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Resumo

Silva, Taiciane Gongalves. Efeito da co-cultura de Lactococcus lactis subsp.
lactis (R7) em Listeria monocytogenes.2021. n° 41.Dissertacdo. (Mestrado
em Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pds-Graduagdo em Nutricdo e
Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2021.

Listeria monocytogenes € um micro-organismo patogénico o qual causa uma
doenga chamada listeriose que ocorre com a ingestdo de alimentos
contaminados. Para o controle da contaminagdo por este micro-organismo ha
evidencias de que crescimento em co-cultura com bactérias acido laticas possa
afetar seu crescimento. O mecanismo pelo qual este fenbmeno ocorre é o
quorum sensing, processo este de sinalizagdo entre as células bacterianas o
qual permite ocorrer um controle coletivo de expressao génica sendo realizado
por producdo, secrecao e detecgdo de auto-indutores como Al-2 sntetizado
pela enzima luxS. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo investigar
a agao inibitéria do L. lactis subsp. lactis (R7) sobre L. monocytogenes ATCC
7644 e o isolado L. monocytogenes L9 por meio do processo quorum sensing.
Para isso, o estudo avaliou a multiplicagdo em mono-cultura e co-cultura,
transcricdo do gene /luxS e investigagdo do efeito de L. monocytogenes
mediada pelo gene luxS por quorum sensing em L. lactis subsp. lactis (R7). Por
meio dos resultados, foi possivel observar reducdo da multiplicacido das duas
cepas de L.monocytogenes quando em co-cultura com L. Lactis R7 e, ainda, as
alteragbes de pH coincidentes com a redugdo de crescimento de ambas as
cepas de L. monocytogenes, o0 que sugere um possivel mecanismo de inibicdo

que L. lactis R7 exerce na multiplicagdo do patdégeno.

Palavras-chave:Comunicacédo celular. Bactérias acido laticas. Mono-cultura.

Co-cultura. Patogenicidade.



Abstract
Listeria monocytogenesis a pathogenic microorganism which causes a disease
called listeriosis that occurs with thein gestion of contaminated food. For the
control of contamination by this microorganism there is evidence that growth in
co-culture with lactic acid bacteriamay affect its growth. The mechanism by
which this phenomeno noccursis the quorum sensing, a signaling process
between the bacterial cells which allows collective control of gene expression
tooccur, being carried out by production, secretion and detection of auto-
inducers. Thus, the present study aims to investigate the inhibitory action of L.
Lactissubsp. lactis (R7) from L. monocytogenes ATCC 7644 and from isolate L.
monocytogenes L9 by means of the quorum sensing process. For this, the
study evaluated the multiplication in mono-culture and co-culture, transcription
of the luxS gene and investigation of the effect of L. monocytogenes mediated
by the luxS gene by quorum sensing in L. lactis subsp. lactis (R7). With that, it
was possibleto observe the reduction of the multiplication curve of the two
strains of L.monocytogenes when in co-culture with L. Lactis R7 and also the
pH changes coinciding with the reduction of the curves of both
L.monocytogenes, which suggests the use some mechanism of inhibition of L.

lactis R7 in the multiplication of the pathogen.

Keywords:Cellular communication. Lacticacidbacteria. Mono-culture. Co-

culture. Pathogenicity.
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1. Introducgao

Listeria monocytogenes é considerado um micro-organismo patogénico,
causador de listeriose, uma doenga grave, a qual pode ocasionar quadro de
septicemia, gastrenterites, meningite e encefalite que podem levar ao 6bito,
principalmente, criangas, idosos e individuos imunocomprometidos
(LOMONACO et al., 2015). Este micro-organismo é caracterizado como um
bacilo Gram-positivo, anaerdbio facultativo e ndo esporulado, pode multiplicar-
se entre as temperaturas de 1°C e 45°C, resistir ao pH entre 4,3 e 9,6 e
concentragédo de sal (NaCl) de 10% (LOMONACO et al.,, 2015). Para que
ocorra o controle de contaminagao alguns estudos vém evidenciando que a co-
cultura deste patdogeno com bactérias acido laticas (BAL) podem interferir na
sua multiplicacdo (JENABIAN et al., 2011; FERRAZ, 2019).

BAL sao constituidas em um grande grupo de bactérias benéficas a
saude que tem como produto final da fermentacdo o acido latico (MOKOENA,
2017). Estas bactérias quando em convivio com bactérias patogénicas dispde
de mecanismos como competicdo de nutrientes, competicdo por sitios de
adesado nas células epiteliais, estimulo a resposta imune do hospedeiro,
produgcao de bacteriocinas e inibigado de genes de viruléncia ou de expressao
de proteinas (OELSCHLAEGER, 2010; MOKOENA, 2017).Um dos
mecanismos para o controle da multiplicagéo e inibicdo de genes de viruléncia
é o quorum sensing (QS) (MAN et al., 2014; ZIEMICHOD e SKOTARCZAK,
2017). Este € um processo de sinalizagao entre as células bacterianas o qual
permite ocorrer um controle coletivo de expressao génica quando ha uma alta
densidade populacional, sendo realizado por producdo, secrecdo e deteccio
de autoindutores (Al) que sdo pequenas moléculas sinalizadoras (ZIEMICHOD
e SKOTARCZAK, 2017). Existem alguns grupos de Al sendo um deles o Al-2, o
qual é formado via enzima LuxS (COUTO,2018).

Um estudo realizado por Jia e colaboradores (2017), apresentaram
relacdo do mecanismo de quorum sensing mediado pelo gene luxS. Além deste,
outro estudo realizado Jenabian (2011) evidenciou que quando em co-cultura,
Lactobacillus acidophilus reduziu a multiplicagdo da L. monocytogenes e que o
nivel de transcrigdo do gene /luxS aumentou significativamente quando o L.

acidophilus foi exposto a células viaveis de L. monocytogenes.



Desta forma, o presente estudo visa avaliar a influéncia do Lactococcus
lactis subsp. Lactis (R7) (L. lactis R7) na inibigdo da multiplicacédo de L.

monocytogenes mediada pelo gene luxS.

2. Hipoétese
L. lactis R7 inibe a multiplicagcédo de L. monocytogenes quando em co-

cultura, por meio da enzima LuxS envolvida vias como o quorum sensing .

3. Objetivo geral

Investigar a acdo inibitéria de L. Lactis R7 na multiplicagdo de L.
monocytogenes ATCC 7644 e de um isolado de L. monocytogenes em queijo
minas artesanal (L9) em mono e co-cultura, por meio do processo da enzima

LuxS envolvida vias como o quorum sensing.

4. Objetivos especificos

4.1 Avaliar a multiplicagao bacteriana em mono e co-cultura em L. /actis
R7, L. monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes L9;

4.2 Avaliar do pH de mono e co-cultura em L. lactis R7, L.
monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenesL9;

4.3 Avaliar o efeito de L. monocytogenes na transcrigcdao do gene luxS em
L. lactis R7.

5. Revisao bibliografica

5.1 Lactococcus lactis

Bactérias acido lacticas (BAL) sdo um grande grupo de bactérias Gram-
positivas, ndo formadoras de esporos, catalase negativa, tolerantes a pH acido,
que apresentam como principal produto da fermentagcdo da glicose o acido
latico. S&o capazes de produgao de acidos organicos, como acetato, citrato,
formato, lactato e succinato, capazes de reduzir o pH do meio (GANZLE, 2015.;
MOKOENA, 2017). Sao homofermentativa aquelas que apresentam a
capacidade de produzir apenas um substrato e heterofermentativas aquelas
que na fermentagdo além de produzir acido organico libera também etanol e
CO2(MADIGAN et al., 2015;MOKOENA, 2017).



Além disso, apresentam capacidade de producdo de bacteriocinas as
quais irdo apresentar capacidade antagonista frente a micro-organismos
patogénicos como a L.monocytogenes (WANG et al., 2018).

Esse grupo é formado pelos géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Aerococcus,
Alloiococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Dolosigranulum, Oenococcus,
Vagococcus e Weissellal(ABDEL-RAHMAN et al., 2013; MOKOENA, 2017).

O género Lactococcus é caracterizado como cocos Gram-positivos,
anaerobios facultativos, ndo esporulados e sem motilidade. Catalase negativa,
oxidase negativa, com o6tima temperatura para multiplicagdo a 30°C, néo
ocorrendo em pH 9,6 ou em 6,5% de NaCl. Este género de BAL apresenta
algumas espécies, sendo a principal delas a espécie lactis, a qual € divida em
subespécies, dentre estas as principais L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp.
cremoris, além de serem caracterizados como homolactato (PARAPOULI et al.,
2013; MOKOENA, 2017; SONG et al., 2017).

L. lactis subsp. lactis apresenta potencial benéfico a saude humana
devido a sua capacidade probidtica, tanto individualmente quanto em conjunto
com outros micro-organismos probidticos (SONGet al., 2017). Além disso, é
utilizada pela industria de alimentos na produgdo de queijos macios, pois atua
modificando as caracteristicas sensoriais como aroma, cor e sabor devido sua
acidificagao, além de atuar como bioconservador por meio da produgao de
acido latico, acético e propibnico; antimicrobianos como as bacteriocinas,
peréxidos de hidrogénio e diacetil (SONG et al., 2017; KHEMARIYA et al.,
2017).

A nisina, principal bacteriocina produzida L. /actis, vem sendo utilizada
como conservante natural de alimentos como requeijao, queijo fundido, queijos
pasteurizados e queijo em ralado, pois apresenta atividade antimicrobiana
contra patdgenos como L. monocytogenes (SUGANTHI et al., 2012,SONG et al.,
2017). Cada metabolito excretado por L. lactis ira exercer agdo antagbnica a
outros micro-organismos, como a interferéncia dos acidos organicos no
funcionamento de reagdes metabodlicas, sendo considerado assim, um
obstaculo na multiplicacdo e na proliferagdo de micro-organismos,
principalmente os patogénicos (SUSKOVIC et al., 2010;KHEMARIYA et al.,
2017; WANG et al., 2018).



5.2 Listeria monocytogenes x patogenicidade

L. monocytogenes caracterizado como um bacilo Gram-positivo,
anaerobio facultativo e ndo esporulado, possuindo flagelos peritriquios o que
confere motilidade caracteristica, quando incubado entre as temperaturas de
20°C e 25°C.Esse pode multiplicar-se entre as temperaturas de 1°C e 45°C,
resistir ao pH entre 4,3 e 9,6 e a concentragdo de sal (NaCl) de 10%
(LOMONACO et al., 2015). A doenga causada por este micro-organismo
denomina-se listeriose, uma doenga grave a qual pode ocasionar quadro de
septicemia, gastrenterites, meningite e encefalite que podem levar ao 6bito
principalmente criangas, idosos e individuos
imunocomprometidos (LOMONACOet al., 2015; WAGNER et al., 2008). No
Brasil, esta ndo apresenta registros de notificacdo fidedignos sendo entdo
subdiagnosticada e subnotificad subnotificada (BRASIL, 2013).

Essa bactéria tem sido encontrada em alimentos como leite e produtos
lacteos ndo pasteurizados, carnes contaminadas, alimentos processados
como queijos, manteigas e sorvetes contaminados (BENETTI et al., 2013;
MONTERO et al., 2015). As cepas de L. monocytogenes podem ser
classificadas em 13 sorotipos (1/2a, 1/ 2b, 1/ 2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c,
4d, 4e, 7); no entanto, Nos casos de listeriose humana os sorotipos apenas 1 /
2a, 1/ 2b, 1/2c e 4b sao os causadores(CARTWRIGHT et al., 2013).

A infecgdo por L. monocytogenes ocorre com a ingestdo de alimentos
contaminados e que apos a chegada ao intestino, as células bacterianas
ultrapassam a barreira intestinal e sdo disseminadas pela linfa até chegar a
seus oOrgaos alvo, figado e baco (RADOSHEVICH e COSSART 2017).
Estasirdo entrar nas células epiteliais por endocitose, mediada pelas
internalinas (Inl), e em células fagocitarias, pelo processo de fagocitose,
permanecendo dentro da célula em vacuolos (fagossomos) (PIZARRO et al.,
2012).Em seguida ocorrera o rompimento dos fagossomos, o qual ocorre
pelada quebra destes por meio das listeriolisinas e fosfolipases (COELHOet al.,
2018). No citoplasma estes micro-organismos irdo se multiplicar e realizar a
polimerizagao de filamentos de actina os quais irdo permitir a sua proliferacao
extracelular (RADOSHEVICH e COSSART, 2017).

Este processo descrito anteriormente ocorre devido aos fatores e

viruléncia da L. monocytogenes, sendo alguns destes as internalinas A (InlA) e



B (InIB),a listeriolisina O (LLO), as fosfolipases A (PIcA) e B (PIcB), proteina
indutora da sintese de actina, entre outros fatores (RADOSHEVICH e
COSSART, 2017).

Em células nao fagocitarias este micro-organismo tera sua invasao por
meio das internalinas, principalmente pelas InlA e InIB as quais se ligam aos
receptores de membrana chamados E-caderina, devido ao seu dominio N-
terminal com muitas repeticdes de leucina (leu) e metionina (met) (COSSART E
HELENIUS, 2014). A InlA atua realizando uma ancoragem na parede celular
mediada pelo seu peptideo sinalizador no terminal N (LRR); este por sua vez,
se liga ao dominio EC1 da porgdo extracelular da E-caderina, sento este
processo importante para que ocorra a internalizagdo deste micro-organismo
(DELLAFIORA et al., 2020). A InIB é uma proteina que ativa o receptor C-met
assim promovendo a endocitose. Outras internalinas como InlIC também atua
no processo de invasao afetando a rigidez do citoesqueleto e sinalizagdo imune
inata (RADOSHEVICH e COSSART, 2017).

Apos esta internalizagao ocorre a utilizagdo da LLO e das PIcA e PIcB na
ruptura do fagossomo, assim como outras pequenas moléculas mediadoras
deste processo as quais s&o secretadas para que haja uma resposta conjunta
das bactérias. Uma destas moléculas é o feromoénio peptideo A (PplA) o qual é
codificado pela PIcA, e que, em células nao fagociticas, quando secretado,
promove a fuga vacuolar sem afetar diretamente a perfuragdo do
fagossomos,sinalizando e levando a secre¢cdo de substratos dependentes do
sistema de secrecdo SecA2 da subunidade da translocase de proteinas.
Estudos apontam que estes peptideos podem auxiliar a L. monocytogenes na
percepcao de sua presenca nos fagossomos e estimular a expressdo das
fosfolipases PIcCA e PlcB. A secre¢cao de PplA leva a uma cascata de
sinalizagdo que aumenta a dissolugdo da membrana vacuolar (VERA et
al.,2013; XAYARATH et al., 2015; RADOSHEVICH e COSSART, 2017).

Apods a fuga do fagossomo esta bactéria ira se multiplicar no citosol com
o auxilio de Hpt o qual € um transportador de fosfato de hexose, e podera
causar alteragdes das funcdes na célula hospedeira, por meio da LLO
ocorrendo alteragbes mitocondriais, no reticulo endoplasmatico e nos
lisossomos (RADOSHEVICH e COSSART, 2017). Além destas alteracbes em

organelas, ainda podem haver alteragdes transcricionais e epigenéticas da



célula hospedeira mediadas por nucleomodulinas, as quais sao secretadas no
citoplasma e irdo atuar no nucleo da célula alterando a ativagdo da imunidade
celular inata. Ainda, causara alteragdes nas histonas inibindo ou dificultando o
acesso de fatores transcricionais a regides do DNA (ESKANDARIAN et al.,
2013; RADOSHEVICH e DUSSURGET, 2016).

Este micro-organismo apresenta capacidade de polimerizar filamentos
de actina os quais facilitam que este se movimente de célula a célula, isto se
deve a proteina indutora de montagem de actina (ActA) a qual interage com o
complexo ARP2/3 para que este processo, assim como as forminas induzem a
nucleagéo de actina (TRUONG et al., 2014).

Listeria monocytogenes apresenta diversos genes relacionados a sua
viruléncia sendo o prfA, o principal gene regulador da ilha 1 de patogenicidade
de L. monocytogenes (LIPI-1). Nesta estdo contidos os genes hly, pIcA, plcB,
actA e mpl, expressando respectivamente,LLO, PIcA, PlcB, ActA e
metaloproteinase de zinco (mpl). Além destes, o gene prfA ainda regula a
expressao de inlA, inlB, inIC e hpt que encontram-se fora da LIPI-1(VERA et al.,
2013;RADOSHEVICH e COSSART, 2017; JOHANSSON e FREITAG, 2019).
PrfAé um fator de transcricdo da proteina receptora cAMP (Crp) que € ativado
alostericamente quando ocorre ligagdo do cofator apds a entrada da bactéria
na célula hospedeira, regulando seus genes alvos por meio de um sitio de
ligacao de DNA palindrémico de 14 pb(XAYARATH et al., 2015; JOHANSSON
e FREITAG, 2019).

A expressédo do gene prfA é regulada por dois promotores, prfAP1 e
prfAP2, localizados antes do codon de iniciagcdo da regidao transcricional de
prfA(JOHANSSON e FREITAG, 2019).Além da regulacao por prfA a viruléncia
também é regulada pelo sistema de expresséo de 17 genes, sendo estes dois
componentes o virR e virS (KANG et al., 2015). Um destes genes é o dltA o
qual esta envolvido na D-alanilagdo dos acidos lipoteicoicos, assim como o
gene mprF o qual modifica fosfolipideos (VERA et al., 2013).

Pequenos RNAs nao codificantes podem auxiliar na expressao génica.
O RIi27 é um pequeno RNA, esta envolvido na regulacdo da expressdo da
proteina Lmo0514, sendo uma importante proteina para viruléncia. ORIi27 se

liga e altera a estrutura do transcrito que libera um local de ligagdo para o



ribossomo fazendo com que ocorra um aumento na traducdo de proteinas
(QUEREDA et al., 2014; JOHANSSON e FREITAG, 2019).
5.3 Quorum sensing

O quorum sensing (QS) pode ser definido como um processo de
comunicacdo entre as bactérias, no qual haverd modificacdo de
comportamento coletivo em resposta a mudangas na densidade celular, sendo
este mediado por moléculas sinalizadoras liberados pela membrana celular e
que sera responsavel pela regulacdo da expressao de alguns genes em
resposta a presenca de outras bactérias (SOLA et al., 2012; ZIEMICHOD e
SKOTARCZAK, 2017).

Inicialmente ocorre a sintese destas moléculas sinalizadoras
intracelularmente e sao liberadas por difusdo ou secretadas para o meio
extracelular.Quando ocorre reducédo da densidade celular a concentragao
destas moléculas estara em baixo nivel e ndo sera detectada, porém quando
houver aumento na densidade celular a concentracdo destas moléculas estara
aumentada a um nivel de detecgdo. Neste momento ocorrera a ligagao destas
moléculas a seus receptores de membrana ou citoplasmaticos, modulando
desta forma cascatas de sinalizacio, resultando em alteracdes na transcri¢cao e
na expressao de genes na populagdo (COUTO,2018; TAN et al., 2017).

O sistema QS apresenta diferenca entre as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. As Gram-positivas geralmente utilizam peptideos e sistemas
de dois componentes sendo estes receptores quinases ligados a membrana e
fatores de transcricdo citoplasmatica que atuam na modulacdo da expressao
génica (MONNET et al., 2016). J&4 as Gram-negativas utilizam varios Al com
heterogeneidade nas respostas de QS (PAPENFORT e BASSLER, 2016).

Os Ais mais estudados séo os oligopeptideos, Al-1 Al-2 e Al-3 utilizados
por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (SOLA et al, 2012;
COUTO0,2018). Al-1 é especifico de bactérias Gram-negativas sendo sua
molécula sinalizadora a N-3-oxohexanoyl-L-homoserina lactona e LuxR,
ativador transcricional dos genes lux (PAPENFORT e BASSLER, 2016).Al-2
trata-se de um modo de sinalizacéo interespecifica estando presente em Gram-
negativas e Gram-positivas (ABISADOet al., 2018).0 gene luxS codifica as
enzimas envolvidas na via de reciclagem da S-adenosilmetionina(SAM), Pfs e

Metk, que com a liberagdo do metil SAM gera S-adenosilhomocisteina (SAH),



convertida por Pfs em S-ribosilhomocisteina (SRH), sendo esta, substrato para
a enzima LuxS. Esta catalisa a clivagem de SRH gerando homocisteina e
liberando o 4,5-dihidroxi-2,3-pentanediona (DPD), o qual € uma molécula que
cicliza diferentes isdmeros quando em solugao, por exemplo, os Al-2 (SOLA et
al., 2012; PAPENFORT e BASSLER, 2016;COUTO,2018).A enzima LuxS além
de participar da sintese de Al-2 ainda apresenta um importante papel no
metabolismo bacteriano, pois, faz parte da hidrolise da SAH em SAM, a qual é
a principal via de formacéao de poliamina e sintese de vitaminas pelas bactérias
(BONHOURE et al.,, 2015).J4 os Al-3 sdao menos conhecidos e estao
relacionados a regulagédo de fatores de viruléncia da EHEC e a expressao da
toxina de Shiga (PAPENFORT e BASSLER, 2016).

As bactérias Gram-positivas irdo se comunicar utilizando sistema de
deteccdo. Os oligopeptideos serdao produzidos e transportados para o meio
extracelular e o mecanismo de transmissao do sinal ocorrera devido a uma
cascata de fosforilagdo e defosforilacdo. Estes oligopeptideos apds atingirem
uma determinada concentragdo serdao detectados pela proteina
cinasetransmembranar. A interagcao dos oligopeptideos com a proteina cinase
leva a uma cascata de reagdes que resultam na fosforilagdo da proteina
reguladora que se ligara aos promotores dos genes alvo envolvidos no QS (LI e
TIAN, 2012; ZIEMICHOD e SKOTARCZAK, 2017).

Este mecanismo permite que as bactérias possam distinguir sua espécie
de outras, visto que é um sistema intra e interespécie, fornecendo assim
informagdes importantes sobre a espécie na qual esta crescendo em conjunto
e, assim, permitindo a modulagdo de seu comportamento (GRANDCLEMENT
et al.,, 2016; COUTO, 2018).Estudos afirmam que essa comunicagao celular
leva a regulagdo de varios genes, alterando assim, processos como
bioluminescéncia, producdo de antimicrobianos, formacdo de biofilmes,
crescimento, esporulagao, transferéncia de plasmideos, produgcao de enzimas
hidroliticas extracelulares, produ¢cao de bacteriocinas, toxinas e expressao de
genes de viruléncia (JIA et al., 2017; LIU et al., 2017; MA et al., 2015).

5.4 Quorum sensing e sua relevancia
Por ser um mecanismo envolvido em varios processos, 0 QS apresenta

uma grande relevancia a exemplo do estudo realizado por Jia e colaboradores



(2017) utilizaram o QS para investigar os mecanismos moleculares do gene
luxS na sintese de bacteriocinas por BAL, e evidenciou que este apresenta
relacdo com as vias metabdlicas de nutrientes como carboidratos, proteinas e
lipidios para a produgao de bacteriocinas.

No estudo de Jianpeng e colaboradores (2018) utilizou Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus casei em co-cultura na conservagao de camardes e
pode concluir que a atividade antimicrobiana de L. plantarum aumentou em co-
cultura com Lactobacillus casei isto coincidiu com o aumento da transcricao do
gene luxS, sugerindo entdo que QS esta envolvido no processo de sintese de
bacteriocinas. Neste mesmo estudo, ainda foi possivel evidenciar uma
diminuicdo do pH significativamete maior em co-cultura do que quando
comparado com a mono-cultura, assim como aumento na producado de acido
latico. Isso sugere que além da produgao de bacteriocinas o QS esta envolvido
na producao de acidos organicos por BAL.

Além deste, Liu e colaboradores (2017) evidenciaram que o QS mediado
por luxS- Al2, esta envolvido na formacdo de biofilmes por atuar como
modulador de genes envolvidos na sintese de biofilmes como tuf, fba, gap, pgm,
nfo, rib e rpoN em Lactobacillus paraplatarum, sendo alguns destes genes
responsaveis pela via glicolitica. As proteinas envolvidas na via glicolitica foram
indicadas como reguladas positivamente de biofilme para L.monocytogenesno
estudo de Zhou e colaboradores (2012).

Quanto a suscetibilidade a antimicrobianos, Ma e colaboradores (2015)
investigaram a relacdo entre o sistema /uxS/ Al-2 e suscetibilidade a
antimicrobianos de Streptococcusagalactiae e evidenciaram que a cepa de
gene [luxS nocaute apresentou maior suscetibilidade a cefradina e
norfloxacinado que a cepa nao modificada. Isto indica que QS pode estar
envolvido no mecanismo de resisténcia a antimicrobianos. Ainda, Ma e
colaboradores (2017),avaliaram a resisténcia a acido, adesao celular e niveis
transcricionais de genes de viruléncia de S.agalactiae, este concluiu que em
cepas onde o gene luxS foi inativado, houve uma redugao significativa destas
atividades quando comparado com cepas sem alteragdes génicas.

Além das acbes citadas anteriormente, um estudo evidenciou que a

adesao células intestinais por Lactobacillus plantarum foi maior em cepas



isoladas quando comparadas com cepas que tinham exclusido da expressao do
gene luxS (JIA et al., 2018).

QS é um mecanismo de grande interesse na microbiologia de alimentos
por estar envolvidos nos processos relacionados a patogenicidade e
deterioracdo de alimentos (GALIE et al., 2018). Jenabian (2011) em seu estudo
realizado com o mono e o co-cultivo de Lactobacillus acidophilus e L.
monocytogenes com a finalidade de testar se o gene [uxS regularia
positivamente a resposta a L. monocytogenes, constatou que quando em co-
cultura juntamente com L. acidophilus, L. monocytogenes teve seu crescimento
afetado e que o nivel de transcricdo do gene /luxS aumentou significativamente
quando o L. acidophilus foi exposto a células viaveis de L. monocytogenes.

Estudos mais antigos ja vinham evidenciando a ocorréncia deste
mecanismo em produtos alimenticios, como estudo realizado por Lu e
colaboradores (2004) no qual utilizaramprodutos in natura e industrializados, a
fim de comparar se estes teriam niveis de Al-2 semelhantes entre os grupos.
Evidenciou-seainda que haviam moléculas de Al-2 presentes em leite
pasteurizado, o que permitiu concluir que o aquecimento a 80°C nao destroi
essas moléculas sinalizadoras, assim como proteases responsaveis pela
deterioracéo do leite. Além do leite, 0 mesmo estudo ainda encontrou Al-2 em
peixe congelado, em amostras de tomate, melado, cenoura e tofu.

Este mecanismo vem sendo investigado atualmente quanto sua relagao
com o processo de deterioragdo de alimentos (GALIEet al., 2018). Em biofilme
ha uma alta concentracao de células bacterianas o que leva a ocorréncia deste
mecanismo com a finalidade de regular a expressdo génica conjunta destas
células (BORGESet al., 2016). Autoindutor-2 esta envolvido em mecanismos
como na formacgao de biofilmes e na producdo de fatores de viruléncia, em
alguns casos, a exemplo do Clostridium perfringens, o QS controla a producéo
de toxinas via LuxS / AI-2(ONTANI e SHIMIZU, 2016). Duanis-Assaf (2015)
demonstrou em seu estudo, produgao de biofilme por Bacillus subtilis induzida
por lactose, onde em resposta a essa indugao foi observado o aumento na
producdo de Al-2.

O QS é um mecanismo ainda pouco estudado e de acordo com o

elucidado até entdo, esta envolvido em diversas atividades microbianas e se



faz necessaria a realizagdo de mais estudos para esclarecimento de algumas

lacunas.

6. Materiais e métodos
6.1 Micro-organismos

As bactérias utilizadas no presente estudo foram provenientes da
colegdo em estoque conservado do Laboratério de Nutrigendmica da
Faculdade de Nutricdo (FN), da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL),
sendo estas Lactococcus lactis subsp. Lactis (R7) (L. lactis R7), isolado de
queijo ricota convencional, o qual foi depositado no GenBank sob numero de
acesso KF879126, L. monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes isolado
de queijo minas artesanal (L9).

As analises foram realizadas nos Laboratérios de Microbiologia e
Laboratério de Nutrigenémica da FN, UFPEL.

6.2 Multiplicagdo em mono-cultura e co-cultura

6.2.1 Mono-cultura

Os micro-organismos L. lactis R7, L. monocytogenes ATCC 7644 e L.
monocytogenes L9 foram inocubados duas vezes antes da utilizacdo em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C overnight. Nos tempos(t) 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12
e 24 horas, as amostras foram coletadas para monitoramento do crescimento
das colbénias e afericdodo pH das culturas por fitas de pH (Macherey-Nagel
MN), conforme realizado por Jenabian (2011). A multiplicagao foi determinada
por contagem em placas em agar Man Rogosa Sharpe(MRS) paral. Lactis R7
e agar Oxford para L. monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes L9.
Ambas L. monocytogenes foram incubadas aerobicamente em placas por 48

horas a 37°C; e L. lactis R7 foi incubada anaerobicamente a 37°C por 48 horas.

6.2.2 Co-cultura

Cem (100)mL de caldo BHI (pH 6,5) foram pré-aquecidos (30°C)
inoculado 1mL de cada cultura cultivada overnight foram adicionados formando
co-cultura 1 (R7+L9) e co-cultura 2 (R7+ L. monocytogenes ATCC 7644)
incubadas a 37°C por 24 horas. Nos tempos (t) =0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24horas

as amostras foram coletadas para monitoramento da multiplicagao bacteriana e



alteragdes de pH. A multiplicacdo foi determinada por contagem em placas

contendo agar MRS e Oxford.

6.2.3 Parametros de crescimento

Taxa especifica de crescimento maxima (umax) foi determinada como o
declive da regido linear entre o inicio da contagem microbiana versus o tempo
de multiplicagédo (Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)/ml (AINCFUmI~" / At)
no tempo (t) = 2-6 h para L. lactisR7 e no t = 0-4 h para ambas L.
monocytogenes). A densidade populacional final (N24h) foi determinada a partir
da UFC/mL no ultimo tempo de coleta e a densidade populacional maxima

(Nmax) foi determinado como a maior UFC/mL coletada da curva.

6.3 Genotipagem

6.3.1 Extracao de DNA

A analise de extragdo do DNA esta sendo desenvolvida. Metodologia
presente no adendo.

6.3.2 Amplificagcao do DNA por PCR

A analise de amplificagdo do DNA por PCR esta sendo desenvolvida.
Metodologia presente no adendo.

6.4 Investigacdo do efeito de L. monocytogenes mediado pelo gene
luxS por quorum sensing em L. lactis subsp. Lactis (R7)

A analise da investigagdo do efeito de L. monoctogenes medido pelo
gene luxS por quorum sesing em L. lactis subps. Lactis (R70 estd sendo
desenvolvida. Metodologia presente no adendo.

6.5 PCR em tempo real para a investigagao do quorum sensing
6.5.1 Extracao do RNA

A analise de extragdo do RNA esta sendo desenvolvida. Metodologia
presente no adendo.

6.5.2 Analise da pureza e integridade do RNA extraido

A analise da pureza e interidade do RNA esta sendo desenvolvida.
Metodologia presente no adendo.

6.5.3 Sintese de DNA complementar (cDNA)
A analise da sintese do DNA complementar esta sendo desenvolvida.

Metodologia presente no adendo.



6.5.4 PCR quantitativo de transcrigao reversa (QRT-PCR)

A analise da expresséo do gene luxS esta sendo realizada. Metodologia
presente no adendo.
6.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia

bidirecional (Two-way ANOVA) e teste de Tukey a um nivel de significancia de
5% para comparagédo de meédias, utilizando GraphpadPrism 5.0 (GraphPad, La
Jolla, CA, EUA). Todas as analises foram realizadas em triplicata e com trés

repeticoes.



7. Resultados
7.1 Multiplicagao em mono-cultura e co-cultura

As culturas avaliadas foram L. lactis R7, L. monocytogenes ATCC e L.
monocytogenes L9, e co-cultura 1 (L. lactis R7+ L. monocytogenes L9) e co-
cultura 2 (L. lactis R7+ L. monocytogenes ATCC). Parametros que descrevem a
multiplicagdo bacteriana estdo descritos na Tabela 3, onde pode-se observar
uma redugcdo do Nmax da L. /actisR7 em ambas as co-culturas em relagao a
mono-cultura(p=0,0002 e p= 0,0002). Além disso, Nmax de co-culturas de L.
monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes L9 também apresentaram
reducdo em relacdo a suas mono-culturas (p=0,0002 e p=0,0032). Quando
avaliado o N24h observou-se redugédo significativa nas co-culturas de L.
monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes L9 quando comparado com

suas mono-culturas (p=0,0121 e p=0,0338).

Tabela 3.Fase de laténcia (A), taxa de crescimento maximo (umax), densidade
populacional maxima (Nmax) e densidade populacional final (N24h) de L.

lactisR7, L. monocytogenesL9 e L. monocytogenes ATCC 7644.

Micro- Cultura A (h) umax (h™') Nmax (Log N24h

organismos UFC/mL™") UFC/mL™")

R7 Mono-cultura  0,25+0,015 0,72+0,002 8,700,005 8,41+0,040
Co-cultura 1 0,19+0,020 0,88+0,001 7,61+0,010* 7,56+0,010
Co-cultura 2 0,27+0,010 0,81+0,006 7,66+0,030* 7,66+0,030

L9 Mono-cultura  0,22+0,085 0,78+0,015 7,53+0,010 7,48+0,020
Co-cultura 1 0,15+0,045 0,88+0,000 6,90+0,140** 6,00£0,001****

ATCC Mono-cultura  0,12+0,015 0,850,010 7,450,000 7,28+0,010
Co-cultura 2 0,06+0,025 0,88+0,075 6,95+0,075* 6,30+0,430***

*Dados expressos em meédias e desvio padrdo com valor de p=0,0002%,
p=0,0032**, p=0,0121*** e p=0,0338****,

A multiplicagdo e/ou crescimento celular esta apresentada na Figura 1,
onde observa-se redugao de L. LactisR7 tanto na co-cultura 1 quanto na co-
cultura 2 em relagdo a sua mono-cultura, a partir do tempo de 4 horas (p<0,004
e p<0,001) até as 24 horas (p=0,020 e p<0,040), apresentando seus picos

maximos em 12horas sendo 8,70 Log UFC/mL-" para a mono-cultura. Ja na co-



cultura 1 L. LactisR7 apresentou seu pico maximo as 8 horas sendo de 7,61

7,66 Log UFC/mL' enquanto que a co-cultura 2 obteve se pico maximo as 24

horas sendo 7,66 Log UFC/mL-'. Listeria monocytogenes L9 em co-cultura

apresentou redugdo da multiplicagdo em relagédo a sua mono-cultura, sendo

observado o pico maximo em co-cultura de 6,9 Log UFC/mL'" em 4 horas

(p=0,0009) e em mono-cultura o pico maximo foi de 7,50 Log UFC/mL"" em 8

horas (p=0,0003).Listeria monocytogenes ATCC 7644 apresentou maior

acentuacao no declive de crescimento em co-cultura, visto que no tempo de 24

horas a mono-cultura apresentava 7,49 Log UFC/mL-' enquanto que na co-

cultura foi observado 6,3 Log UFC/mL™" (p<0,001).
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Figura 1. Curvas de crescimento de bacteriano. (A) L. lactis R7 mono-

cultura VS L. lactis R7 co-cultura 1; (B) L. lactisR7 mono-cultura VS L.

lactisR7

co-cultura 2; (C)L. monocytogenesL9 mono-cultura VS L.

monocytogenesL9 co-cultura 1 e (D) L. monocytogenes ATCC 7644 mono-

cultura VS L. monocytogenes ATCC 7644co-cultura 2.



7.2Multiplicagao em mono-cultura e co-culturaVS pH

Quando analisadas as curvas de crescimento e a curva de pH das co-
culturas pode-se observar que L. monocytogenesL9 a partir do tempo de 4
horas, apresentoudeclinio no crescimento em relagdo a sua mono-cultura e, da
mesma forma,foi observada diminuicdo do pH de 6,5 para 5,5. O mesmo pode
ser observado com L. monocytogenesATCC 7644 onde a partir do tempo de 6
horas observou-se declive no crescimento em relagdo a sua mono-cultura e foi
acentuado no intervalo entre 12 horas (6,95 Log UFC/mL™") e 24 horas (6,3 Log
UFC/mL™"), onde o pH também reduziu de 5,5 para 5.
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Figura 2. Curva de crescimento bacteriano e variagdo de pH. (A)Curva de
crescimento delL. monocytogenes L9 em mono-cultura e L. monocytogenesL9
em co-cultura com L. /actisR7 e a variagdo de pH da co-cultura. (B)Curva de
crescimento de L. monocytogenesATCC 7644 em mono-cultura e L.
monocytogenesATCC 7644 em co-cultura com L. /actisR7 e a variagdo de pH

da co-cultura.
7.3 Genotipagem
A analise de genotipagem esta sendo desenvolvida. Dados ainda nao

conclusos.

7.4Expressao de genes por qRT-PCR



A analise da expressao do gene /uxS esta sendo realizada. Dados nao

concluidos até o presente momento.

8. Discussao

Os parametros de multiplicagdo bacteriana apresentados no presente
estudo evidenciaram uma reducédo significativa de todos as bactérias em co-
cultura quando comparadas a suas mono-culturas. Ao analisarmos o0s
resultados de outros estudos, L. monocytogenes em co-cultura com
Lactococcus piscium a presentou redugao de sua multiplicagdo e redugao em
seu pmax, embora no estudo atual este parametro ndao apresentou diferenca
significativa, outros parédmetros como o Nmax e N24h evidenciaram uma
reducao tanto nas cepas de L. monocytogenes como L. lactis R7 (SARAQOUI et
al., 2016). Entretanto, estudo realizado por Jenabian (2011), o qual utilizou L.
acidophilus e L. monocytogenes, apresentou resultados semelhantes, porém, L.
acidophilus nao obteve redugdo do Nmax como L. lactis R7. No presente
estudo esta reducado da multiplicagdo de L. lactis R7 em co-culturas pode ter
ocorrido devido competicdo por nutrientes (CAMPAGNOLLO et al., 2018) em
co-cultura desde as 4 horas onde a diferenca inicial foi de p<0,004 na co-
cultura 1 e p<0,001 naco-cultura 2.

Ja as diferencas apresentadas pelas cepas de L. monocytogenes em co-
cultura com as suas mono-culturas foram desde ode 4 horas tanto de L.
monocytogenes L9 quanto L. monocytogenesATCC 7644.Estudo realizado por
Costa (2016) co-inoculou uma cepa de Lactococcus lactis com L.
monocytogenes e, assim, como no presente estudo, também evidenciou
reducdo na multiplicacdo de L. monocytogenes. Outro estudo realizado por
Garcia e colaboradores (2018), utilizando L. monocytogenes em co-cultura com
Lactobacillus Plantarum, evidenciaram que depois de 6 horas apresentou uma
reducao de6,39 Log UFC/mL para 4,84 Log UFC/mL.

Quando comparadas as curvas de multiplicagdgo com o
pHL.monocytogenes L9 apresentou redugado coincidente ao pH no tempo de
4horas.O mesmo pode ser observado com L. monocytogenesATCC 7644, que
a partir do tempo de 6 horas também apresentou reducado da sua multiplicacao,
enquanto que a L. LactisR7 apresentou multiplicagao celular crescente mesmo

com as alteragdes de pH.Garcia e colaboradores (2018) realizaram estudo de



co-cultuta entre duas cepas de Lactobacillus plantarum frente a L.
monocytogenes, e a mesma apresentou redu¢do do pH das co-culturas simular
ao resultado encontrado no presente estudo, onde inicialmente o pH foram6,39
e 6,38 e ao término o pH foi de 4,84 e 4,57 em cada uma das co-culturas.

As BAL apresentam capacidade de produgao de acidos organicos, como
acetato, citrato, formato, lactato e succinato, capazes de reduzir o pH do meio.
A glicose é o principal substrato que as BAL utilizam para a produgéo de acido
latico,porém as homofermentativas, bactérias que apresentam apenas acido
como produto da fermentagao, podem fermentar hexose e produzir acido latico
(MADIGAN et al., 2015; GANZLE, 2015). Este fato, entdo,pode ser uma das
causas da reducao de pH durante o experimento.

Aryani e colaboradores (2015) quantificaram a variabilidade de cepas
de L. monocytogenes quanto a sua multiplicacéo e elucidaram que todas as
cepas apresentaram menor pmax em pH 4 e 5, o que reafirma o
comportamento de L. monocytogenescom multiplicagdo entre pH 4 e 9
(LOMONACO et al., 2015).

Outro mecanismo pelo qual as BAL podem atuar frente a outras
bactérias € por producdo de bacteriocinas, as quais, algunsautores vém
evidenciando seus efeitos sobre bactérias patogénicas como a L.
monocytogenes (WORAPRAYOTE et al., 2016; WANG et al., 2018).

Em contrapartida, estudo realizado por Saraoui e colaboradores
(2016),0s quais analisaram os mecanismos inibitorios de L.piscium contra L.
monocytogenes, observaram inibicdo da multiplicagdo de L. monocytogenesde
4 para 3 log UFC/g" apdés 24 horas, porém, esta inibicdo nao foi devida a
producdo de acidos organicos ou bacteriocinas, mas provavelmente por
competicdo por nutrientes.Além disso, essa inibicdo foi observada apenas
quando as células estavam em contato, o que leva a hipétese de algum
mecanismo molecular por contato entre as células dos dois micro-organismos.

Um mecanismo molecular que pode apresentar alteragdes na curvade
pH é QS. Gu e colaboradores (2018) evidenciaram aexpressao do gene luxS
do L. fermentum principalmente com a reducdo de pH. Estudo realizado por
Jenabian e colaboradores (2011), analisou o mecanismo de QS entre
Lactobacillus acidophilus e L. monocytogenes, evidenciaram além de

alteragcbes na multiplicagdo e pH semelhantes ao presente estudo, ja



comentadas anteriormente,expressdo do gene [uxS quando células de
Lactobacillus. acidophilus entraram em contato com células de L.
monocytogenes, nao evidenciando aumento na expressdo de /uxS quando
Lactobacillus. acidophilus foi exposto as células nao viaveis e ao meio de

cultura com metabdlitos de L. monocytogenes.

9. Conclusao

Por meio dos resultados obtidos conclui-se que L. lactis R7 apresentou
acao inibitéria tanto a L. monocytogenes ATCC 7644 quando ao isolado L.
monocytogenes L9. Além disso, apresentou alteracdo de pH o que dificultou a
multiplicagdo das cepas de L. monocytogenes. Por fim, baseado nos resultados
encontrados neste estudo e, em estudos anteriores relatados anteriormente,
esta inibicdo da multiplicacdo de L. monocytogenes pode te ocorrido devido a
producdo de acidos sendo este um processo relacionado como mecanismos

moleculares como o QS.
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ADENDO



Adendo 1. Resultados incompletos — Pesquisa em andamento

Devido ao cenario mundial, causado pela pandemia de coronavirus
(COVID-19 - Sars-Cov-2) a qual levou a interrupgao de diversas atividades,
dentre estas, das Instituicdes de Ensino Superior, incluindo a Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL), resultou na impossibilidade do trabalho presencial
desde 03/2020 até o presente momento (03/2021). Neste sentido, o presente
estudo foi prejudicado, e assim, parte da pesquisa de campo,
comoinvestigacado do efeito de L. monocytogenes mediado pelo gene luxSpor
quorumsensing em L. lactissubsp. Lactis (R7) por qRT- PCR em tempo reale a
genotipagem, n&o foram executados no periodo proposto,pois estes
experimentos necessitavamda utilizagdo de outroslaboratorios parceiros da
UFPEL, o que nao foi possivel devido ao numero reduzido de circulagao de
pessoas, acumulo de pesquisas, sobrecarga das rotinas, entre outros.

Com a aprovagao da aluna no Doutorado e de acordo com a
orientacdo da Pré-Reitoria de Pds-Graduagao desta Instituicdo, a defesa da
Dissertacao sera realizada, porém, a confeccdo do diploma de Mestre ficara
condicionada ao desenvolvimento pleno das pesquisas propostas neste estudo,
com subsequente elaboracdo e submissdo de um artigo cientifico a Revista
Cientifica de alto impacto. Desta forma, os resultados ndao apresentados nesta
etapa serdo realizados/executados assim que possivel, e inseridos neste

documento.

6.4 Genotipagem

6.4.1 Extragcao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o método de Sambrook
(2001) onde inicialmente os micro-organismos foram cultivados em placas nas
quais para L. lactis R7 foi utilizado o Agar MRS em anaerobiose e incubada por
37°C e para as cepas de L. monocytogenes o Agar Oxford, ambas incubadas a
37°C por 48 horas. Com um swab foi removido todo cultivo para eppendorf
contendo 1 mL de STES e centrifugados a 1300 x g3 min. O sobrenadante foi
descartado, em outro tubo o STES foi moderadamente aquecido e logo apds o
pellet ressuspendido em 100uL de STES e adicionadas as pérolas de vidro

(0,1ul medido no eppendorf). Apods,foram adicionados 150 uL de fenol



cloroférmio 1:1 e agitados novortexpor 1 min. Em seguida foram centrifugados
a 13000 x gpor S5minutos e, posteriormente, coletado o sobrenadante em um
novo microtubo etiquetado (anotando-se o volume coletado de 10 em 10 pL) e
depois foi precipitado com etanol absoluto (multiplicando por 2 o volume do
sobrenadante) e cloreto de sédio (5M) (multiplicando o volume do
sobrenadante por 0,1).Na sequéncia, os microtubos foram estocados a -20°C
por 1hora. ApoOs a estocagem os microtubos foram centrifugados por 20min a
13000 x g e, em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com
125 pL de alcool 70%sendo repetida esta lavagem cuidando para nao remover
pellet. Depois da lavagem os eppendorfs foram incubados invertidos a 37°C
para secagem. E finalmente foram eluidos com 35 yL de agua ultrapura (Milli-
g)e adicionado 1 yL de RNAse e depois DNA foi quantificado em gel de
agarose a 1% e logo ap6s armazenados a -80 C°.

6.4.2 Amplificagao do DNA por PCR

O gene luxS foi amplificado utilizando oligonucleotideos iniciadores
descritos na Tabela 1. Foram preparadas rea¢des contendo 16uL de mistura
especial para PCR (GoTag- Promega, Madison, WI USA), 1yl de cada
oligonucleotideo iniciador, 1uL de amostra e 1uL de agua ultrapura (Milli-q),
totalizando 20uL de volume final. Em um termociclador o gene de /uxS foi
amplificadoutilizando o protocolo térmico apresentado na Tabela 2:
desnaturagao inicial (Dl), ciclos 30 de desnaturacdo (D), anelamento (A) e
extensdo (E) e extenséo final (EF). Os produtos amplificados pela PCR foram
analisados em gel de agarose a 1% apods eletroforese. A visualizagdo dos
fragmentos resultantes foi obtida em foto documentador com transluminagao
ultravioleta apds coloragao com Sybr Safe (Invitrogen®). A técnica de PCR foi

realizada de acordo com protocolo padronizado no laboratério.

Tabela 2. Protocolos de tempo e de temperatura utilizados na identificagéo
genotipagem.

Genes DI D A E EF Referéncias
luxS 5 min 95°c 45s 94°c 30s 55°c 30s72°¢c 10 min 72°c  ZHUN et al.
(2008)

23S 5 min 95°c 30s 95°c 30s 55°c 30s72° 7 min 72°c DUBERNET
et al. (2002)




7.4 Investigagado do efeito de L. monocytogenes mediado pelo gene
luxSpor quorumsensing em L. lactissubsp.Lactis(R7)

As mono-culturas de cada bactéria foram incubadas em caldo BHI a
37°C. Apbs 6 horas (fase de crescimento exponencial médio), aliquotas de 50
mL de cada cultura contendo 1,0-1,5 x 108 UFC mL™" foram centrifugadas a
3000 x gpor 10 min em tubos falcon (50 mL). Um dos tubos contendo a cultura
de L. lactisR7 foi considerado controle.

Outros tubos contendo a cultura L. lactisR7 foram misturados com 50 mL
de cultura de células de L. monocytogenesproveniente dos 50 mL
centrifugados e a células de L. monocytogenesinativadas pelo calor.

Cinquenta (50) mL de cultura de L. monocytogenescultivadas durante
6horas a 37°C foram lavadas trés vezes com tampao fosfato salina (PBS; pH
7,0) e inativadas pelo calor durante 1 hora a 80°C (YEUNGET et al.,1998;
HANSENet al., 2000). Apds a lavagem adicional, as células foram analisadas
quanto a viabilidade por meio da contagem em agar BHI. Todas as culturas
acima mencionadas foram misturadas e incubadas durante 4 horas a 37°C.
Nos tempos(t) = 0, 2 e 4 horas as amostras foram coletadas para isolamento

do RNA. Amostras isoladas no tempo (t) = 0 foram usadas como linha de base.

6.6 PCR em tempo real para a investigagao do quorum sensing
6.6.1 Extracao do RNA

As mono-culturas e a co-culturas tiveram o RNA extraido por meio da
técnica descrita por SILVA (2015) na qual as células foram submetidas a
extracdo de RNA total. Para isso, foram adicionadas a 1mL de TRIzol®
*(ZymoResearch, EUA) e mantidas por 5 min a temperatura ambiente (TA),
para ocorrer lise celular. Apos este tempo, foram adicionados 200uL de
cloroféormio em cada uma das amostras que foram agitadas manualmente por
inversao. Apos 3 min, em temperatura ambiente, cada uma das amostras foi
centrifugada a 12.000% gpor 15 min a 4°C.

Foram separadas trés fases, sendo um sedimento branco (DNA), uma
fase incolor (RNA) e uma rosea (proteinas). A fase incolor foi transferida para
um microtubo (1,5 mL), no qual foram adicionados 500uL de isopropanol e

mantido por 10 min a temperatura ambiente, para precipitacdo de RNA. Foi



feita nova centrifugagdo a 12.000x gpor 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado com 500 pyL de etanol absoluto (Synth®)
diluido a 75% (v/v), seguido de centrifugac&o por mais 5 min a 10.500% g. Apds
todo o processo, o extrato contendo RNA foi adicionado de solugdo aquosa a
0,1% (v/v) de dietilpirocarbonato - DEPC (Sigma-Aldrich®, EUA) e mantido por
10 min a 60°C para facilitar sua dissolugdo. Logo apds cada extracao foi

armazenada a -80°C.

6.6.2 Analise da pureza e integridade do RNA extraido

O grau de pureza de cada amostra de RNA total extraido das células de
L. monocytogenesfoi avaliado em espectrofotbmetro pela leitura das
absorbancias nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. Valores de
razao entre as leituras em 260 e 280 nm acima de 1,8 indicaram pureza
adequada das amostras para utilizagdo nos experimentos de quantificagao da
expressao génica. Razdes inferiores indicam a presenga de proteinas, fenol ou
outros contaminantes que absorvem fortemente em ou préximo a 280nm. Pela
leitura no espectrofotdbmetro a 260 nm também foi possivel quantificar o RNA
presente nas amostras (ng/ul) e os extratos foram posteriormente diluidos com
agua DEPC (Sigma-Aldrich®) para obter solu¢gdes contendo 40ng/pl.Em
seguida, o extrato contendo o RNA foi tratado, conforme instrucées do
fabricante, com o kit DNAse | RNase-free(ThermoScientific®, Lituania) para
remocdo de DNA contaminante.

Amostras contendo RNA também foram analisadas por eletroforese para
verificacdo de sua integridade. Para isso, foi preparado gel de agarose (Axygen,
EUA) 1,2% (p/v) em tampao Tris/Borato/EDTA — TBE (Invitrogen®) preparado
com agua DEPC (Sigma-Aldrich®). Como marcador de peso molecular na
eletroforese (100 a 5000 pb) sera utilizado 1 pl do GeneRuler Express DNA
LadderSM1551 (ThermoScientific, EUA). Uma aliquota de 2L de cada amostra
contendo RNA foi misturada com 3ul de agua ultra purificada (MilliQ®, Millipore,
EUA) e 5yl de solugéo 0,07% (p/v) de azul de bromofenol (Bio-Agency®, Brasil).
O volume total da solugdo assim preparada (10 pl) foi aplicado no gel de
agarose. A eletroforese ocorreu com tampéo TBE por 40 min, numa corrente
elétrica 1,81A a 90V (PowerPac ™, BioRad, EUA).

O gel de agarose foi corado com solugédo de brometo de etideo (Synth®)



a 0,5 ul/mL e observado em transiluminador ultravioleta para foto
documentacdo (MiniBis UV, DNR Bio-Imaging Systems, Israel).

A amostra foi considerada integra se estiverem presentes no gel de
agarose duas bandas com pesos moleculares de aproximadamente 1000pb e
1500pb, correspondentes respectivamente as fragcbes 16S e 23S do RNA

ribossomal bacteriano.

6.6.3 Sintese de DNA complementar (cDNA)

As amostras de RNA foram diluidas para obter uma concentracdo de
100ng/pl e, em seguida, foi realizada a reagdo para a sintese de DNA
complementar (cDNA), a partir do RNA extraido. Para isso, foram seguidas as
instrugdes do kit High-Capacityc DNA Reverse Transcriptioncontendo inibidor
de RNAse (n° 4374966, AppliedBiosystems, EUA). As amostras de cDNA
forma mantidas a -20°C até a realizagcdo do ensaio de PCR em tempo real.O
cDNA foi analisado por monoplex PCR em tempo real, para a quantificacdo da
expressao dos genes relacionados ao QS (genes luxS e 23S rRNA),conforme
Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na analise da expressao génica por

gRT-PCR.
Primers Sequencias (5°-3’) Produto Referencias
luxS-f CTTGCCCCTTATGTCCGTTT 99pb Jenabianet al. (2011)
luxS-r GGCATTCGCATTAGGTTGAA 99pb Jenabianet al. (2011)
23S rRNA-f TGTCAGGTGGGCAGTTTGAC 43pb Jenabianet al. (2011)
23S rRNA-f TTGAGCGCCTCCGTTACAC 43pb Jenabianet al. (2011)
16S-rRNA-f GATGCATAGCCGACCTGAGA 35pb Silva (2015)
16S-rRNA-r TGCTCCGTCAGACTTTCGTC 35pb Silva (2015)

6.6.4 PCR quantitativo de transcrigcao reversa (QRT-PCR)

A transcricdo reversa utilizando o Reagente de Transcricdo Reversa
TagMan foi conduzida como descrito por Moslehi-Jenabiane colaboradores
(2009) onde a sintese do cDNA foi realizada utilizando o Reagente de
Transcricdo Reversa TagMan num volume final de 100 pl; 1 ug de RNA foi
transcrito reversamente com 5 pyl de iniciadores hexameros aleatorios (50 yM),
20 pl de mistura de dANTP (10 mM, 2,5 mM cada dNTP) e 2,5 ul de



Transcriptase Reversa MultiScribe (50 U / ul), 10 yl 10 x tampé&o de PCR, 22 ul
de solugdo de MgCI2 (25 mM), 2 ul de inibidor da RNase (20 U / ul) e ajustado
para 100 pl utilizando agua de graduacédo molecular. Para cada amostra, foi
incluido um controle de transcriptase nao reversa para confirmar a auséncia de
DNA contaminante. A sintese de cDNA foi realizada num GeneAmp PCR
System 9700 com as seguintes condi¢gdes ciclicas: 25°C durante 10 min
(incubacgao), 48°C durante 30 min (transcricdo reversa), 95°C durante 5 min
(inativacdo de a enzima). O cDNA foi armazenado a -80°C. Um controle de
transcriptase nao reversa foi incluido para confirmar a auséncia de DNA
contaminante.

As amplificagbes por qRT-PCR foram realizadas com pelo menos trés
réplicas biolégicas usando a Quimica Baseada em Sonda TagMan em triplicata
em um Sistema de PCR em Tempo Real 7500. O gene housekeeping 23S
rRNA foi escolhido para normalizar as quantidades de RNA (controle interno)
de acordo com Weiss e Jespersen (2010). A adequagdo do gene
housekeepingfoi verificada pelo isolamento do DNA genbémico e do RNA
durante os experimentos. A sequéncia que codifica para os genes
luxS(NC_006814 LBA 1081) e 23S rRNA (NC_006814 LBA 2002) de L.
lactisR7 foi recuperada a partir das bases de dados GenBank EMBL. Os
oligonucleotideos iniciadores relacionados ao quorumsensing(Tabela 1) foram
concebidos utilizando o software Primer Express v3.0. O cDNA diluido
equivalente a 1 ng de material de partida de RNA foi utilizado como molde para
a amplificacdo por qRT-PCR como descrito anteriormente (Jenabianet al.,
2011). O nivel transcricional de /luxS foi normalizado para o nivel transcricional
do gene 23S rRNA. As alteracgdes relativas (x vezes) no nivel de transcricdo em
amostras induzidas e de linha de base foram calculadas como descrito por
Pfaffl (2001).

Os ensaios foram realizados considerando um limiar de deteccao
(“threshold”) de 0,014, sendo que os valores de Ct (“cyclethreshold”)
correspondem ao ciclo de amplificacdo em fase exponencial onde ocorre a
interseccdo com este limiar (GRADY et al., 2008).

Os valores de Ct foram utilizados para avaliar a expressao diferencial
dos genesalvos nas diferentes condigbes e, para isso, foi calculado o AACT.

Conforme descrito por Livak e Schmitten (2001), a expressdo génica foi



calculada com a férmula QR=222CT onde QR representa o nivel de expressao
génica, CT o ciclo de amplificacdo no qual cada amostra apresenta
amplificagdo exponencial e ACT representa a diferenga entre o CT do gene
alvo de interesse amplificado e o CT do gene controle endégeno amplificado. O
AACT representa a diferenca entre o ACT da amostra teste e o ACT da amostra
de referéncia - calibrador.
Para fazer a comparacdo das amostras, os valores de Ct obtidos foram
normalizados e calibrados, conforme as féormulas abaixo:
Normalizagao: Ct(geneaivo— Cticontroleendsgeno) = ACt - Calibragéo: ACtco-cultura)
= ACt(mono-cuttura) = AACt
Em seguida foram avaliados quanto ao nivel de expressao génica pela
formula: QR (nivel de expressao génica) = 2-24CT
Os valores da expressao génica de cada amostra foram representados em

unidades arbitrarias.
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