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RESUMO

Dentre as bactérias patogénicas Salmonella sp. € frequentemente apontada como
um dos principais agentes envolvidos em surtos registrados em varios paises.
Dentre os alimentos frequentemente envolvidos, podem ser destacados a carne
bovina, avicola, suina e ovos crus. Este patdgeno intracelular habita o trato
gastrointestinal de varias espécies animais e do homem, resultando em diferentes
manifestacdes da doenca incluindo, febre entérica, bacteremia e gastroenterites. As
diferentes formas clinicas ocorrem devido a variagdo no mecanismo de
patogenicidade, além da idade e da resposta imune do hospedeiro. O mecanismo de
patogenicidade da Salmonella sp. € multifatorial e complexo, incluindo presenca de
fatores de viruléncia que sao codificados por genes de viruléncia.Os fatores de
viruléncia sdo necessarios aos microrganismos patogénicos para invadir, colonizar,
sobreviver, multiplicar no interior das células do hospedeiro e causar doenca. A
supresséo de qualquer um deles pode resultar em reducao na viruléncia ou na sua
perda. Alguns tém sido identificados nas espécies de Salmonella sp., atuando em
diferentes estagios da infeccdo. Os genes de viruléncia que podem estar presentes
em elementos genéticos moveis, como transposons ou plasmideos, assim como
fazer parte de regides especificas do cromossomo da bactéria, chamadas de ilhas
de patogenicidade. O estudo destes genes € importante a medida que possibilita a
compreensao do potencial de determinados microrganismos em causar infeccéo,
assim como elaborar estratégias que permitam seu controle.

PALAVRAS-CHAVE: Fatores de viruléncia, fimbrias, plasmidios, sistema de
secrecao tipo lll.
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ABSTRACT

Among the pathogenic bacteria Salmonella spp. is often cited as one of the main
agents involved in outbreaks reported in various countries. Being food often involved
beef, poultry, pork and raw eggs. This intracellular pathogen inhabits the
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gastrointestinal tract of several animal species and man, resulting in different
manifestations of the disease including enteric fever, bacteremia, and gastroenteritis.
Different clinical forms are due to variation in the pathogenic mechanism, and the
age and immune response of the host. The mechanism of pathogenicity of
Salmonella spp. is multifactorial and complex, including the presence of virulence
factors that are encoded by virulence genes.The virulence factors are required for
pathogens to invade, colonize, survive, multiply within the host cells and cause
disease. The elimination of any one of them can result in reduction in virulence or in
your loss. Some have been identified in species of Salmonella sp., Acting at different
stages of infection. The virulence genes may be present on mobile genetic elements
such as transposons or plasmids, as well as a part of specific regions of the
chromosome, called pathogenicity islands. The study of these genes is important as
it enables the understanding of the potential of microrganisms to cause infection, as
well as develop strategies for their control.

KEYWORDS: Virulence factors, fimbriae, plasmids, type Ill secretion system.

INTRODUCAO

Estirpes de Salmonella enterica sdo responsaveis por ocasionar 0 maior
namero de infecgBes bacterianas de origem alimentar. Além disso, também gera
preocupacao para a producao animal, por provocar doenca em animais, acarretando
diminuicdo na producdo e consequentemente prejuizo econémico.

Este microrganismo esta normalmente associado a carne de aves e 0vos,
embora também sejam encontrados outros reservatorios animais e seus
subprodutos. Para tanto, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
estabeleceu no ano de 2003 o “Programa de reducdo de patdgenos-monitoramento
microbioldgico - controle de Salmonella sp. em carcacas de frangos e perus” com o
objetivo de realizar um monitoramento constante do nivel de contaminacgéo por este
patdgeno em estabelecimentos de abate de aves (BRASIL, 2003).

Alguns sorovares de Salmonella enterica possuem hospedeiro especifico,
como Salmonella enterica sorovar Gallinarum, que causa doengca somente em aves,
enquanto outras estirpes, tais como Salmonella enterica sorovar Typhimurium,
gerando infecgBes em diferentes espécies animais incluindo roedores, aves, suinos,
ovinos, bovinos, cavalos e seres humanos (TOWNSEND et al., 2001).

Cepas que acometem um Unico hospedeiro levam a forma mais grave da
doenca, ultrapassando o trato gastrintestinal, podendo alcancar tecidos linfoides
secundéarios e consequentemente desenvolver septicemia. No entanto, aquelas
relacionadas a mais de um hospedeiro colonizam principalmente o sistema digestivo
e raramente atingem os tecidos linfoides secundéarios (KARASOVA et al., 2009).

A diversidade de hospedeiros que se observa para 0 género pode ser
explicada pelo elaborado conjunto de genes de viruléncia, que favorece sua
adaptacao a diferentes hospedeiros e seu sistema de defesa (RHEN & DORMAN,
2005).

O estudo destes genes é importante a medida que possibilita a compreensao
do potencial de determinados microrganismos em causar infec¢cdo, assim como
elaborar estratégias que permitam seu controle.

Diante do exposto, objetivou-se com esta revisao abordar o tema ilhas de
patogenicidade e o0s principais genes envolvidos na viruléncia de Salmonella
enterica.
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Salmonella sp.

Salmonella sp. estd amplamente dispersa na natureza, podendo ser
encontrada em uma grande variedade de hospedeiros, dentre eles mamiferos e
aves (RABSCH et al., 2002)

Pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram negativos, nao
formadores de esporos, anaerdbios facultativos, méveis em sua grande maioria
devido a presenca de flagelos peritriquios, a excecdo dos sorovares Salmonella
enterica sorovar Pullorum e Salmonella enterica sorovar Gallinarum que néao
apresentam motilidade. Crescem numa faixa de temperatura de 5°C a 46°C,
entretanto, a temperatura 6tima é de 35°C a 43°C. Crescem bem em pH entre 3,8 a
9,5, sendo 7 o pH ideal. Atividade de agua (Aw) minima para crescimento é de 0,94
(SILVA et al., 2007).

Bioquimicamente sdo catalase e vermelho metila positiva, urease, fenilalanina
e oxidase negativas. Nao produzem indol, sdo capazes de descarboxilar
aminoacidos como a lisina e a ornitina, reduzem nitratos a nitritos e utilizam citrato
como fonte de carbono. Ainda, sdo microrganismos fermentadores de L-rhamnose,
L-arabinose, D-sorbitol, D-manitol, D-manose, D-xilose, maltose e trehalose, porém,
nao fermentam lactose e sacarose. Produzem gas a partir da fermentacéo da glicose
e a maioria produz acido sulfidrico (H,S) a partir da reducdo do enxofre em agar
triplice acucar ferro (TSI) (SILVA et al., 2007; GAST, 2008).

O género Salmonella é dividido em duas espécies, Salmonella bongori com
23 sorovares conhecidos e Salmonella enterica, subdividida em seis subespécies
denominadas por Salmonella enterica subespécie enterica, Salmonella enterica
subespécie salamae, Salmonella enterica subespécie arizonae, Salmonella enterica
subespécie diarizonae, Salmonella enterica subespécie houtenae, Salmonella
enterica subespécie indica, tendo sido descritos ao todo 2.587 sorovares
(GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Os sorovares isolados com maior frequéncia em doenga humana pertencem a
Salmonella enterica subespécie enterica, com 1547 sorovares conhecidos (SILVA et
al., 2007; GUIBOURDENCHE et al., 2010).

A identificacdo do género é definida de acordo com suas caracteristicas
bioguimicas, sorolégicas e antigénicas. Sendo a divisdo de seus sorovares baseada
na composicado de seus antigenos de superficie, que sdo o0s antigenos somaticos
“Q”, flagelares “H” e capsulares “Vi’, estes encontrados somente nos sorovares
Salmonella enterica sorovar Dublin, Salmonella enterica sorovar Typhi e Salmonella
enterica sorovar Paratyphi C. Sua taxonomia é definida conforme proposto pelo
esquema Kauffmann-White (SILVA et al., 2007).

Além da identificagdo antigénica, as vezes € necessario aprimorar a
diferenciacdo dentro do sorotipo correspondente; para tanto sdo utilizadas diversas
técnicas de subtipagem, podendo-se destacar dentre elas a fagotipagem, utilizada
principalmente para cepas que causam epidemias (RABSCH et al., 2002).

Ainda de acordo com sua adaptacdo ao hospedeiro, o0 género pode ser
classificado como salmonelas adaptadas ao homem, aos animais e zoonoticas,
estas podendo causar doenga tanto em homens quanto em animais (RODRIGUES,
2011).

PATOGENESE
Patogenicidade é definida como a capacidade de um microrganismo causar

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, N.16; p. 1949 2013



doenca, enquanto que viruléncia refere-se a gravidade da doenca ocasionada pelo
agente (BROOKS et al., 2009).

Os microrganismos patogénicos possuem e expressam genes que codificam
fatores de viruléncia conferindo a bactéria habilidade de provocar doenca (VIEIRA,
2009).

De acordo com o sorovar envolvido, da quantidade do in6culo, dos fatores de
viruléncia expressos pelo agente e do estado imunologico do hospedeiro,
Salmonella pode ocasionar desde uma infeccdo gastrintestinal branda até uma
infeccéo sistémica. No entanto, para ser capaz de desenvolver doenca, € necessario
gue esta se encontre em ambiente adequado, para que possa se estabelecer,
replicar e expressar seus fatores de viruléncia (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

A contaminacéo por Salmonella pode ocorrer através da pele lesionada, pelo
trato digestivo, trato respiratorio e pela conjuntiva, no entanto a via fecal-oral é
considerada a principal via de transmissao (SCHWARTZ, 2000).

ApOs a contaminacgdo por via oral, as salmonelas aderem-se e proliferam no
intestino delgado, invadem a mucosa intestinal ndo somente pela destruicdo da
camada epitelial, mediada por metabdlitos bacterianos, mas também pelo transporte
através do epitélio intacto. Na mucosa intestinal, varios tipos de células podem ser
encontrados como as células Paneth, células M, enterécitos absortivos e as células
cripticas. As células M, agrupadas sobre placas de Peyer e 0s enterdcitos absortivos
sdo considerados como as principais portas de entrada para o patogeno (VAN
ASTEN et al., 2005).

Infeccdo causada por Salmonella enterica na maioria dos casos permanece
localizada, dando origem apenas a uma patologia gastroentérica. Entretanto,
dependendo da viruléncia do sorovar envolvido, o quadro pode generalizar-se. Neste
caso, O patdgeno ultrapassa a mucosa intestinal, invade fagdcitos e ativa
mecanismos de viruléncia que permitem sua sobrevivéncia e replicagcdo no interior
dos mesmos. A migracdo dos fagoécitos infectados para 6rgédos do sistema reticulo-
endotelial, como o baco e figado, facilita a disseminacéo da bactéria, desenvolvendo
septicemia e podendo levar a morte (OHL & MILLER, 2001).

A habilidade da salmonela de resistir aos mecanismos de defesa do
hospedeiro, como por exemplo, pH estomacal, aumento de temperatura, baixa
tensdo de oxigénio, alta osmolaridade, agéo da bile, o peristaltismo, as lisozimas, as
lactoferrinas, a microbiota local, baseia-se na sua capacidade de modular a
expressao dos seus genes de viruléncia em resposta a estas condigcbes (OCHOA &
RODRIGUEZ, 2005; BESSA, 2006).

Para melhor compreensao da atuacéo dos genes de viruléncia no mecanismo
de patogenicidade € necessario conhecer as etapas que fazem parte do processo
infeccioso. Estas etapas incluem a adeséo, invasao, replicacdo, resisténcia aos
mecanismos de defesa e dano ao hospedeiro (OCHOA & RODRIGUES, 2005).

A adesdo € essencial para a patogenicidade da bactéria, sendo este evento
mediado por adesinas. Estas estruturas reconhecem receptores presentes nas
células do hospedeiro, pelos quais possuem tropismo. Ainda, as adesinas possuem
capacidade de ativar linfocitos B e neutrofilos, que resulta em uma variedade de
respostas biolégicas incluindo proliferagdo celular e secre¢cdo de citocinas
(EDWARDS & PUENTE, 1998).

A interacdo do patdogeno com a célula hospedeira provoca ativacdo de
sinalizadores celulares, quer seja de forma direta por componentes bacterianos ou
por estimulacéo de fatores ativadores do proprio hospedeiro, como as citocinas. Tais
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ativadores podem alterar a superficie da célula hospedeira, modificando os
receptores celulares; por sua vez, 0 patdogeno responde a esta modificacdo
alternando o tipo de adesina apresentada. O receptor que uma adesina reconhece,
determina sua especificidade por determinado tecido e a colonizacdo ou a
persisténcia bacteriana (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

De acordo com os autores acima citados, as adesinas podem ser
classificadas em dois grandes grupos, adesinas fimbriais e ndo fimbriais. Em geral,
as adesinas presentes em bactérias Gram negativas sao as fimbrias, pili, flagelo,
lipopolissacarideo (LPS) e capsula.

Salmonella spp. expressa ampla variedade de fimbrias que possuem tropismo
por diferentes tipos e receptores celulares (TOWNSEND et al., 2001).

A fimbria é um importante fator de viruléncia apresentado pelo género em
questao exercendo interacdo bactéria-hospedeiro. Além disso, as fimbrias tém um
papel fundamental na adeséo as superficies, persisténcia ambiental e formacao de
biofilme (GIBSON, 2007). GOMES (2008) verificou que as cepas que possuem
fimbrias se aderem melhor a mucosa intestinal de camundongos, quando
comparada as cepas isogénicas sem fimbrias, demonstrando a importancia das
mesmas na ligacdo e colonizagao intestinal durante a fase inicial da patogénese.

Inicialmente, a bactéria instala-se em células ndo fagociticas, como as células
epiteliais da superficie da camada mucosa. Presumivelmente, essa técnica de
invasdo garante um nicho protegido para replicar e persistir (OCHOA &
RODRIGUEZ, 2005).

Salmonella invade as células do hospedeiro por um mecanismo conhecido
como disparo (trigger). O agente envia sinais as células epiteliais que induzem
alteracao do citoesqueleto, promovendo um aspecto franzido ou pregueado (ruffling),
que resulta na internalizacdo da bactéria no interior de uma vesicula endocitica.
Esse processo é acompanhado por extenso rearranjo da actina proximo ao local de
invasdo. Apds o engolfamento, a superficie celular e a organizacdo da actina
retornam ao normal. A internalizacdo é mediada por um grupo de genes designados
inv altamente conservados em Salmonella, ou seja, presente na maioria dos
sorovares (DARWIN & MILLER, 1999; GOOSNEY et al., 1999).

A interacdo do agente com o epitélio, além da invasao, resulta também na
producdo de moléculas sinalizadoras pelas células epiteliais. A producdo de
interleucina-8 (IL-8) e do quimioatrator epitelial induzido por patdogeno (PEEC), pelas
células epiteliais, estimula inflamacdo e migracdo de leucdcitos, que por sua vez,
produzem prostaglandinas induzindo aumento na atividade da adenilato ciclase nas
células intestinais, inibindo absor¢cdo do Na+, aumentando secre¢cdo do Cl-,
promovendo diarreia, uma vez que a agua € carreada juntamente ao cloro. No
entanto, somente a invasao das células da mucosa ndo € suficiente para causar
diarreia, possivelmente a producdo de enterotoxinas também seja responsavel ou
contribua para o estabelecimento do quadro (DARWIN & MILLER, 1999).

Salmonella produz efeitos citotoxicos que resultam na destruicdo das células
M e invasdo de enterdcitos adjacentes. Além das lesbGes e sinais relacionados ao
trato gastrintestinal, também induz apoptose de macrofagos ativados e fagocitose
induzida em macrofagos néo ativados, sendo entdo transportados para o figado e o
baco, dando inicio a infeccao sistémica (MONACK et al., 2000)

O sorovar Typhimurium pode chegar ao figado e ao baco por uma rota
alternativa, que nao requer a colonizacao intestinal ou invasdo de células epiteliais
intestinais. O patdégeno possui afinidade por fagdcitos que expressam a integrina CD
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18; apOs sua internalizacéo, € levado pelo fagocito diretamente do limen intestinal
para a circulacéo, baco e figado (VAZQUEZ et al., 1999).

No interior dos macrofagos, Salmonella inibe o processamento e a
apresentacao do antigeno, além de produzir enzimas que inativam radicais reativos
de oxigénio e nitrogénio. A producao destas enzimas é induzida pelo fator sigma
RPOs, que também € necessario para transcricdo de genes envolvidos na
adaptacdo a ambientes estressantes, como a acidez, limitacdo de nutrientes e
estresse oxidativo (OCHO & RODRIGUEZ, 2005)

As etapas da patogénese de Salmonella podem ser visualizadas na Figura 1.
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FIGURA 1 — Modelo dos eventos envolvidos na patogénese da infecgdo de Salmonella. A.
Reconhecimento dos receptores na superficie da célula alvo por meio de
adesinas na etapa de adesdo. B. Modificagdo na parede da célula hospedeira
e internalizacdo do patdégeno na etapa de invasdo. C. Producdo de PEEC e
citosinas inflamatérias pela célula eucariética, estimulada pela interacdo com a
bactéria e aumento da secregéo de cloro e agua, causando diarreia na etapa
de infecgéo gastrintestinal. D. Replicagdo no interior de macréfagos e indugéo
de apoptose na etapa de infec¢do sistémica.

Fonte: OCHOA & RODRIGUES (2005).
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O mecanismo de patogenicidade da Salmonella spp. inclui inimeros fatores
de viruléncia, entre eles os mais importantes sdo as adesinas, as invasinas e 0s
fatores que inibem as defesas do hospedeiro (VIEIRA, 2009).

Os fatores de viruléncia sdo necessarios aos microrganismos patogénicos
para invadir, colonizar, sobreviver, multiplicar no interior das células do hospedeiro e
causar doenca. A supressao de qualquer um deles pode resultar em reducdo na
viruléncia ou na sua perda. Alguns tém sido identificados nas espécies de
Salmonella sp., atuando em diferentes estagios da infeccéo (SUZUKI, 1994).

Estes fatores séo codificados por genes de viruléncia que podem estar
presentes em elementos genéticos moveis, como transposons ou plasmideos, assim
como fazer parte de regides especificas do cromossomo da bactéria, chamadas de
ilhas de patogenicidade (IP) (VAN ASTEN & VAN DIJK, 2005).

ILHAS DE PATOGENICIDADE E GENES DE VIRULENCIA

As ilhas de patogenicidade de xSalmonella sp. (Salmonella Patogenicity
Island, SPI) sdo grandes regides do cromossomo (10 a mais de 100 Kb) que
codificam varios fatores de viruléncia. Estas ilhas estdo ausentes em estirpes néo
patogénicas da mesma espécie, apresentam conteddo de guanidina e citosina
(G+C) diferente do restante do cromossomo e frequentemente estdo localizadas
adjacentes a genes que codificam RNA transportador (GAL-MOR & FINLAY, 2006,
VIEIRA, 2009).

Ao todo ja foram descritas 17 SPIs, algumas sdo conservadas para o género
enguanto outras sdo especificas para determinados sorotipos, como exemplo, SPI-1
esta presente em Salmonella bongori e em todas as subespécies e sorotipos de
Salmonella enterica. Ja a ilha SPI-7 é especifica para os sorovares Typhi, Dublin e
Paratyphi C (HENSEL, 2004; VERNIKOS & PARKHILL, 2006).

A localizacdo das ilhas de patogenicidade ao longo do cromossomo
bacteriano pode ser visualizada na Figura 2
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FIGURA 2 — A. Representacao esquematica do cromossomo de Salmonella enterica
sorovar typhimurium. SPIs sdo mostradas fora do circulo cromossémico,
enquanto genes de viruléncia e reguladores transcricionais sao
mostrados na parte interna. B. Representagéo esquemética das SPIs.

Fonte: MARCUS et al., (2000)

SPI-1

Na SPI-1 estdo localizados genes necessarios para invasdo, caracteristica
importante para viruléncia de Salmonella enterica (SCHMIDT & HENSEL, 2004).

Dentre as ilhas de patogenicidade SPI — 1 € a melhor caracterizada. Trata-se
de um segmento de 35-40 kb que contém 31 genes divididos entre genes que
codificam produtos para o Sistema de Secre¢édo do Tipo Il (SSTIII) e genes que
codificam proteinas efetoras e suas chaperonas. Os genes relacionados ao SSTIII
sdo denominados inv e spa, sendo responsaveis pela sintese de proteinas que
compdem a estrutura deste sistema de secrecdo. Este sistema possibilita a
translocacdo de proteinas efetoras, codificadas por genes presentes nesta ilha e por
genes adicionais localizados em outras regides do cromossomo, para o interior do
citoplasma da célula hospedeira (MARCUS et al., 2000; SCHMIDT & HENSEL,
2004; OCHOA & RODRIGUES, 2005).

O SSTII € um mecanismo de viruléncia comum a muitas bactérias Gram-
negativas, que consiste em uma estrutura molecular semelhante a uma agulha que
atravessa a membrana da célula hospedeira, permitindo que proteinas efetoras
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sejam deslocadas do citoplasma bacteriano para o interior da célula eucariética
(TEME et al., 2008).

Uma vez no interior da célula, as proteinas efetoras interagem com dominios
de proteinas e por meio da fosforilagdo ou transferéncia de residuos promovem uma
série de reacles, levando a modificagcbes no citoesqueleto de actina da célula
hospedeira, possibilitando sua entrada, escape de sistema de defesa no interior de
fagossomos, morte e outras alteracbes celulares permitindo a proliferacéo
intracelular de Salmonella sp. (VIEIRA, 2009).

A Figura 3 ilustra o Sistema de Secrecao do Tipo lll.
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FIGURA 3- A. Esquema do sistema de secrec¢éo tipo lll, aqui
apresentado com dois anéis atravessando a
membrana e a agulha surgindo da superficie da
bactéria. As proteinas efetoras e translocadoras
estdo estocadas. B. Esquema do SSTT em
operacdo. As proteinas translocadoras formam um
poro na membrana da célula alvo e as proteinas
efetoras sdo translocadas para o citosol da célula
alvo. C. Microscopia eletrbnica da superficie da
bactéria com agulhas do SSTT.

Fonte: TROISFONTAINES & CORNELIS (2005)

O operon Inv (invasibility) presente na SPI-1 € composto de sete genes
invABCDEFG. O gene invA € o primeiro no operon, desempenhando funcao
importante na invasao de células epiteliais. Sorotipos de Salmonella enterica que
nao possuem o gene iNVvA séo incapazes de expressar 0s genes invABC, tornando-
os impossibilitados de invadir células de mamiferos (GALAN et al., 1992, PORTER &
CURTISS, 1997).

De acordo com GALAN & CURTISS Il (1989), mutacBes nos genes invA,
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invB, invC e invD em Salmonella enterica sorovar Typhimurium afetaram a viruléncia
guando administradas oralmente em camundongos, ndo sendo capazes de invadir,
diminuindo a colonizacdo das placas de Peyer, parede do intestino delgado, baco e
também aumentaram a dose letal (DL 50). No entanto, quando administradas
intraperitonealmente ndo demonstraram nenhuma alteracdo na DL 50 ou na
capacidade de colonizagéo do baco.

GINOCCHIO et al., (1994) observaram que mutacdes nos genes invG e invC
resultaram em microrganismos que falharam na agregacédo do SSTIII a celula alvo.
Estes mutantes ndo foram capazes de penetrar nas células epiteliais cultivadas.
Cepas mutantes para os genes invA e invE foram bem sucedidas na agregacao,
porém falharam ao recolher ou desprender o SSTIII no momento da internalizacao
da bactéria em células epiteliais.

O gene invA parece ser bastante conservado em todos os sorovares de
salmonela, sendo o gene utilizado para sua deteccao pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (WHANG et al., 2009). ZOU et al., (2012) observaram que 99,3%
das cepas de Salmonella enterica sorovar Enteritidis, isoladas de surtos de
salmonelose em humanos, apresentavam o gene.

As proteinas SptP, SpiA e SpiB sdo exemplos de proteinas efetoras
codificadas por SPI-1 pelos genes sptP, spiA e spiB respectivamente. As proteinas
SpiA e SptP provocam rearranjo na actina da parede da célula alvo, formando poro
que permite a translocacao das proteinas (KANIGA et al., 1996; FU & GALAN, 1998;
ZHOU et al., 1999; MARCUS et al., 2000)

O gene sipB é responsavel pela inducdo de apoptose em macrofagos pela
ativacdo da caspase- 1(HERSH et al.,, 1999; MARCUS et al., 2000; SCHMIDT &
HENSEL, 2004 ).

A expressdo dos genes localizados na SPI- 1 responde a estimulos
ambientais. A regulacdo destes genes é um processo complexo que envolve genes
reguladores hilC, hilA, hilD e invF presentes na ilha (SCHMIDT & HENSEL, 2004).

SPI-2

A capacidade de Salmonella em sobreviver no interior de fagocitos e de
replicar dentro de vesiculas de células eucaridticas € um processo complexo,
requerendo o0 envolvimento de muitos genes, incluindo aqueles que auxiliam na
sobrevivéncia a formas reativas de oxigénio, baixo pH e defensinas. A maioria
destes genes esta localizado na SPI-2, essencial para habilidade de proliferar em
tecido extra-intestinal e causar infecgbes sistémicas (HENSEL et al.,, 1995,
OCHMAN et al., 1996; SCHMIDT & HENSEL, 2004).

A SPI-2 esta dividida em dois segmentos, uma por¢do menor de 14,5 kb,
presente em Salmonella bongori e Salmonella enterica e uma porgdo maior de 25,3
kb, presente somente na Salmonella enterica. A porcdo menor de 14,5Kb contém
cinco genes ttr envolvidos na reducéo do tetrationato e sete ORFs com funcédo ainda
desconhecida, ndo intervindo significativamente na infecgdo sistémica. A capacidade
de Salmonella spp.em reduzir tetrationato ndo é necessaria para infec¢do sistémica
no modelo murino, mas permite a colonizacao de habitats anaerdbios. Na porcéo de
25,3 Kb estdo presentes genes importantes para a viruléncia. Esta ilha de
patogenicidade também codifica seu préoprio SSTIII que se ativa quando a bactéria
se encontra em vacuolos dentro da célula do hospedeiro (MARCUS et al., 2000;
HENSEL, 2004; SCHMIDT & HENSEL, 2004; OCHOA & RODRIGUES, 2005).
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O SSTIII da SPI-2 transporta proteinas efetoras que protegem a bactéria dos
mecanismos de defesa permitindo a sobrevivéncia no interior dos fagécitos (VIEIRA,
2009).

Dentre 0s genes presentes na SPI- 2 pode-se destacar os presentes nos
operons ssa, Ssr, sse e ssc. O operon ssa (secretion system apparatus) é
responsavel pela sintese de proteinas que integram o SSTIIl. O operon ssr é
responsavel pela regulacdo dos operons sse, ssa e ssc, ativando ou reprimindo 0s
genes em reposta as mudancas de osmolaridade e pH. O operon sse é responsavel
pela inativacdo da NADPH -oxidase, e inibe a formacdo da forma reativa do
oxigénio, criando ambiente satisfatério a sobrevivéncia do patégeno. Os genes do
operon ssc (secretion system chaperone) codificam proteinas efetoras e suas
chaperonas (HENSEL et al., 1998; KLEIN & JONES, 2001; OCHOA & RODRIGUES,
2005).

Mutantes para SPI-2 s&o atenuadas para infeccdo sistémica ao serem
inoculadas tanto pela via oral quanto intraperitonealmente (HENSEL et al., 1998). De
acordo com CIRILLO et al., (1998), estes mutantes sdo capazes de colonizar placas
de Peyer, mas séo incapazes de disseminar para os linfonodos mesentéricos, figado
ou baco.

KARASOVA et al., (2010) promoveram mutacfes nas SPI-1, SPI-2, SPI-3,
SPI-4 e SPI-5 em cepas de Salmonella enterica sorovar Enteritidis, em seguida
inocularam em camundongos a fim de verificar o reflexo destas mutacfes sobre a
viruléncia. Os autores observaram que cepas mutantes para SPI-1, SPI-3, SPI-4 e
SPI-5 foram tdo virulentas quanto estirpes selvagens, levando a morte dos
camundongos trés semanas apos infec¢do. No entanto, Camundongos infectados
com cepas mutantes para SPI-2 sobreviveram a infeccdo, demonstrando que a
viruléncia é dependente desta ilha de patogenicidade.

SPI-3

Na SPI-3 estdo presentes 0s genes mgtB e mgtC, necessarios para
sobrevivéncia no interior de macréfagos. O gene mgtB é responsavel pelo transporte
de magnésio (Mg2+) quando este se encontra em baixas concentracdes. Este
sistema de captacdo de Mg2+ € importante para adaptacao a limitacées nutricionais
no interior do fagossomo. A funcdo do mgtC ainda ndo esta claro. Mutantes para
estes genes sdo deficientes na proliferacdo intracelular e na infeccdo sistémica
(BLANC-POTARD & GROISMAN, 1997; MONCRIEF & MAGUIRE, 1998; BLANC-
POTARD et al., 1999; GROISMAN & OCHMAN, 2000).

SPI-4

A ilha de patogenicidade SPI — 4 esta presente entre 0s varios sorovares de
Salmonella enterica (WONG et al., 1998, AMAVISIT et al., 2003).

SPI-4 codifica o Sistema de Secrecdo do Tipo 1, que transloca proteinas
necessarias para colonizagdo intestinal. Também tem sido especulado que essa ilha
esta envolvida na secrecao de citotoxinas, responsaveis por induzir a apoptose de
macréfagos infectados. Um l6cus dentro da SPI — 4 também tem sido relacionado
com a sobrevivéncia no interior de macrofagos. No entanto, sua funcéo principal
ainda nao foi determinada (WONG et al., 1998, MARCUS et al., 2000, MORGAN,
2007).
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SPI-5

SPI-5 codifica proteinas efetoras translocadas pelos SST Il codificados tanto
pela SPI- 1 como pela SPI-2. Esta ilha é de natureza mista, a porcdo que codifica
proteinas efetoras para o SST IIl da SPI-2 ndo esté presente na Salmonella bongori,
que também néo possui SPI-2. Inicialmente foi identificada em S. enterica sorovar
Dublin, mas é conservada para S. enterica sendo identificada em uma ampla
variedade de sorovares incluindo o sorovar Typhimurium (HENSEL, 2004; SCHMIDT
& HENSEL, 2004).

O gene spoB codifica a proteina efetora SpoB que é translocada pelo sistema
de secrecéao tipo Il (SSTI) codificado pela SPI-1. Esta proteina ativa canais de
cloreto na membrana epitelial da célula alvo, conduzindo a secre¢do de cloro e
perda de fluido para o lumen intestinal resultando em diarreia. O gene spoB esta
presente em Salmonella bongori e em todas as subespécies de Salmonella enterica
(NORRIS et al., 1998; HENSEL, 2004).

O gene pipB também localizado na SPI-5 codifica uma proteina efetora
translocada pelo SSTIII codificado pela SPI-2. Esta proteina € requerida na indugéo
da enteropatogenicidade (SCHMIDT & HENSEL, 2004, MORGAN, 2007).

SPI- 6 — SPI- 17

SPI-6 esta presente o operon fimbrial saf. SPI-7 especifico para os sorovares
Typhi, Dublin e Paratyphi C, codifica o antigeno capsular Vi, a proteina efetora
SpoE, importante para o processo de internalizagdo da bactéria. SPI-8 esta
relacionado a producdo de bacteriocinas, também esta presente um gene que
codifica uma integrase, indicando mobilidade desta ilha. SPI- 9 codifica um sistema
de secrecdo do tipo I. Na SPI-10 estdo presentes 0s genes responsaveis pela
codificacédo da fimbria SEF (HENSEL, 2004, MORGAN, 2007).

A SPI- 11 est4 relacionada com a sobrevivéncia da salmonela no interior do
macrofago, contribuindo para a infeccéo sistémica (GUNN et al., 1995; MORGAN,
2007). SPI- 12 codifica a proteina efetora SspH2, secretada pelo SSTII, contribuindo
para a polimerizacdo da actina no interior da célula infectada (MORGAN, 2007)

SPI-13 foi relatada como sendo importante para sobrevivéncia no interior de
macrofagos. Mutantes para esta ilha apresentaram aumento na DL50, indicando
importante papel na patogénese da infeccdo por Salmonella enterica sorovar
Gallinarum (McCLELLAND et al., 2001; SHAH et al., 2005).

A ilha de patogenicidade 14 e as ilhas 15, 16 e 17 foram descritas por SHAH
et al. em 2005 e VERNIKOS & PARKHILL em 2006, respectivamente, no entanto
suas fungdes ainda n&o estdo bem esclarecidas.

GENES FIMBRIAIS

Salmonelas produzem apéndices de membrana chamados fimbrias ou “pilli”,
mais curtos que os flagelos. As fimbrias ou “pilli” sdo filamentos proteicos presentes
na superficie estrutural da bactéria. SAo compostos de arranjos helicoidais idénticos
e possuem subunidades proteicas chamadas pilina. As fimbrias auxiliam a fixacao
da bactéria na superficie da célula do hospedeiro contribuindo para a patogenicidade
(TORTORA et al., 2000).

S&o conhecidos nove tipos de fimbrias presentes em Salmonella sp.: as
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fimbrias do tipo 1 (SEF 21), tipo 2, tipo 3, SEF 17, SEF 14, SEF 18, Fimbria
codificada por plasmideo (PEF), Fimbria polar longa (LPF) e a BFP (bundle-forming
pilus). No entanto, nem todos os tipos de fimbrias estdo presentes em todos os
sorovares (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

Sé&o identificados 20 operons fimbriais. Dentre estes operons Salmonella-
especificos, encontra-se o agf (aggregative fimbriae), que codifica a fimbria SEF17
ou Tafi (thin aggregative fimbriae). Sua principal funcdo é promover aderéncia e
invasdo de células eucariotica. Esta fimbria se liga a diversas proteinas, entre elas a
fibronectina, facilitando sua sobrevivéncia e associacao ao epitélio intestinal.

O operon agf também é essencial para formacado de matriz extracelular, a
qual esta envolvida na agregacdo bacteriana, importante para aumento da
sobrevivéncia de Salmonella sp. em contato com os acidos estomacais, surfactantes
e outros agentes bactericidas (GIBSON et al., 2007).

WEENING et al., (2005) observaram que a supressao de agfAB néo foi capaz
de reduzir a capacidade de Salmonella enterica sorovar Typhimurium persistir no
ceco de murino. Ainda de acordo com 0s mesmos autores, ndo é claro se diferencas
de especificidade de ligacdo e afinidade pode explicar por que mutacdes no agfAB
podem ter efeitos diferentes sobre a capacidade de S. enterica sorovar Typhimurium
colonizar o ceco de ratos.

Além disso, este operon atua na formacao de biofilme e resisténcia ambiental
(GIBSON et al., 2007).

A fimbria polar longa é codificada pelo operon IpfABCDE (long polar fimbriae),
relacionada a aderéncia a células M, presentes na placa de Peyer do ileo. Esta
fimbria estd presente em Salmonella enterica sorovar Typhimurium e Salmonella
enterica sorovar Gallinarum (BAUMLER et al., 1996a; OCHOA & RODRIGUES,
2005).

De acordo com BAUMLER et al., (1996a), cepas de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium mutantes IpfC ndo foram capazes de destruir as células M no
epitélio folicular associado.

As fimbrias SEF14 e SEF18 sdo codificadas pelos genes sefA e sefD,
respectivamente. Estes genes fazem parte do operon sefABCDE. A fimbria SEF 18
esta presente em todos os sorovares de Salmonella enterica, enquanto que a fimbria
SEF 14 esta restrita ao grupo D das salmonelas, sendo a expressdo deste gene
limitada aos sorotipos Enteritidis, Dublin, Moscow e Blegdon (TURCOTTE &
WOODWARD, 1993; OCHOA & RODRIGUES, 2005).

THIAGARAJAN et al., (1996) observaram que cepas que nao possuiam a
fimbria SEF 14 foram menos eficientes na coloniza¢do cecal quando comparadas
com cepas que possuiam esta fimbria. Demonstrando a importancia da mesma na
colonizacéo intestinal por Salmonella enterica sorovar Enteritidis.

ZOU et al., (2012) observaram que 99,3% das cepas de Salmonella enterica
sorovar Enteritidis, isoladas de surtos de salmonelose em humanos, apresentavam o
gene sefA.

A fimbria SEF 21(fimbria do tipo 1) codificada pelo gene fim contribui para
invasdo bacteriana em células Hep-2. As bactérias que possuem esta fimbria sao
mais eficientes na invasao do que aquelas nao fimbriadas (ERNEST et al., 1990).

NAUGHTON et al., (2001) promoveram mutacdo no gene responsavel pela
codificacdo da fimbria SEF21. As cepas mutantes apresentaram-se em menor
namero no estdmago e no intestino delgado de ratos, quando comparada com cepas
ndo mutantes, seis horas apds a infeccdo. No entanto, apds 21 dias as cepas
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mutantes foram encontradas em maior numero na porcéao distal do intestino delgado
e no intestino grosso, indicando que a fimbria SEF21 € um importante fator de
viruléncia nas fases iniciais de infeccao por este patdégeno.

A fimbria PEF é codificada pelo operon pef que é composto por quatro genes,
pefA, pefB, pefC e pefD e por ORFs adicionais, presentes em um plasmideo de 90
Kb identificado em Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Muta¢cées nos genes
pefA e pefC e nas orf5 e orf6é bloquearam a apresentacao da fimbria PEF, indicando
gue as proteinas codificadas por estes genes sao transportadas através da
membrana citoplasmatica e contribuem para a formacédo estrutural da fimbria
(FRIEDRICH et al., 1993; ROTGER & CASADESUS, 1999).

A fimbria PEF media a adesédo da salmonela as células do epitélio intestinal
de murinos, resultando em actiimulo de fluidos (BAUMLER et al., 1996b).

VAN DER VELDEN et al.,, (1998) ao promoverem mutacfes em quatro
operons fimbriais de Salmonella enterica sorovar. Typhimurium, fim, Ipf, pef, e adf,
observaram um aumento de 26 vezes na DL50 oral para ratos. Foi observado
também que a recuperagdo das cepas mutantes nas fezes foi reduzida, sugerindo
uma reducéo na capacidade de colonizar o limen intestinal.

Entretanto, quando os mesmos autores realizaram mutacdo apenas no gene
agfB, observaram um aumento de apenas trés vezes na DL50 oral para ratos. Esses
dados evidenciam acgdo sinérgica de operons fimbriais durante a colonizacdo do
intestino de ratos e o desenvolvimento de febre tiféide murino.

LEDEBOER et al., (2006) observaram em seus estudos que mutagdes no
gene pefC e IpfABCDE exibiram capacidade reduzida de produzir biofilme sobre as
células intestinais de galinhas. A capacidade de producdo de biofilme é um fator
importante para a persisténcia das bactérias e para resisténcia ao tratamento com
antibioticos. A presenca do biofilme fornece uma fonte constante de bactérias
infectantes.

GENES PLASMIDIAIS

Plasmideos sdo elementos genéticos méveis que podem ser transmitidos
entre bactérias inclusive de género e espécies diferentes. Estes plasmideos séo
segmentos de DNA extracromossomal, que carreiam informacdes genéticas
adicionais e se replicam de forma independente (ARBEIT, 1999).

Os sorovares de Salmonella enterica subspécie enterica que frequentemente
estdo associados a infeccbes em humanos e animais, na maioria das vezes
possuem plasmideos de viruléncia de diferentes tamanhos e composi¢cdo genética
(ROTGER & CASADESUS, 1999).

Plasmideos de viruléncia geralmente estdo relacionados com a sobrevivéncia
e 0 crescimento das bactérias, habilitando-as a persistir nas células do sistema
reticulo endotelial, como baco e figado (GULIG & CURTISS lll, 1987).

Os plasmideos sao importantes para viruléncia de Salmonella enterica, sendo
observada redugdo da viruléncia na auséncia dos mesmos. Tais plasmideos de
viruléncia possuem uma regidao gendmica altamente conservada de 7,8 kb que
contém o locus spv (Salmonella plasmid virulence) composto de cinco genes
SpvRABCD. A regido spv parece promover rapido crescimento e sobrevivéncia no
interior das células hospedeiras, além de promover a multiplicacdo da bactéria no
sistema reticulo-endotelial (ROTGER & CASADESUS, 1999; HUR et al., 2011).

Durante a fase estacionaria de crescimento, provavelmente devido ao
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acumulo de produtos metabdlicos o gene spvR codifica uma proteina denominada
SpvR (VALONE et al., 1993). Esta proteina, juntamente com o fator sigma RPOs, &
necesséria para regulacao do operon spvABCD (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

O operon spv determina 0 aumento da severidade da enterite e persisténcia
em sitios extra-intestinais tais como linfonodos mesentéricos, baco e figado, uma
vez que a presenca destes genes aumenta a taxa de crescimento de Salmonella no
compartimento intracelular e também permite a sobrevivéncia no interior de
macrofagos (UZZAU et al., 2000).

A proteina SpvB codificada pelo gene spvB € responsavel pela
desestabilizacdo do citoesqueleto das células do hospedeiro, além de indugcédo de
apoptose em macréfagos. A SpvC é responsavel pela regulacdo da liberacdo de
citocinas de células infectadas (RODICIO et al., 2011)

Segundo GULIG et al., (1993), o gene spvC aumenta a média de crescimento
nas células do hospedeiro. ZOU et al., (2012) observaram que 91,3% das cepas de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis, isoladas de surtos de salmonelose em
humanos apresentavam o gene spvC.

KARASOVA et al., (2009) causaram a delecdo do gene spvB em cepas de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis e observaram que em comparacao com as
cepas selvagem, houve reducdo da viruléncia, uma vez que as cepas selvagem
causaram a morte de camundongos dentro de 21 dias apds a infec¢do, o que nao
ocorreu com a cepa mutante.

Os mesmos autores também observaram uma diminuicdo da capacidade de
colonizacdo do ceco e baco de galinhas pelas cepas mutantes, demonstrando a
importancia deste gene plasmidial na patogenicidade da Salmonella enterica.

AQUISICAO DE GENES DE VIRULENCIA

Os genes de viruléncia nem sempre sao originarios de determinado patogeno,
podendo ser adquiridos por meio de transferéncia horizontal, definida como troca de
material genético entre células bacterianas. Os principais mecanismos que facilitam
esta transferéncia s&o: transformacgdo, conjugacdo e transducdo (GAL-MOR &
FINLAY, 2006).

A transformacéo refere-se a incorporacdo de DNA livre presente no ambiente,
geralmente decorrente da lise celular. No entanto, para que esse DNA seja
incorporado € necessario que a bactéria seja competente, isto €, deve apresentar
sitios na sua superficie celular para ligacdo do DNA exdgeno e apresentar condi¢cdes
de membrana que permitam a passagem deste material genético (JAIN et al., 2002).

A conjugacao trata-se da transferéncia de DNA de uma bactéria para outra.
Este processo esta associado a presenca de plasmideos que contém genes
localizados no operon tra, envolvidos com a sintese do pilus F, responsavel pelo
reconhecimento e contato entre as células e transferéncia do DNA plasmidial. Por
sua vez, transducdo € a transferéncia de genes mediada por virus denominados
bacteriéfagos (JAIN et al., 2002).

Alguns bacteriéfagos codificam fatores de viruléncia que podem converter
cepas nao patogénicas em patogénicas, através de um processo chamado de
“conversao lisogénica” (transferéncia de genes dos fagos para bactérias). Estes
genes bacteri6fagos podem proporcionar a bactéria diversas proteinas, como
toxinas extracelulares, enzimas necessarias para sobrevivéncia intracelular,
adesinas e outros (GAL-MOR & FINLAY, 2006).
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ApoOs aquisicdo do gene por um dos mecanismos citados anteriormente, 0
DNA exdgeno é integrado ao cromossomo ou a um plasmideo ja existente, por meio
de integrases ou recombinases. Os novos genes adquiridos pela bactéria, ao serem
expressos com sucesso, favorecem o acréscimo na frequéncia desta variante,
através de expansdo clonal, permitindo a perpetuacdo dos genes benéficos na
populacédo ao longo dos anos (GAL-MOR & FINLAY, 2006).

Em relacdo as ilhas de patogenicidade, algumas também foram adquiridas
por meio da transferéncia horizontal. GAL-MOR & FINLAY em 2006 afirmaram que
as SPIs sao estruturas semelhantes a um mosaico e ndo segmentos homogéneos
de DNA, sugerindo aquisicdes multiplas a partir de diferentes doadores durante a
evolucdo do mesmo locus.

Segundo VIEIRA (2009), podem ser observados nas SPIs a presenca de
fagos temperados, ou seja, virus que integram seu acido nucléico ao DNA da célula
hospedeira, sequéncias de insercdo e integrases (elementos envolvidos na
mobilidade genética) nas extremidades das ilhas, sinalizando local no genoma onde
a insercdo ou delecdo € facilitada; estes locais sdo chamados de “Hot points”
(pontos quentes). A presenca destes pontos indica que a transferéncia horizontal de
grandes fragmentos de DNA seja, provavelmente, a explicagdo para a aquisicdo de
novos fatores de viruléncia pelas bactérias.

A grande quantidade de sequéncias de inser¢cdo de genes de fagos
apresentadas pelas SPIs sugere que o0s bacteriofagos seriam o0s principais
responsaveis pela sua formacao (VIEIRA, 2009).

Estes eventos demonstram a importancia da transferéncia horizontal para
aquisicdo de novas ilhas de patogenicidade e genes de viruléncia, necessarios para
codificacdo de novos fatores de viruléncia relacionados ao aumento na capacidade
do agente em causar doencga.

CONSIDERACOES FINAIS

A cada interacdo agente-hospedeiro ocorrem modificagcbes em ambos. Esta
interagdo envolve muitos mecanismos, 0s quais tém sido elucidados. Em especial,
os relacionados as ilhas de patogenicidade bem como 0s genes determinantes e
desencadeadores de viruléncia, no entanto ainda ha processos ndo esclarecidos.

Buscar conhecer e compreender o aparato utilizado por Salmonella enterica
perpassa pela dinamicidade desta espécie bacteriana, que demonstrou ao longo dos
anos adaptacéo aos diversos ambientes que coloniza.

No que tange a sua distribuicdo ubiqua, diversidade fenotipica e molecular,
pode-se afirmar que tais caracteristicas fundamentam-se em provaveis alteracbes
gendmicas e protebmicas, por estimulos a ativacdo de regides ndo ativas, por
potencializacdo de regides conservadas e até mesmo pela interacdo de genes
plasmidiais.

Por todas estas consideracdes, pode-se afirmar que a abordagem sobre
patogenicidade e genes de viruléncia de Salmonella ndo é estatica, uma vez decorre
das alteracbes dos perfis epidemiolégicos quanto as modificacbes do
microrganismo, as alteracfes nos ambientes de criacdo dos animais, dos habitos
comportamentais e alimentares das populacoes.

Cabe salientar que a expansao e exigéncias de mercados e ainda ameacgas
reermergentes associadas a saude publica séo preocupacdes frequentes no que se
refere a seguranca alimentar. A garantia de fornecimento de alimento seguro € alvo
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constante na medicina veterinaria; direcionando esforcos tanto para
desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao assunto, quanto para elaboragéo de
estratégias que possibilitem a prevencao e o controle de doencas veiculadas pelos
alimentos.
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