meio SQ (pH 7,0 sem adicéo
de sal) por 2h seguindo-se 0 mesmo tratamento que as células adaptadas. No proteoma
intracelular obtido apds o tratamento das células bacterianas com o suco intestinal foram
detectados 292 pontos proteicos, quer nas células adaptadas quer nas ndo adaptadas
(Figura 10). Foram detectados 155 pontos proteicos mais abundantes nas células que
sofreram uma adaptacdo prévia no meio de simulacéo de queijo em compara¢do com as
células que ndo sofreram uma adaptacdo prévia. Foram identificados 16 pontos
proteicos com maior abundéancia (P<0,05) nas células com adaptacdo prévia e dez
pontos proteicos com menor abundancia (P<0,05) em comparagdo com as células ndo

adaptadas. Os pontos proteicos identificados sdo apresentados na Tabela 8.
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Fig. 10 — Perfil da distribuicdo das proteinas do extracto celular das células de L. monocytogenes C882 em condi¢des de stress osmatico pelos
sucos intestinais apds adaptacao prévia em meio SQ (pH 5,5 e 3,5% NaCl) (A) e sem adaptacédo prévia (pH 7,0 sem adicdo de sal) (B). Os pontos
proteicos mais abundantes nas células adaptadas estéo delimitados por linhas inteiras e 0s menos abundantes por linhas a tracejado. A identificacéo

destes pontos proteicos esta indicada na Tabela 8.
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Tabela 8: Identificacdo das proteinas do extracto celular das células em stress osmético pelos sucos intestinais.

) Teorico Calculado
Categoria Ponto ) i Cobertura da
) ) Gene/locus N° de Uniprot Nome da proteina MM* MM Score .
funcional proteico pI** pl sequéncia (%)
(kDa) (kDa)
Proteinas mais abundantes nas células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)
Sintese proteica 1 rpIU/LMS578_1687 D2P2H1 Proteina ribossomal 50S 11,21 957 1409 605 182 56
21 gltX/Lmab_00257 C1KYHO Glutamil-tRNA sintetase putativa 56,11 5,09 19,82 55 325 12
71 tuf/Lma4b_02625 CIKZK®6 Factor de elongagdo Tu 4343 4,81 51,53 5,0 435 16
251 fusA/Lm4b_02626 CIKZK7 Factor de elongacdo G 76,97 4,85 218,8 49 648 39
Metabolismo dos 12 fhs/Lmab_01893 C1KWH6 Formato tetrahidrofolato ligase 60,37 534 3663 61 201 10
hidratos de
Carborto 17 pgi/Lma4b_02337 C1KY08 Glicose-6-fosfato isomerase 49,86 5,27 2852 545 295 26
66" pYKA/Lmdb_01581 CIKVLY Piruvato cinase 62,69 5,39 41,05 5,2 362 26
102 Ldh AlE154 L-lactato dehidrogenase 34,28 5,2 4762 565 778 26
139 pfkA/Lmdb_01582 CIKVLS 6-fosfofrutocinase 34,4 5,46 106,7 5,5 667 44
156 pgk/Lmdb_02427 C1KY97 Fosfoglicerato cinase 42,11 5,02 77,93 5,8 589 45
Resposta ao stress 3 Lm4b_02334 C1KY05 Glutamato descarboxilase putativa 53,95 5,07 16,52 5,9 170 7
Regulacéo i a
gt 13 Lmab_02463 CIKYR1 Regulador negativo do regulao 25,13 500 4394 6 280 33
fosfato putativo
Percepcéo de
, 227 Lmab_02223 CLKXF1 Feromona ABC transportadora 62,59 53 1813 505 1378 61
quérum putativa
Funcéo
4 Lm4b_01267 C1L2G5 Proteina ndo caracterizada putativa 18,25 4,88 16,9 6,05 249 53

desconhecida

4 - Dois pontos proteicos identificados
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Cont. da Tabela 8

) Tedrico Calculado
Categoria Ponto ) i Cobertura da
) ) Gene/locus N° de Uniprot Nome da proteina MM* MM Score o
funcional proteico pl** pl sequéncia (%o)
(kDa) (kDa)
Proteinas menos abundantes nas células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)
Resposta ao
stress oxidativo 35 LMOh7858_1004 QA4EFI8 Resisténcia ao peréxido Dpr 18,04 4,86 26,58 4,9 146 84
40 fri/lLm4b_00962 CilL1L4 Ferritina ndo-hémica 18,04 4,86 28,52 4,8 521 67
73 sod/Lm4b_01449 Cl1L2Z5 Superéxido dismutase (SOD) 22,60 5,23 42,74 52 199 68
Resposta ao
stress 76 clpP/Lm4b_02437 C1lKYNS5 Clp protease dependente de ATP 21,61 4,94 42,74 4,9 1376 35
atpD- .
288 2/LmOh7858 2682 Q4EEV9 ATP sintase F1 51,58 473 77,71 4,8 142 30
Sintese das
vitaminas 134 thiD/Imo0662 Q8Y971 Proteina ThiD 28,92 5,25 53,72 54 70 20
Sintese dos
aminoéacidos 154 cysK/Lm4b_00221 C1KYF6 Cisteina sintase 32,18 5,32 62,93 5,3 1778 80
Metabolismo do ihi ; ; ;
glicerol 254 LMOf2365_2674 Q71WT77 D'h'dmx'a"e“g‘aakcl'”ase putativa, 35,01 4,79 943 47 74 25
289 LMOh7858_2957 Q4EJS?2 Dihidroxiacetona cinase 35,01 4,79 79,09 4.8 558 33
Reacc0es de
oxidacdo- 290 LMOf2365_0671 Q722Q9 Oxidoreductase, aldo-ceto reductase 34,11 5,02 66,34 5 107 30
reducdo

* MM — Massa molecular

** pl — Ponto isoeléctrico
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As dezasseis proteinas mais abundantes nas células adaptadas, foram
distribuidas por cinco categorias funcionais e as duas categorias que incluem o maior
namero de proteinas sdo a sintese proteica (5 proteinas) e o metabolismo dos hidratos de
carbono (7 proteinas). No grupo de proteinas da categoria da sintese proteica
encontram-se dois factores de elongacdo, EF-Tu e EF-G que como referimos no ponto
3.2.2. podem desempenhar funcGes de chaperones. No grupo de proteinas da categoria
funcional do metabolismo dos hidratos de carbono encontramos a glucose-6-fosfato
isomerase, a 6-fosfofrutocinase, a fosfoglicerato cinase, e a piruvato cinase, todas elas
sdo enzimas envolvidas na glicdlise. Tal como nas células sob stress acidico também
nas células sob stress osmdtico se observa um desvio do metabolismo para a
fermentagdo, pois nesta condi¢do regista-se uma maior abundancia da enzima L-lactato
dehidrogenase que converte o piruvato em lactato. Uma maior abundancia da proteina
glutamato descarboxilase ou GAD foi observada, a sua associacdo com o0 stress
osmotico até a data ndo foi descrito, apenas se conhece o seu envolvimento em
respostas de stress acidico (Cotter et al, 2001). Foi detectada a maior abundancia de
uma proteina ligada a percepcao de quérum, a feromona ABC transportadora putativa.
As moléculas de sinal sdo do tipo lactonas homoserina acetiladas nas bactérias Gram
negativas e péptidos nas bactérias Gram positivas (Camilli e Bassler, 2006) qualquer
uma delas desempenham fungbes vitais na modelacdo das comunidades bacterianas,
nomeadamente auxiliam a montagem de respostas a diferentes condi¢des de stress,
formagéo de biofilme e resisténcias aos mais diversos agentes antibacterianos (Camilli e
Bassler, 2006).

As proteinas com menor abundancia nas células adaptadas destacam-se trés
proteinas envolvidas no stress oxidativo, a superdxido dismutase (SOD) leva a cabo a
eliminacdo dos intermediarios reactivos de oxigénio (ROS) (Dallmier e Martin, 1990).
A proteina Dpr, que confere resisténcia ao perdxido, também esta envolvida na
proteccao contra as ROS e pertence a familia das proteinas ligadas ao DNA de células
sem nutrientes (Dps). A ferritina ndo-hémica pertence a familia Dps e esta envolvida na
proteccdo contra o stress oxidativo (Bozzi et al, 1997; Tsou et al, 2008). Esta diferenca
entre as células adaptadas e ndo adaptadas sugere que as células adaptadas
desenvolveram mecanismos de protecgdo contra o stress oxidativo que eventualmente
estdo a experienciar durante a exposi¢cdo aos sucos gastricos e que as celulas nédo
adaptadas sdo obrigadas a sintetizar para conseguirem ultrapassar esta barreira. Foram

ainda identificadas duas proteinas envolvidas na resposta ao stress do suco intestinal e
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bilis, a Clp protease que degrada as proteinas mal configuradas (Nair et al, 2000) e a
bomba de protdes ATPase F1 que actua na manutencdo do pH intracelular (Cotter e
Hill, 2003). As celulas de L. monocytogenes C882 parecem experienciar baixos valores
de pH quando séo submetidas aos sucos intestinais, uma vez que evidenciam uma maior
producdo de proteinas envolvidas em respostas a valores de pH baixos, no entanto as
proteinas sdo diferentes; nas células adaptadas é o sistema GAD o0 mais expresso,

enquanto que nas células ndo adaptadas foi identificada a bomba de protdes ATPase.

3.3 Avaliacgéo do potencial de viruléncia em Galleria mellonella

De modo a esclarecermos se uma prévia adaptacdo a baixos valores de pH e
presenca de sal contribuem para um maior potencial de viruléncia, utilizou-se o0 modelo
de G. mellonella. Recorde-se que as células adaptadas apresentaram uma menor
abundancia de actina em comparagdo com as células ndo adaptadas. Neste ensaio foram
infectadas 10 larvas com cerca de 4,0 x 10° CFU/larva para ambas as estirpes C882 e
ScottA. Para estudar a viruléncia da bactéria L. monocytogenes C882 inoculou-se 10 pl
da suspensdo inicial nas larvas de Galleria mellonella. Como estirpe de referéncia foi
utilizada a estirpe L. monocytogenes ScottA. A sobrevivéncia das larvas durante o
periodo de 5 dias esta representada na Figura 11 e 12. A estirpe mais virulenta neste
modelo foi a estirpe C882. Apos 2 dias da infeccdo a sobrevivéncia das larvas foi nula
quando foram infectadas com células ndo adaptadas e de 20% para o caso das larvas
infectadas com as células adaptadas, em contraste com a estirpe Scott A onde se
registou uma sobrevivéncia de cerca 80%, quer para as larvas infectadas com as células
adaptadas, quer com as células ndo adaptadas. Nas estirpes estudadas a prévia adaptacédo
a baixos valores de pH e presenca de sal ndo contribuiu para um maior potencial de
viruléncia, pois ndo se registaram diferencas significativas (P>0,05) na sobrevivéncia de
G. mellonella infectada com as células adaptadas e ndo adaptadas.
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Fig. 11 - Sobrevivéncia das larvas inoculadas com as células adaptadas (pH 5,5 e 3,5%
(p/v) NaCl) (-m-) e ndo adaptadas (pH 7,0 sem adicdo de NaCl) (-r-) de L.
monocytogenes C882 em meio SQ. Os dados representam a média de quatro réplicas.

As barras de erro representam o valor do desvio padréo.
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Fig. 12 - Sobrevivéncia das larvas inoculadas com as células adaptadas (pH 5,5 e 3,5%
(p/v) NaCl) (-m-) e ndo adaptadas (pH 7,0 sem adicdo de NaCl) (--) de L.
monocytogenes Scott A em meio SQ. Os dados representam a média de quatro réplicas.

As barras de erro representam o valor do desvio padrao.
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Durante o processo de desenvolvimento da infeccdo com as estirpes C882 e
Scott A foi observado o aumento gradual da pigmentacdo das larvas e que estd
representado na Figura 13. As larvas injectadas com a suspensdo controlo (PBS) ndo
desenvolveram a pigmentacdo durante o ensaio (Fig. 13A). O desenvolvimento desta

pigmentacdo é devido a melanizacdo (Joyce e Gahan, 2010).

-

Fig. 13 - Varias etapas do desenvolvimento da pigmentacdo apos a infeccdo das larvas
de G. mellonella com a estirpe L. monocytogenes C882. A: Antes das larvas serem
infectadas (T=0); B: Apds 12h da infec¢do; C: Apos 24h; D: Ap6s 36h; E: Apos 48h; F:
Apbs 72h. As larvas controlo permaneceram sem o desenvolvimento da pigmentacdo

até ao final do ensaio (5 dias) como se observa em A.

3.4 Cinética do crescimento de L. monocytogenes em Galleria

mellonella

Como foi observado uma maior viruléncia da estirpe C882, em comparac¢do com
a estirpe clinica Scott A a possibilidade de esta capacidade estar ligada a um maior
crescimento da estirpe C882 no insecto, relativamente a estirpe Scott A foi avaliada pela
analise da cinética do crescimento das estirpes durante 24 h ap6s a infeccdo. Os
resultados sdo ilustrados nas Figuras 14 e 15. O crescimento das estirpes C882 e Scott A
em G. mellonella é semelhante (P>0,05) para qualquer uma das estirpes. Observa-se um
decréscimo da viabilidade logo apds a infeccdo até as 4 horas e apds 6 horas 0 numero
de bactérias aumenta, de modo pouco significativo e mantém-se estavel até as 24 h.
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Fig. 14 — Cinética do crescimento das células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)

(-m-) e ndo adaptadas (pH 7,0 sem adicao de sal) (

) de L. monocytogenes C882 em G.

mellonella apos 2, 4, 6, 8 e 24 horas da infecgdo. Os dados sdo a média de 5 larvas. As

barras de erro representam o desvio padréo.
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Fig. 15 — Cinética do crescimento das células adaptadas (pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl)

(-m-) e ndo adaptadas (pH 7,0 sem adicdo de sal) (

) de L. monocytogenes Scott A em

G. mellonella apods 2, 4, 6, 8 e 24 horas da infeccdo. Os dados sdo a média de 5 larvas.

As barras de erro representam o desvio padrao.
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3.5 Expressdo dos genes de viruléncia

Como se observou no ponto anterior (3.4) a sobrevivéncia das larvas ndo foi
afectada pelo nimero de células adaptadas e ndo adaptadas de L. monocytogenes C882 e
ScottA. De modo a esclarecer esta capacidade a expressdo de alguns genes de
viruléncia, nomeadamente, hly, actA e inlA foi avaliada por PCR em tempo real nas
células adaptadas e ndo adaptadas. Os valores de eficiéncia dos primers utilizados para
0s genes em estudo foram semelhantes (Tabela 9). A expressdo relativa dos genes
referidos esté indicada na Figura 16. O gene enddgeno utilizado foi o gene rpsP.

Tabela 9: Eficiéncia do gene enddgeno rpsP e dos genes alvo inlA, hly e actA.

Os valores de eficiéncia sdo a média de duas réplicas + desvio padrao.

Gene Eficiéncia
rpsP 90,09 + 0,03
inlA 90,21 +0,23
hly 90,19 + 0,04
actA 90,22 + 0,16
1000 -
100 -
§ 10 -
&
8
o 14
‘g hly“= actAI inlA
[J]
S 01 -
0,01 -
0,001 - T

Figura 16 — Expresséo relativa dos genes de viruléncia inlA, hly e actA nas células
adaptadas em comparacdo com as células ndo adaptadas de Listeria monocytogenes
ScottA (m) e C882 (mw). Os valores representam a média de trés réplicas. As barras

representam o desvio padrao.
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A expressdo relativa dos genes de viruléncia inlA, hly e actA nas células adaptadas foi
baixa na estirpe L. monocytogenes C882 em contraste com a estirpe ScottA. No estudo
conduzido por Joyce e Gahan, 2010 foi demonstrado a essencialidade do gene hly para a
viruléncia de L.monocytogenes em G. mellonella. No entanto, uma maior expressao
deste gene ndo assegura um maior potencial de viruléncia, nem a menor expressdo de
outros genes, como actA e hly é indicativo de um menor potencial de viruléncia. Este
estudo sugere que outros factores estdo envolvidos na patogenicidade das estirpes de L.
monocytogenes, muito provavelmente a capacidade das diferentes estirpes resistirem ao

sistema imunitario dos insectos.
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Capitulo IV — Conclus6es

4.1 Conclusoes

Os dados obtidos no presente estudo possibilitaram verificar a elevada
resisténcia da estirpe L. monocytogenes C882 aos sucos gastrointestinais. Quer as
células adaptadas ou ndo adaptadas quando expostas aos sucos gastrico e intestinal
foram capazes de atingir 100% de sobrevivéncia.

A analise proteémica permitiu verificar que a exposicdo a condicBes sub-letais
(pH 5,5 e 3,5% (p/v) NaCl) em meio de simulacdo de queijo levou a alteracGes em
alguns grupos funcionais de proteinas, nomeadamente as células adaptadas
apresentaram uma maior abundancia de proteinas ligadas 1) ao metabolismo dos
hidratos de carbono, 2) sintese de acidos nucleicos, 3) proteinas envolvidas em reac¢oes
de oxidacdo-reducdo e apenas foi identificada uma proteina de resposta ao stress, a
chaperone de 33 kDa ou HSP33. Em comparacdo com as células ndo adaptadas
verificou-se uma menor abundancia de duas proteinas em particular, o factor de
viruléncia ActA, e a proteina de choque térmico ao frio, cspLA.

Em condicBes de stress acidico (suco gastrico, pH 2,5) as células adaptadas
apresentaram alteracdes no perfil proteico ap6s as 2 h de exposicdo em comparagdo com
as células ndo adaptadas. Os grupos funcionais com variagdo foram 1) hidrolise, 2)
sintese de aminoacidos, 3) resposta a condicdes de stress, 4) sintese de vitaminas, 5)
sintese proteica e 6) metabolismo dos hidratos de carbono. Particular interesse pelo seu
possivel envolvimento na proteccdo das células na presenca dos sucos gastricos
podemos salientar a proteina da familia das proteinas de stress universais (Usp), a
metionina aminopeptidase e o factor de elongacdo G. Em comparacdo com as células
ndo adaptadas verificou-se a menor abundéncia do chaperone groES e a proteina de
choque térmico ao frio, cspLA. Estas duas proteinas podem ter um papel relevante na
resposta ao stress acidico pelas células ndo adaptadas.

Durante a exposicéo as condigdes de stress osmatico provocado pela exposicéo
aos sucos intestinais o perfil proteico das células adaptadas evidenciou diferencas
significativas relativamente ao perfil proteico das celulas ndo adaptadas. Foram
registadas alteracdes na abundancia das proteinas de varios grupos funcionais; 1) sintese

proteica, 2) metabolismo dos hidratos de carbono, 3) resposta ao stress, 4) regulacédo e
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5) percepcdo de quérum. Os grupos funcionais com maior numero de proteinas
identificadas foram o grupo da sintese proteica e 0 metabolismo dos hidratos de
carbono. Esta observacdo sugere que as células adaptadas direccionam 0s seus
mecanismos de sobrevivéncia em condic¢des de stress osmatico, em particular o causado
pelos sucos intestinais atraves de alteracfes no seu metabolismo e uma maior producao
de elementos que ndo s participam na sintese proteica, mas também actuam como
chaperones, como € o caso dos factores de elongacdo EF-Tu e EF-G. Foi identificada
uma proteina do grupo de percep¢do de quérum com maior abundéncia nas células
adaptadas que nunca foi descrita em respostas de resisténcia a condicdes de stress, a
feromona ABC transportadora. No que diz respeito a proteinas com menor abundancia
nas células adaptadas em comparacdo com as células ndo adaptadas verificamos uma
menor abundancia de proteinas ligadas ao combate ao stress oxidativo (SOD, Dpr e
ferritina) e uma menor abundancia de outras duas proteinas, a Clp e ATPase que estdo
envolvidas no combate a condicdes de stress osmotico e acidico, respectivamente. Estas
proteinas no seu conjunto permitirdo as células ndo adaptadas transpor as condicdes de
stress induzidas pelos sucos intestinais.

Podemos entdo concluir que as células adaptadas e ndo adaptadas conseguem
ultrapassar as barreiras do stress acidico e osmotico criadas pelos sucos gastricos e
intestinal através de estratégias moleculares diferentes.

Foi observado que as células adaptadas apresentaram uma menor abundéncia do
factor de viruléncia ActA, embora a identificacdo de outros factores de viruléncia, como
Hly ndo foram identificados, muito provavelmente pela limitacéo financeira do nimero
de pontos proteicos a identificar sabemos que a actina e a listeriolisina O, entre outros
séo reguladas por um regulador de transcricdo comum, o PrfA, pelo que fomos avaliar o
seu potencial de viruléncia num modelo de facil acesso e que foi comprovada a sua
utilidade na avaliacdo da patogenicidade de L. monocytogenes, a larva da cera, G.
mellonella. Com a utilizacdo deste modelo foi possivel verificar que a estirpe C882 é
mais virulenta que a estirpe de origem clinica Scott A utilizada como referéncia. N&o se
detectou diferencas significativas (P>0,05) na sobrevivéncia das larvas infectadas com
as células adaptadas ou com células ndo adaptadas. A elevada viruléncia da estirpe
C882 avaliada no modelo G. mellonella esta de acordo com dados anteriores onde se
determinou a viruléncia desta estirpe em ratinhos (Faleiro et al, 2003). Através da
analise da expressdo relativa dos genes de viruléncia, inlA, hly e actA verificou-se que,

tal como previsto a expressao relativa destes genes nas células adaptadas foi inferior em
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comparacdo com as células ndo adaptadas. No entanto esta baixa expressdo ndo explica
0 mesmo potencial de viruléncia encontrado nas células adaptadas e ndo adaptadas, pelo
que se coloca a hip6tese desta estirpe apresentar elevada resisténcia aos mecanismos de
defesa do hospedeiro.

Um dos impactos significativos do presente estudo prende-se com o
reconhecimento das extraordinarias capacidades fisiologicas desta importante bactéria
onde podemos encontrar estirpes capazes de responder com uma marcante plasticidade
nos mecanismos moleculares que Ihe permitem ultrapassar uma das mais importantes
barreiras do hospedeiro. Obtivemos nova informacdo sobre os processos fisioldgicos
que a bactéria L. monocytogenes pode utilizar perante os desafios a sua sobrevivéncia e
que faz com elevado sucesso. Estes aspectos sdo igualmente importantes no design de
novas estratégias de controlo deste patogénico de origem alimentar devido a semelhanca
de condigdes de stress que a bactéria pode encontrar durante o processamento de

alimentos, como o stress acidico e osmatico.

4.2 Perspectivas futuras

Os resultados obtidos na andlise dos diferentes mecanismos moleculares
implicados na sobrevivéncia de L. monocytogenes C882 permitem-nos avangar com
algumas hipoéteses a testar em trabalho futuro, nomeadamente:

1. Testar a essencialidade dos genes Imol578 e 1Imo1354 (metionina
aminopeptidases putativas) e o seu envolvimento em respostas de toleréncia
através de mutagénese condicional e através de fusBes de transcrigdo com uma
proteina fluorescente verde (GFP) e ainda a avaliacdo da sua actividade.

2. Avaliar a participacdo do péptido de sinal, feromona ABC transportador nas
respostas de resisténcia em células ndo adaptadas através da técnica de Northern
blot e através de técnicas de interacgdo proteina-proteina para identificacdo das
possiveis ligacdes com outras proteinas.

3. Avaliar através de microarrays e da técnica Electroforese bi-dimensional de
Diferenca de Fluorescéncia (2-DIGE) o perfil de expressao das células adaptadas
e ndo adaptadas durante o processo infeccioso das larvas G. mellonella. Avaliar
a sobrevivéncia das células adaptadas e ndo adaptadas em macrofagos e utilizar
as técnicas acima referidas na avaliacdo da expressao durante a passagem pelos

macrofagos de ratinho.
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Fig. 17 — Marcador Precision Plus Protein Prestained Standards, all blue (Bio-Rad).
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Fig. 18 — Determinacéo das eficiéncias dos primers utilizados na amplificacdo do gene
enddgeno rpsP e dos genes alvo, inlA, hly e actA. As eficiéncias foram calculadas
através da equacgdo: E = (10+Exp(m)-1)*10 (Rasmussen, 2001). A recta representa a

regressao linear.
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Tabela. 10 — Célculo da eficiéncia dos primers

Gene Equacao da recta Eficiéncia
rpsP y =-4,7005x + 25,351 90,09 + 0,03
inlA y =-4,3849x + 25,74 90,21 £ 0,23
hly y =-3,9531x + 28,156 90,19 + 0,04
actA y =-3,9863x + 18,213 90,22 + 0,16
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