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RESUMO

Salmonella spp. € um dos principais patdgenos responsaveis por doencas
transmitidas por alimentos em todo o mundo. Comunidades bacterianas usam o
sistema de quorum sensing para controlar a formacdo de biofilme. O quorum
sensing caracteriza-se por ser um sistema de comunicacao intra e interespécies de
microrganismos, baseado na emissdo de estimulos e respostas dependentes da
densidade populacional. Trata-se de um mecanismo de sinalizagdo célula-a-célula
envolvendo a producdo, liberacdo e deteccdo de compostos semelhantes a
horménios chamados de auto-indutores. A norepinefrina utilizada pelos animais
utilizam a mesma sinalizacao bacteriana dos auto-indutores 3 que servem como um
sinal de quorum sensing. Situacdes estressantes como a superlotacdo, depreciacao
nutricional e condicdes inadequadas dos aviarios, fazem com que ocorra um
aumento do risco de doencas infecciosas, modificando a gravidade da infeccéo por
Salmonella. O estresse acido é um desafio encontrado por microrganismos no
ambiente de processamento de alimentos e no trato gastrointestinal dos hospedeiros.
Para alcancar o intestino, colonizar e invadir os tecidos, as células patogénicas de
Salmonella devem sofrer a barreira acida do estbmago, sendo por esta razéo, a
adaptacdo acida uma caracteristica no processo da infec¢cdo. O objetivo deste estudo
foi avaliar a influéncia duas concentracfes de norepinefrina (100 uM e 250 uM) e
meio acidificado (pH 3,0) no crescimento e na adesdo de cepas de Salmonella
Heidelberg isoladas de fontes avicolas a 12°C e 25°C. Além disso, trés genes
associados ao processo de formacao de biofilme foram detectados (adrA, csgD e
sidA). Para os ensaios de crescimento e adesdo usou-se ensaio de microplaca de
poliestireno. A PCR foi utilizada na deteccao de genes de viruléncia associados a
producdo de biofilme. Dentre os resultados encontrados, com relagdo a indugao
acida, a Salmonella Heidelberg teve um menor crescimento em inducdo &cida,
sendo isto esperado pois um bom nimero delas ndo consegue sobreviver. Diferente
da adesdo, em que a inducdo acida teve uma maior formacéo de biofilme em ambas
as temperaturas 12°C e 25°C. Houve diferenca na adesdo quando as bactérias foram
tratadas com norepinefrina nas temperaturas 12°C e 25°C para a concentracdo de
250 puM. Em relacdo a adesdo bacteriana, ndo se observou influéncia do estimulo
da catecolamina nas cepas de Salmonella Heidelberg, independentemente da
concentracéo utilizada, para temperaturas de incubagéo de 12°C e 25°C. O emprego
de meio acidificado resultou em um aumento significativo da adesdo das cepas
Salmonella Heidelberg em ambas as temperaturas testadas. Os genes (adrA, csgD
e sidA) para as cepas analisadas, com alta frequéncia de deteccdo dos genes adrA e
sidA, sendo superior a frequéncia do gene csgD, presente em 50% das cepas
avaliadas. A estimulacdo de cepas de S. Heidelberg com noradrenalina ndo resultou
aumento do crescimento ou maior adesdo bacteriana. No entanto, o meio
acidificado favoreceu o processo de formacao do biofilme.

Palavras chaves: Salmonella Heidelberg, crescimento, biofilme, inducdo acida,
norepinefrina.



ABSTRACT

Salmonella spp. is one of the leading pathogens responsible for foodborne illness
worldwide. Bacterial communities use the quorum sensing system to control biofilm
formation. The quorum sensing is characterized by being an intra and interspecies
communication system of microorganisms, based on the emission of stimuli and
responses dependent on the population density. It is a cell-to-cell signaling
mechanism involving the production, release and detection of hormone-like
compounds called self-inducers. Norepinephrine used by animals uses the same
bacterial signaling of auto-inducers 3 that serve as a quorum sensing signal.
Stressful situations such as overcrowding, nutritional depreciation and inadequate
poultry conditions lead to an increased risk of infectious diseases, modifying the
severity of Salmonella infection. Acid stress is a challenge found by
microorganisms in the food processing environment and in the gastrointestinal
tract of hosts. To reach the intestine, colonize and invade the tissues, the pathogenic
cells of Salmonella must undergo the acidic barrier of the stomach, being for this
reason, the acid adaptation a characteristic in the process of the infection. The
objective of this study was to evaluate the influence of two concentrations of
norepinephrine (100 uM and 250 uM) and acidification (pH 3.0) of the medium on
the growth and adhesion of Salmonella Heidelberg strains isolated from poultry
sources at 12°C and 25°C. Furthermore, three genes associated with the biofilm
formation process were detected (adrA, csgD, and sidA). For growth and adhesion
assays, a polystyrene microplate assay was used. PCR was used in the detection of
virulence genes associated with biofilm production. Among the results found, with
respect to acid induction, Salmonella Heidelberg had a lower growth in acid
induction, this being expected since a good number of them can not survive.
Different from adhesion, in which the acid induction had a higher biofilm formation
at both temperatures 12°C and 25°C. There was a difference in adhesion when the
bacteria were treated with norepinephrine at temperatures 12°C and 25°C for the
concentration of 250 uM. Regarding bacterial adhesion, there was no influence of
the catecholamine stimulus on Salmonella Heidelberg strains, regardless of the
concentration used, for incubation temperatures of 12°C and 25°C. The use of
acidified medium resulted in a significant increase in the adhesion of Salmonella
Heidelberg strains at both temperatures tested. The genes (adrA, csgD and sidA)
for the strains analyzed, with a high detection frequency of the adrA and sidA genes,
were higher than the frequency of the csgD gene present in 50% of the strains
evaluated. Stimulation of S. Heidelberg and noradrenaline strains did not result in
increased growth or increased bacterial adhesion. However, the acidified medium
favored the process of biofilm formation.

Keywords: Salmonella Heidelberg, growth, biofilm, acid induction,
norepinephrine.
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1. INTRODUCAO

A avicultura tem alcangado uma melhor eficiéncia produtiva devido aos
custos mais baixos e a facilidade em produzir aves para o abate em um curto espago
de tempo. Esta melhora esta relacionada a selecdo genética, a nutricdo, a sanidade
e as inovagdes nas metodologias de manejo, ambiéncia, tecnologias de
processamento e de comercializagdo. A avicultura emprega direta e indiretamente
mais de 3,6 milhdes de pessoas gerando 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB)
nacional (ABPA, 2015). Em 2017, o Brasil produziu 13,056 milhdes de toneladas
de carne de frango e exportou mais de 4,320 milhGes de toneladas, colocando o pais
como o segundo maior produtor e 0 maior exportador de carne de frango. Os trés
estados da regido sul do Brasil foram responsaveis por aproximadamente 64,35%
da exportacdo brasileira de carne de frango em 2017, sendo o Rio Grande do Sul
(RS) responsavel por 13,82%. O consumo per capita no Brasil em 2017 foi de
42,07Kg/habitante/ano (ABPA, 2018).

Com a expansdo da avicultura houve uma maior concentragdo de aves por
metro quadrado, favorecendo a multiplicacéo e a instalacéo de agentes patogénicos.
Dentre os agentes patogénicos, destaca-se 0 género Salmonella, que causa uma
enfermidade de grande impacto econémico (BELUSSO; HESPANHOL, 2010).
Salmonella spp. € um dos principais microrganismos patogénicos veiculados por
alimentos. Infecgbes por Salmonella frequentemente causam gastroenterite que
pode variar de leve a grave (CDC, 2011). Os produtos de origem avicola sdo as
principais fontes de salmoneloses em humanos (SHINOHARA et al., 2008). O
sorovar Salmonella Heidelberg é citado como o terceiro mais frequentemente
isolado na avicultura no Canada, e o quarto mais associado com doencas
transmitidas por alimentos nos Estados Unidos (CHITTICK et al., 2006). No Brasil,
desde 1962 este sorovar tem sido identificado em aves e em produtos derivados
(HOFER et al., 1997). Dentre os sorovares pertencentes ao género Salmonella que
causam infec¢do em humanos, o sorovar S. Heidelberg parece ser mais invasivo e
causar doengas com maior gravidade que outros sorovares paratificos (PUBLIC,
2007).

Quorum sensing € a sinalizacdo entre as bactérias e ocorre através da
producdo de substancias denominadas de auto-indutores (Al), sendo o Al-3

responsavel por ativar a expressdo génica em Salmonella. As catecolaminas
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produzidas pelos eucariotos em situacOes de estresse utilizam a mesma via de
sinalizacdo do Al-3 (SPERANDIO et al., 2003). Desta forma, o aumento de
excrecdo de patdgenos importantes, como Salmonella, tem sido relacionado com o
estresse associado ao intenso processo de criacdo das aves (STEVENS, 2010), uma
vez que a liberacdo das catecolaminas pode interferir na microbiota intestinal
através da sinalizacdo de bactérias do trato gastrointestinal (LYTE et al., 2011).
Estudos demonstram que o quorum sensing regula uma série de fendtipos
bacterianos, incluindo a formagé&o de biofilme e a expresséo de genes de viruléncia
(SOLA et al., 2012).

O estresse acido é um desafio encontrado por microrganismos no ambiente
de processamento de alimentos e no trato gastrointestinal das aves. Para alcangar o
intestino, colonizar e invadir os tecidos, as células patogénicas de Salmonella
devem sobreviver a barreira acida do estbmago. Por esta razéo, a adaptacao acida é
uma caracteristica importante no processo da infeccdo (GRAVANI, 1992). A
habilidade de tolerar o pH baixo pode ter implicagdes na viruléncia do patdégeno
(FERREIRA, 2007). Respostas de tolerancia ao estresse sdo comumente mediadas
através da ativacdo de reguladores de resposta que controlam a expressdo de
conjuntos especificos de genes e orquestram respostas muito complexas
envolvendo a inducdo enzimas celulares, a sintese de proteinas do choque de
estresse que protegem ou repararam o0 DNA, e modulacdo da composicdo e das
propriedades fisicas dos envelopes celulares. Uma vez que o estressor desaparece,
a populacédo bacteriana recupera sua tolerancia convencional ao agente de estresse
particular (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2015).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
das catecolaminas e de meio acidificado no crescimento e na adeséo bacteriana de
cepas de Salmonella Heidelberg isoladas de fontes avicolas. Também foram

pesquisados genes envolvidos no processo de formacao de biofilmes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella spp.

Bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae,
sdo bacilos mesofilos, Gram-negativos, ndo formadores de esporos e moveis
(exceto S. Gallinarum e S. Pullorum), com flagelos peritriquios. Sdo bactérias
aerobias ou anaerobias facultativas, produzem gas sulfidrico e acido a partir da
glicose (OIE, 2012). A temperatura ideal de crescimento é de 35°C a 37°C, porém
é possivel verificar o seu crescimento entre 7°C e 48°C. S&0 sensiveis a exposi¢do
dos raios solares e a maioria dos desinfetantes como fenois, clorados e iodados. A
bactéria é destruida por irradiacdo, sendo que a presenca de oxigénio aumenta o
efeito letal da irradiacdo (BOROWSKY et al., 2006). Apresenta crescimento em
pH entre 6,5 e 7,5 podendo tolerar condigdes de pH entre 4,5 € 9,0 (TORTORA et
al., 2003). O género Salmonella é resistente a dessecacdo e ao congelamento,
podendo sobreviver no meio ambiente por varios anos. Os antigenos da camada de
lipopolissacarideos (LPS) facilitam o contato direto da bactéria com o ambiente,
contribuindo na interacdo do agente com o hospedeiro e permitindo com que
Salmonella spp. possa resistir a diferentes locais e condi¢des, como fezes, poeira,
ambientes secos, acidez do estdbmago, limen do intestino, espaco extracelular dos
tecidos do hospedeiro e dentro de macréfagos (SUO et al., 2010).

Este género consiste em apenas duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori. A espécie S. enterica apresenta seis subespécies: S. enterica
subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. diarizone, S. enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica. Segundo
0 esquema de Kauffman-White, atualmente ja foram identificados mais de 2500
sorovares de Salmonella, dividindo este género em sorotipos com base na
composicdo de seus antigenos de superficie somaticos (O), flagelares (H), e
capsulares (Vi) (TRABULSI; ALTERTHUM; 2008).

2.2 Infeccéo nas aves

Salmonella pode causar trés doencas nas aves: Pulorose, Tifo e Paratifo

Aviario. A Pulorose é causada por S. Pullorum e acomete aves mais jovens, levando
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ao espessamento da parede intestinal, a presencga de ndédulos amarelados na parede
do duodeno, e cecos com conteldo caseoso. A transmissdo ocorre de forma
horizontal ou vertical, pelas vias transovariana e extragenital. O Tifo € causado por
S. Gallinarum sendo mais comum em aves adultas. Na necropsia observa-se uma
coloragdo marrom-esverdeada do figado. A transmisséo ocorre principalmente pela
via horizontal. As infeccBes paratificas sdo causadas por sorovares ndo especificos
das aves, como S. Enteritidis e S. Typhimurium, mas que podem determinar a
doenga em humanos. Nas aves, pode ocorrer uma enterite cronica severa
acompanhada de lesbes necroticas focais e espessamento de parede dos cecos com
conteddo caseoso ou liquefeito. Os sorovares causadores do Paratifo podem
permanecer no trato digestivo das aves até o abate, onde pode ocorrer a
contaminag&o do produto final (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).
O ovo também pode ser contaminado pela cloaca através da penetracdo da bactéria
pela casca (MUNIZ, 2012).

As aves contaminam-se por via oral quando a bactéria esta presente no
ambiente (cama, racdo e nas granjas). Apos a ingestao, o microrganismo se localiza
no papo e no intestino (BACK et al., 2006). A maioria das salmonelas paratificas
instala-se na parede intestinal, principalmente dos cecos, onde se multiplicam e sdo
eliminadas pelas fezes de forma constante ou intermitente. As salmonelas
especificas das aves sdo mais invasivas, causando infeccdes septicémicas e
contaminando varios 6rgdos. A modulagdo da microbiota intestinal das aves no
inicio da vida é de vital importancia no processo de controle do agente (FACTA,
2016). A habilidade de Salmonella em resistir aos mecanismos de defesa do
hospedeiro, como o baixo pH estomacal, 0 aumento da temperatura, a baixa tenséo
de oxigénio, a alta osmolaridade, a acdo da bile, o peristaltismo, as lisozimas, as
lactoferrinas e a microbiota local, baseia-se na sua capacidade de modular a
expressao dos genes de viruléncia em resposta a estas condicdes (OCHO,;
RODRIGUEZ, 2005).

2.3 Importéancia de Salmonella em saude publica
Salmonella spp. esta entre os principais agentes envolvidos nas toxinfec¢des

transmitidas por alimentos, sendo frequentemente isolada em alimentos de origem

avicola e suinicola. A salmonelose representa risco a seguridade alimentar no
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ambito mundial e € uma das principais doencas transmitidas por alimentos (DTA)
em todo o mundo, inclusive no Brasil (ROSA et al., 2015, WHO, 2018).

O Centro de Controle e Prevencao de Doencas dos Estados Unidos (Centers
for Disease Control and Prevention — CDC) estima que Salmonella acometa cerca
de 1,2 milhdo de pessoas, ocasionando 23.000 hospitalizacGes e 450 mortes nos
Estados Unidos a cada ano (CDC, 2018). Na Unido Europeia, Salmonella é a
segunda principal causa de DTA, ficando atrés apenas de Campylobacter (EFSA,
2017). Infecgdes por Salmonella spp. correspondem a mais de 30% de todos 0s
casos de DTA no Brasil entre 2000 e 2017 (BRASIL, 2018).

2.4 Salmonella Heidelberg

Salmonella Heidelberg é um sorotipo pertencente a subespécie Salmonella
enterica subespécie enterica e ao sorogrupo B, sendo considerada altamente
prevalente no Canadé e nos Estados Unidos, mas raramente relatada em paises
europeus (CURY, 2013). Este sorovar parece ser mais invasivo e causar doengas
com maior gravidade que outros sorovares paratificos (PUBLIC, 2007).

Para Menconi et al. (2011), esse sorotipo estd entre 0s trés mais
frequentemente isolados de pessoas com toxinfecgOes alimentares causadas por
Salmonella na América do Norte, sendo este indice maior que em outras regides do
mundo. Nos Estados Unidos, S. Heidelberg é o quarto sorovar mais comumente
reportado em doencas em humanos (CHITTICK et al., 2006), sendo que estas
toxinfeccOes em seres humanos, podem ser causadas pelo consumo de ovos e de
produtos carneos provenientes de aves infectadas (CURY, 2013).

No Brasil, S. Heidelberg era o 9° sorotipo com maior prevaléncia até 2011,
sendo mais frequentemente isolado nas regides Centro Oeste, Sudeste e Sul
(BORSOI et al., 2011). A frequéncia de isolamento do sorovar S. Heidelberg, a
partir de fontes avicolas, tem aumentado consideravelmente nos Gltimos anos
(ANDREATTI, 2014).

Sobre as alteragOes causadas por S. Heidelberg na mucosa intestinal, cabe
ressaltar que s@o semelhantes aquelas causadas por S. Enteritidis. Entretanto, as
aves desafiadas com S. Enteritidis excretaram maior quantidade de bactérias que as
aves desafiadas com S. Heidelberg (BORSOI et al., 2011).
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2.5 Estresse em aves

2.5.1 Relacdo entre o estresse em aves e a infeccéo por patdgenos

Quando hé& percepgdo de estresse, o Sistema Nervoso Central (SNC) libera
uma variedade de hormdnios, neurotransmissores e neuropeptideos que podem
afetar diretamente as funcBGes imunes, geralmente resultando em seu declinio
(BORSOI et al., 2015). A liberagdo de hormdnios, como as catecolaminas
(epinefrina e norepinefrina), pode interferir na microbiota intestinal através da
sinalizacdo de bactérias patogénicas para que iniciem o crescimento e a producao
de fatores de viruléncia como parte do processo de doengas infecciosas (LYTE et
al., 2011). Em animais de produgdo, como aves e suinos, as infec¢bes por
patégenos como E. coli O157:H7 e Salmonella sdo exemplos de bactérias de
importancia em salde publica que em animais sob estresse podem superar a
microflora comensal, infectar e persistir no hospedeiro devido a um aumento do
potencial de viruléncia do microrganismo. A producgdo avicola tem o desafio de
reduzir a prevaléncia de Salmonella nos planteis. Situacdes estressantes para as
aves, tais como superlotacdo, depreciacdo nutricional, condi¢Bes inadequadas dos
aviarios e temperatura ambiente muito elevada, aumentam o risco de doencas
infecciosas, modificando a gravidade da infec¢do por Salmonella (BORSOI et al.,
2015).

2.5.2 Catecolaminas

As catecolaminas séo formadas por um grupo catecol ligado a um grupo
amina. Elas sdo sollveis em agua e 50% destas substancias circulam na corrente
sanguinea ligadas a proteinas plasmaticas. As catecolaminas sdo sintetizadas no
cerebro, na medula adrenal e por algumas fibras nervosas simpaticas a partir do
aminoacido L-tirosina, de acordo com a seguinte sequéncia: tirosina — dopa
(dihidroxifenilalanina) — dopamina — norepinefrina (noradrenalina) — epinefrina
(adrenalina). Em circunstancias normais, a epinefrina é secretada em maior
guantidade do que a norepinefrina, a partir da medula adrenal. Em contrapartida, a
norepinefrina € liberada em maior quantidade a partir do sistema nervoso simpatico
(MORENO, 2017).
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Em termos fisiologicos, uma das importantes acdes destes hormonios é
iniciar uma reacdo generalizada de luta, conflito, discussd@o ou uma fuga rapida.
Esta resposta, que pode ser desencadeada por uma queda da pressao arterial ou pela
dor, lesdo fisica ou emocional, perturbagdo abrupta ou hipoglicemia, é caracterizada
por um aumento da frequéncia cardiaca, ansiedade, aumento da transpiracéo,
tremores e aumento das concentragdes de glicose no sangue. Estas acOes das
catecolaminas ocorrem em conjunto com outras respostas neuronais e hormonais a
situacOes de estresse, tais como aumentos do hormdnio adrenocorticotrofico
(ACTH) e secrecéo do cortisol (MORENO, 2017).

2.6 Estresse acido

A capacidade de bactérias patogénicas de resistirem a condi¢bes ambientais
adversas tem sido identificada como um determinante presuntivo de seu potencial
de viruléncia através da avaliacdo das respostas de tolerancia ao estresse de
patgenos bacterianos transmitidos por alimentos (ALVAREZ-ORDONEZ et al.,
2015). O estresse acido € um desafio comumente enfrentado por microrganismos
no ambiente de processamento de alimentos e no trato gastrointestinal do
hospedeiro. Para alcangar o intestino e colonizar e invadir os tecidos intestinais, as
células patogénicas de Salmonella devem sobreviver a barreira acida do estbmago.
Por esta razdo, a adaptacao acida € uma caracteristica importante para o sucesso da
infeccdo (GRAVANI, 1992). O pH é&cido do estbmago é reconhecido como a
primeira linha de defesa contra patdgenos transmitidos por alimentos, e a resisténcia
acida de patégenos pode contribuir para sua viruléncia (BERK et al., 2005). As
respostas das enterobactérias frente a este desafio tém sido extensivamente
estudadas através de diferentes técnicas. Atualmente ja foram descritos dois
sistemas de resisténcia &cida para S. enterica: (1) resisténcia &cida independente de
pH (AR), que é expressa apos a entrada do patdgeno em fase estacionaria como
parte de uma resposta generalizada ao estresse; (2) resposta a tolerancia a acidos
indutivel por baixo pH (ATR), manifestada nas fases log e estacionaria, conferindo
protecdo ao patdgeno contra a exposicdo subsequente as condigdes acidas letais (pH
<4.0) (LIANQU et al., 2017). As células em fase log estéo se adaptando as novas
condigdes para iniciar a diviséo celular e, por isso, sdo mais alongadas do que as
células em fase estaciondria. As células em fase estacionaria desencadeiam

respostas adaptativas as limitacbes de nutrientes, como a reducdo do tamanho
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celular, mudangas das propriedades da superficie celular (relacionadas a
hidrofobicidade e a adesdo), da atividade metabdlica e resisténcia a estresses
ambientais (WHITE, 2007). A inducdo de mecanismos de resisténcia acida sob
condigBes de estresse acido subletal resulta em alteragBes nas caracteristicas de
viruléncia de patdgenos veiculados por alimentos e se constitui uma preocupacao
importante entre microbiologistas de alimentos, processadores de alimentos e
legisladores (THERON; LUES, 2007; PEREZ et al., 2011; MAKARITI et al.,
2015).

2.7 Quorum sensing

O quorum sensing (QS) caracteriza-se por ser um sistema de comunicagéo
intra e interespécies de microrganismos, baseado na emissdo de estimulos e
respostas dependentes da densidade populacional. Este tipo de interacdo reflete o
comportamento dos microrganismos, demonstrando a capacidade de habitar
ambientes diversos, captar as informacfes de seu meio, comunicar-se com
diferentes espécies, monitorar sua densidade populacional e, principalmente,
regular a sua expressdo g@énica, controlando processos celulares como a
esporulacdo, a formacdo de biofilmes, a expressdo de fatores de viruléncia, a
producdo de bactericidas e antibidticos e a bioluminescéncia (SOLA et al., 2012).
Trata-se de um mecanismo de sinalizacdo célula-a-célula envolvendo a producao,
liberacdo e deteccdo de compostos semelhantes a hormdnios chamados de auto-
indutores (Al) (SPERANDIO et al., 2001). A detecgdo dos auto-indutores
liberados em uma populacdo bacteriana permite que as bactérias executem
coletivamente comportamentos especificos. Nas bactérias Gram-negativas, 0s
auto-indutores sdo frequentemente produzidos a partir de S-adenosilmetionina
(PAPENFORT; BASSLER, 2016).

Segundo Sola et al. (2012), as moléculas sinalizadoras envolvidas no
mecanismo de QS podem ser agrupadas em quatro tipos:
(1)  Autoindutor 1 (Al-1): sdo moléculas derivadas de acidos graxos que
possuem estrutura de N-acil homoserinas lactonas (AHLs). Sdo utilizadas por
bactérias Gram negativas no mecanismo de comunicagao intraespecies.
(2)  Autoindutor 2 (Al-2): utilizado por bactérias Gram positivas e Gram
negativas para comunicacio intra e interespécie. E produzido pelo diéster borato

de furanosilo.
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(3)  Autoindutor 3 (Al-3): é produzido somente por bactérias entéricas.
(4)  Aminoéacidos e pequenos peptideos utilizados por bactérias Gram positivas
na comunicacao intraespécies.

O Al-3 é inibido pelos antagonistas dos receptores adrenérgicos. Além disto,
ja foi demostrado que as catecolaminas induzem a mesma expressao génica de
viruléncia em Escherichia coli entero-hemorragica. Desta forma, sugere-se que 0
Al-3 possua uma estrutura similar as catecolaminas. Ou seja, a presenca de
epinefrina/norepinefrina também pode servir como um sinal de QS (SPERANDIO
et al., 2003).

Os moduladores sintéticos de deteccdo de quorum sdao moléculas que
agonizam ou antagonizam o QS e estdo sendo desenvolvidos como
medicamentos anti-viruléncia. Diferentemente dos antimicrobianos tradicionais,
0s moduladores do QS n&o afetam o crescimento de bactérias patogénicas, mas
interrompem seus programas de viruléncia (PAPENFORT; BASSLER, 2016).

2.8 Biofilmes

Biofilmes sdo definidos como uma comunidade microbiana séssil formada
por células que estdo aderidas entre si e a um substrato inerte ou vivo e estdo
embebidas em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS)
(DONLAN; COSTERTON, 2002). Os principais componentes da matriz
extracelular s&o a curli e a celulose. A fimbria curli esta relacionada com a adeséo
as superficies, com a agregacao celular e com a producéo de biofilmes (ROMLING,
2005). A producdo de celulose esta associada a adesdo em superficies abidticas e
ao aumento da resisténcia, além de conferir a bactéria a capacidade de interacéo
célula-célula (ROMLING et al., 2000; ROMLING, 2007).

A formacdo do biofilme comega com a adesdo inicial das bactérias
planctdnicas, de vida livre, a uma superficie bidtica ou abidtica que contenha
substrato necessario para o desenvolvimento bacteriano. Esta primeira adesdo é
reversivel e € mantida por interacdes fisico-quimicas ndo especificas, constituindo
o alicerce para o crescimento bacteriano (estagio ). A fase de adesdo consiste na
maturagdo do estagio reversivel para o irreversivel. As bactérias passam a secretar
substancias que serdo responsaveis pela manutencéo da adesdo e da camada que
envolve o biofilme. Nesta fase ha o inicio da formag&o de micro coldnias na matriz

de EPS e do desenvolvimento da arquitetura do biofilme maduro (estagio I1). Os
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biofilmes maduros apresentam estrutura semelhante a cogumelos, que séo envoltos
por diversas substancias, principalmente agucares, e rodeados por poros e canais de
agua que funcionam como um sistema de troca de nutrientes, oxigénio e metabdlitos
que precisam ser secretados para fora do biofilme (estagios Il e 1V). A Gltima fase
da formacéo do biofilme ocorre quando o ambiente ndo é mais favoravel a sua
manutencdo, e consiste no destacamento do biofilme maduro em forma de
agregados celulares ou células plancténicas. Depois de desprendidas, as bactérias
livres podem colonizar novos ambientes, reiniciando a formacdo de um novo
biofilme (estagio V) (BOARI et al., 2009; HIGA, 2018).

O processo de formacao de biofilme depende da interacdo entre as células
bacterianas e a superficie de adesao e das condi¢cdes do ambiente onde a bactéria se
encontra (VAN HOUDT & MICHIELS, 2010; CAMPOCCIA et al.,, 2013;
CAPPITELLI etal., 2014; WHITEHEAD & VERRAN, 2015). Fatores como o pH,
temperatura, osmolaridade, niveis de oxigénio, composicdo de nutrientes e presenca
de outras bactérias influenciam a formacdo do biofilme e o padrdo de
comportamento da bactéria no desenvolvimento destas estruturas (GIAOURIS et
al., 2012).

Os biofilmes favorecem a sobrevivéncia bacteriana em ambientes hostis,
como em abatedouros e em industrias processadoras de alimentos. A formacao
destas estruturas nestes ambientes cria fontes persistentes de contaminacdo do
produto, levando a sérios problemas de higiene e também, a perdas econdmicas
devido a deterioracdo dos alimentos (BROOKS; FLINT, 2008). Além disto, sdo
considerados um grande problema em saude publica, pois a ruptura destas
estruturas pode provocar a liberacdo de microrganismos patogénicos e,
consequentemente, a contaminacdo dos produtos (COSTERTON et al., 1995;
HUNG & HENDERSON, 2009).

A formacdo de biofilme aumenta a capacidade de bactérias patogénicas,
como Salmonella, de sobreviver a fatores de estresses que s@&o comumente
encontrados na industria processadora de alimentos e/ou durante a infec¢do do
hospedeiro (GIAOURIS et al., 2013). Estudos demonstraram que Salmonella pode
facilmente se aderir e formar biofilmes em vérias superficies de contato com
alimentos, como aco inoxidavel, plastico e borracha (GIAOURIS et al., 2012). As
bactérias presentes nestas estruturas tendem a exibir um fenotipo alterado em
relacdo a taxa de crescimento e a transcricdo de genes (DONLAN; COSTERTON,
2002).
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2.9 Genes associados a formacéo de biofilme

Curli e celulose sdo os dois principais componentes da matriz extracelular
de um biofilme (ROMLING, 2005). A fimbria curli, codificada por csgBAC-
csgDEFG, é importante nos processos de colonizacao, persisténcia, motilidade e
invasdo da célula hospedeira (BARNHART; CHAPMAN, 2006). A producéo das
fimbrias é regulada pelo gene csgD (anteriormente conhecido como agfD), que
também atua indiretamente no gene adrA, a fim de regular a producéo de celulose
(ROMLING, 2002; ZAKIKHANY et al., 2010; MILAN; TIMM, 2015). O efeito
do gene csgD na producao de celulose ocorre através da ativacao da transcricdo de
adrA, a qual gera um ativador alostérico da sintese de celulose (ZOGAJ et al.,
2001). A expresséo de curli e de celulose depende da proteina CsgD, um regulador
transcricional da superfamilia luxR, que ativa a transcrigdo dos operons csgBAC e
csgDEFG (ROMLING et al., 2000). O gene csgD € considerado um regulador
chave que modula a expressao de um conjunto de genes envolvidos na adaptacéo
celular fisiologica para a manutencao do biofilme (GERSTEL et al., 2003; MILAN;
TIMM, 2015).

As moléculas de sinal de acil homoserina lactona (AHL) acumulam-se no
ambiente extracelular, e uma vez atingido um limiar critico, a transcricdo génica é
afetada pela familia luxR (HALATSI et al., 2006). A proteina SidA de Salmonella
detecta e responde a sinais gerados apenas por outras espécies microbianas
(HALATSI et al., 2006). Outro regulador muito importante da patogenicidade e da
viruléncia de Salmonella € a capacidade de deteccdo do QS (SCHMIDT; HENSEL,
2004). O mecanismo exato ainda ndo esta esclarecido, pois o gene sdiA € o primeiro
exemplo de um receptor bacteriano que detecta exclusivamente os sinais AHLs de
outras espécies microbianas (HALATSI et al., 2006).

A expressdo dos genes envolvidos € necessaria para a formacao e maturacao
do biofilme, podendo ser considerada um ponto de controle na sua producdo. Este
controle ocorre em Salmonella através da regulacéo da producdo dos constituintes
principais da matriz extracelular e do controle da transicdo entre células
planctdnicas e células com comportamento multicelulares diferenciados
(GERSTEL; ROMLING, 2001).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de execucéao

O experimento foi realizado no Centro de Diagndstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGYS), localizado em Porto Alegre, RS.

3.2 Isolados de Salmonella Heidelberg

Foram utilizadas 20 cepas de Salmonella Heidelberg (SH) isoladas de fontes
avicolas. Os isolados pertencem a bacterioteca do CDPA e estavam conservados a
-20°C em caldo cérebro-coracdo (Brain Heart Infusion Broth - BHI, Oxoid;
Basingstoke, Reino Unido) suplementado com glicerol na proporcdo de 3:1. Uma
caracterizacdo antigénica completa e identificacdo sorovar foram realizadas pelo
Laboratorio de Patdgenos Entéricos da Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz,
Rio de Janeiro, Brasil) e Laboratério Porto Belo (Porto Alegre, Brasil). A descrigdo
dos isolados quanto ao ano e a fonte de isolamento variam conforme descrito no
APENDICE A.

3.3 Reativacéo das cepas de Salmonella

As cepas foram reativadas em caldo BHI (Oxoid; Basingstoke, Reino
Unido) e incubadas a 37°C por 24h. Apds a incubacdo, 100 pL do caldo BHI foram
transferidos para 10 mL de caldo Rapapport-Vassiliadis (RV — Difco; Le Pont
Claix, Franca) e incubados a 42°C por 24h. O material foi semeado em agar Verde
Brilhante (BGA - Difco, Le Pont Claix, Franc¢a) e incubado a 37°C por 24h. A partir
do crescimento em &gar BGA, foi selecionada uma coldnia compativel com
Salmonella para a realizacdo de testes bioquimicos preliminares, conforme a
metodologia descrita na Portaria niUmero 126, de 03 de novembro de 1995 do
Ministério da Agricultura e Pecuéria (BRASIL, 1995). Apés a confirmacdo nos
testes bioquimicos, foi preparado um novo estoque da cepa. Uma coldnia foi

repicada em caldo BHI, seguido de incubacdo em estufa a 37°C por 24h. Apos, foi
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feita a semeadura em &gar nutriente ndo seletivo (Himedia; India), seguida de

incubacdo em estufa a 37°C por 24h. O material foi estocado sob refrigeracéo.

3.4 Experimento 1 - Avaliacdo do crescimento bacteriano apds estimulo com

catecolamina e com meio acidificado

3.4.1 Preparo do inoculo

As cepas estocadas foram reativadas em caldo BHI e incubadas a 37°C por
24h. Apos, foi feita a semeadura em &gar desoxicolato-lisina-xilose (Xylose Lysine
Deoxycholate — XLD — Oxoid; Cambridge, Reino Unido) seguida de incubacao a
37°C por 24h. Trés coldnias caracteristicas foram selecionadas para inoculacéo em
caldo BHI e posterior incubagdo a 37°C por 3h para atingir uma concentracéo
aproximada de 10° UFC/mL (HILLER, 2017). A partir deste inéculo foi feita uma
diluicdo seriada até 10> UFC/mL. Ap6s, 1 mL da concentracgéo final do indculo foi

separada para o preparo dos tratamentos.

3.4.2 Preparo da solucéo estoque de norepinefrina (NOR)

Para o teste de avaliacdo do crescimento bacteriano, utilizou-se
norepinefrina ((£)-Norepinephrine (+)-bitartrate, salt, A0937-Sigma-Aldrich; St.
Louis, Estados Unidos) em duas concentracfes: 100 uM e 250 uM. Inicialmente
foi preparada uma solucdo estoque a uma concentracdo de 5mM (FREESTONE et
al., 1999). A reconstituicdo foi feita com agua destilada estéril, e a esterilizacdo foi
realizada com filtro de 0,22um (K18-230 — Kasvi; Sao José dos Pinhais, Brasil). A

partir desta solucdo, foram obtidas as concentracdes do trabalho.

3.4.3 Preparo do caldo RPMI acidificado

Para obtencdo do caldo RPMI acidificado, o meio foi preparado conforme
recomendacdes do fabricante, seguido da adi¢do de 2 mL de acido cloridrico (HCI).
Desta forma, o pH do caldo RPMI foi reduzido de 7 para 3 (LIANOU et al., 2017),
conforme afericdo em pHmetro (PHTEK; Brasil). A esterilizacdo do caldo foi
realizada com filtro de 0,22um (K18-230, Kasvi, Brasil).
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3.4.4 Avaliacdo do crescimento bacteriano

A avaliagéo do crescimento bacteriano foi feita em caldo RPMI (Sigma-
Aldrich; Alemanha) em quatro tratamentos: (1) caldo RPMI; (2) caldo RPMI +
norepinefrina (100 uM); (3) caldo RPMI + norepinefrina (250 uM); (4) caldo RPMI
acidificado. Para a realizagdo dos testes, foi adicionado o indculo a cada um dos
tratamentos e foi feita a incubagdo a 37°C por 16h, exceto para o tratamento 4, no
qual o periodo de incubacao foi de 4h (LIANOU et al., 2017). Cada tratamento foi
testado em duas temperaturas: 12°C+1°C e 25°C+1°C.

Foram inoculados 200uL do indculo tratado e incubado, em triplicata, em
microplacas de poliestireno de 96 pocos com fundo chato (K12-096-Kasvi; Sé&o
José dos Pinhais, Brasil). Como controle positivo foi utilizado uma cepa de
Salmonella Enteritidis pertencente a bacterioteca do CDPA, e como controle
negativo utilizou-se o caldo RPMI estéril. Foi realizada a leitura da densidade dptica
(OD) no leitor de ELISA (ELX800-Biotek; Winooski, Estados Unidos).

3.5 Experimento 2 - Avaliacdo da adesdo bacteriana e da capacidade de
formacdo de biofilme apo6s estimulo com catecolamina e com meio

acidificado

3.5.1 Preparo do in6culo

As cepas estocadas foram reativadas em 3 mL de BHI e incubadas a 37°C
por 24h. Apds, foram semeadas em &gar tripticase de soja sem glicose (Trypticase
Soy Agar — TSA — Oxoid; Basingstoke, Reino Unido) e incubados a 37°C por 24h.
A partir do TSA, as cepas foram inoculadas em 3 mL de caldo tripticase de soja
sem glicose (TSB — Becton, Dickinson e Company -BD, Franklin Lakes, Estados
Unidos) e incubadas a 37°C por 24h. Apos, foi feita a diluicdo do caldo TSB
cultivado em caldo TSB néo inoculado até se obter a concentracdo correspondente
a 1 na escala nefelométrica de Mc Farland. Foi feita a leitura em espectofotémetro
(SP-22-Biospectro; Curitiba, Brasil) e obteve-se leituras em um intervalo de 0,224
a 0,300 no comprimento de onda de 620 nm.
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3.5.2 Preparo da solugéo estoque de norepinefrina

Para o teste de avaliacdo da adesdo bacteriana, utilizou-se norepinefrina
((£)-Norepinephrine (+)-bitartrate, salt, A0937, Sigma-Aldrich; St. Louis, Estados
Unidos) em duas concentragdes: 100 uM e 250 uM. Inicialmente foi preparada uma
solucdo estoque a uma concentracdo de 5mM (FREESTONE et al., 1999). A
reconstituicdo foi feita com agua destilada estéril, e a esterilizacéo foi realizada com
filtro de 0,22um (K18-230 - Kasvi, S&o José dos Pinhais, Brasil). A partir desta
solugéo, foram obtidas as concentrac¢des do trabalho.

3.5.3 Preparo do caldo TSB acidificado

Para obtencdo do caldo TSB acidificado, o0 meio foi preparado conforme
recomendacdes do fabricante, sequido da adi¢do de 1 mL de acido cloridrico (HCI).
Desta forma, o pH do caldo TSB foi reduzido de 7 para 3 (LIANOU et al., 2017),
conforme afericdo em pHmetro (PHTEK; Brasil). A esterilizacdo do caldo foi

realizada com filtro de 0,22 um (K18-230 — Kasvi; Sao José dos Pinhais, Brasil).

3.5.4 Avaliacdo da adesdo bacteriana

A avaliacdo da adesdo bacteriana foi em caldo TSB em quatro tratamentos:
(1) caldo TSB; (2) caldo TSB + norepinefrina (100 pM); (3) caldo TSB +
norepinefrina (250 puM); (4) caldo TSB acidificado. Para o preparo do in6culo a
cada um dos tratamentos foi feita a incubacdo a 37°C por 16h, exceto para o
tratamento 4, no qual o periodo de incubacdo foi de 4h (LIANOU et al., 2017).

A metodologia utilizada para avaliagdo da adesdo bacteriana em
microplacas de poliestireno foi adaptada a partir da técnica descrita por Stepanovic
et al. (2007). Foram inoculados 200uL do in6culo tratado e incubado, em triplicata,
em microplacas de poliestireno de 96 pocos com fundo chato (K12-096-Kasvi; Sdo
José dos Pinhais, Brasil). Como controle positivo foi utilizado uma cepa de
Salmonella Enteritidis pertencente a bacterioteca do CDPA, e como controle
negativo utilizou-se o caldo TSB sem glicose. Quatro microlitros de norepinefrina
100 mM e dez microlitros de norepinefrina a 250 mM foram adicionados de acordo
com o respectivo tratamento. As placas foram cobertas e incubadas aerobicamente
por 24 horas a 12°C+1°C e 25°C+1°C.
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Ap0s o periodo de incubacdo, realizou-se a remoc¢éo do contetudo de todos
0s pogos. Em seguida realizou-se a lavagem da placa com 250uL de solucéo salina
0,9% esteéril por trés vezes. A placa foi levemente seca. Para fixacdo das células
bacterianas foi adicionado de 200pL de metanol (Nuclear; Diadema, Brasil) em
cada pogo por 20 minutos. Apds, foi feita a remogdo do metanol e a secagem das
placas. Realizou-se o processo de coloracdo das placas com 200uL de solucéo de
cristal violeta de Hucker 2% (MediQuimica; Brasil) durante 15 minutos. Logo, foi
feita a lavagem das placas com &gua corrente até que todo corante fosse removido
da placa. Com a placa seca, foram adicionados 200 L de acido acético glacial 33%
(Exodo Cientifica; Sumaré, Brasil). A medida de densidade 6ptica foi realizada em
leitor de ELISA (ELX800-Biotek; Winooski, Estados Unidos) utilizando-se um
filtro no comprimento de onda de 550 nm. A OD de cada cepa foi obtida a partir da
média aritmética dos respectivos trés pocos.

3.5.5 Avaliacdo da formacéo de biofilme

Para avaliar a capacidade de formacéo de biofilme das cepas, utilizou-se a
OD final. As cepas foram classificadas quanto a sua capacidade de formar biofilme
conforme descrito por Stepanovic et al. (2007). O ponto de corte para o teste foi
definido como trés desvios padrdo acima da média do controle negativo (ODn).; 0
valor de absorbancia de cada amostra (OD.) média aritmética dos valores de 3 pogos
para cada amostra. As cepas foram classificadas como nao aderentes (ODa < ODp)
ou aderentes (ODn > ODa).

3.6 Experimento 3 - Pesquisa de genes associados a formacéo de biofilmes

O DNA das cepas de S. Heidelberg foi obtido através de termo-extracao,
conforme a metodologia descrita por Borsoi et al. (2009). A Tabela 1 apresenta 0s
genes pesquisados, as sequéncias dos primers utilizados (Ludwig Biotecnologia
Ltda, Brasil), o tamanho dos amplicons e os trabalhos que serviram de referéncias

para a obtencao dos primers.
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Tabela 1 - Genes, sequéncias de primers utilizadas, tamanho dos amplicons (pb) e

trabalhos de referéncia para obtencdo das sequéncias dos primers.

Gene Sequéncia dos Primes Tamanho do Referéncia
Amplicon (pb)

csgD F: TGCGGACTCGGTGCTGTTGT Oliveira et
R: CAGGAACACGTGGTCAGCGG 123pb al. (2014)

adrA  F: GGGCGGCGAAAGCCCTTGAT Oliveira et
R: GCCCATCAGCGCGATCCACA 92pb al. (2014)

sidA F: AATATCGCTTCGTACCAC Halatsi et
R: GTAGGTAAACGAGGAGCA G 274pb al. (2016)

Como controle positivo, foi utilizada uma cepa de Salmonella Enteritidis

(ATCC 13076) e uma cepa de Salmonella Typhimurium (ATCC 14028). Como

controle negativo foi utilizada uma reagdo composta somente pelo mix de reagentes

(sem a adicdo de DNA).

A Tabela 2 apresenta as concentraces dos reagentes do mix, as condi¢cdes

do termiciclador e 0o nimero de ciclos de cada reagdo. Os protocolos foram
adaptados a partir dos trabalhos anteriores (HALATSI et al., 2016; OLIVEIRA et

al., 2014).
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Tabela 2 - Pesquisa de genes associados a formacéo de biofilme através da técnica
de PCR: concentracBes dos reagentes do mix, condi¢fes e numero de ciclos do

termociclador.

Protocolo  ConcentracGes dos reagentes do Condigdes do Numero
mix termociclador de ciclos
2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs 94°C — 30seg.
csgD (2,5mM), 1pL cada primer 60°C — 30seg.
(20pmol), 5U Taq Polimerase, 72°C — 30seg. 35

1,54L MgCly, 2uL DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs 94°C — 30seg.
adrA (2,5mM), 1uL cada primer 60°C — 30seg.
(20pmol), 5U Tag Polimerase, 72°C — 30seg. 35
1,5uL MgCl,, 2uL DNA

sidA 2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs 94°C — 30seg.
(2mM), 1L cada primer 52°C — 40seg.
(25pmol), 1U Tag Polimerase, 72°C — 30seg.

1,5uL MgCl,, 2uL DNA

30

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Thermal
Cycler-2720-Applied Biosystems; Foster City, Estados Unidos). Apds a
amplificagéo, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etideo. A andlise dos produtos amplificados foi feita através da
visualizacdo das bandas correspondentes em transluminador de luz ultravioleta
MacroVue (Pharmacia LKB Biotechnologies; Uppsala, Suécia) e da
fotodocumentacéo digital (Alpha Innotech; San Leandro, Estados Unidos).

3.7 Anadlise estatistica

A andlise estatistica descritiva foi empregada para resumir os dados de cada
tratamento, conforme o valor de absorbéncia das cepas. A comparagdo das medias
de absorbéncia de acordo com o tratamento foi realizada através da analise de

variancia (ANOVA), seguida do teste de comparacdo multipla de medias de
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Bonferroni. O programa PASW Statistics 18 (IBM, Hong Kong) foi utilizado para
as andlises, adotando como referéncia o nivel de significancia de 5%.

Conforme a classificacdo de Stepanovic et al. (2007), o ponto de corte para
o teste foi definido como trés desvios padrdo acima da média do controle negativo
(ODn).; 0 valor de absorbancia de cada amostra (OD.) média aritmética dos valores
de 3 pocos para cada amostra. As cepas foram classificadas como ndo aderentes
(ODa < ODn) ou aderentes (ODy > ODs).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do crescimento bacteriano apds estimulo com catecolaminas e

com meio acidificado

Na Tabela 3 estdo descritas as médias e os desvios-padrdo da densidade
Optica obtida para cada tratamento para avaliagdo do crescimento de S. Heidelberg
a 12°C e a 25°C.

Tabela 3 — Médias e desvios-padrdo da densidade Optica para avaliacdo do

crescimento de S. Heidelberg a 12°C e a 25°C submetidas a diferentes tratamentos.

Tratamento Médias + Desvio-padrdo  Médias + Desvio-padrao
(12°C) (25°C)
RPMI 0,181230 + 0,092545%4 0,44871 + 0,04287%8
NOR 100uM 0,181438 + 0,108368%* 0,44356 + 0,004394%8
NOR 250uM 0,182035 + 0,112326%4 0,43143 + 0,04789"B
RPMI Acidificado 0,070310 + 0,027227>A 0,07295 + 0,03401°4
Legenda:

Norepinefrina (NOR).

Letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatistica
(p<0,05) entre os tratamentos, dentro da mesma temperatura.

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca estatistica (p<0,05)
entre as temperaturas, dentro do mesmo tratamento.

Quando a temperatura de incubacao foi de 12°C, ndo se observou diferenca
significativa (p>0,05) no crescimento bacteriano apds o estimulo com
catecolaminas, independentemente da concentracgdo utilizada. A 25°C, o tratamento
com 250uM de norepinefrina apresentou significativamente (p<0,05) um menor
crescimento bacteriano em relacdo ao estimulo com a menor concentracdo e ao
tratamento contendo apenas o caldo RPMI. O estimulo com meio de cultura
acidificado resultou em um menor crescimento de S. Heidelberg em relagdo aos
demais tratamentos, independentemente da temperatura avaliada.

Comparando-se a influéncia da temperatura dentro de um mesmo
tratamento, observou-se significativamente (p<0,05) maior crescimento bacteriano

a 25°C para as duas concentracgdes de norepinefrina e para 0 meio contendo apenas
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RPMI. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre as temperaturas para o

tratamento com o meio acidificado.

4.2 Avaliacdo da adesdo bacteriana e da capacidade de formacao de biofilme

apos estimulo com catecolaminas e com meio acido

Na Tabela 4 estdo descritas as médias e os desvios-padrdo da densidade
Optica obtida para cada tratamento para avaliacdo da adesao de S. Heidelberg a 12°C
e a25°C.

Tabela 4 — Médias e desvios-padrdo da densidade dptica para avaliacdo da adesdo
bacteriana por cepas de S. Heidelberg a 12°C e a 25°C submetidas a diferentes

tratamentos.
Tratamento Médias = Desvio-padrao Médias = Desvio-padrao
(12°C) (25°C)
TSB 0,15855 * 0,003566*4 0,17810 + 0,0793128
NOR 100uM 0,15380 + 0,004864%4 0,17535 + 0,00996 724
NOR 250uM 0,15275 + 0,004613*4 0,17835 + 0,10881%"
TSB Acidificado 0,19600 + 0,07029>4 0,28125 + 0,11235"B
Legenda:

Norepinefrina (NOR).

Letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatistica
(p<0,05) entre os tratamentos, dentro da mesma temperatura.

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca estatistica (p<0,05)
entre as temperaturas, dentro do mesmo tratamento.

Independentemente da temperatura de incubacdo e da concentracdo de
norepinefrina, ndo se observou diferenca significativa (p>0,05) na capacidade de
adesdo apds o estimulo. Entretanto, ap6s o estimulo com meio de cultura
acidificado, observou-se uma maior adesdo bacteriana nas duas temperaturas
avaliadas. Comparando-se a influéncia da temperatura de um mesmo tratamento,
observou-se significativamente (p<0,05) maior adeséo bacteriana a 25°C para todos
0s tratamentos, exceto para aquele com estimulo com 100uM norepinefrina.

Na Tabela 5 estdo descritas as frequéncias absolutas e relativas das cepas
que foram caracterizadas como produtoras de biofilmes nas temperaturas de 12°C

e 25°C para os diferentes tratamentos.
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Tabela 5 - Frequéncias absolutas e relativas das cepas produtoras de biofilmes a

12°C e a 25°C submetidos a diferentes tratamentos (n=20).

Tratamento Cepas produtoras a 12°C Cepas produtoras a 25°C
(%) (%)
TSB 0 6 (30)
NORA 100puM 0 1(5)
NORA 250 uM 0 1(5)
TSB acidificado 14 (70) 6 (30)
Legenda:

Norepinefrina (NOR).

Né&o foram observadas cepas formadoras de biofilme a 12°C, com ou sem 0
estimulo com norepinefrina. Entretanto, o meio acidificado aumentou o nimero de
cepas que formaram biofilme. A 25°C, apenas uma cepa formou biofilme ap6s o
estimulo com a norepinefrina. 30% das cepas formaram biofilme sem nenhum

estimulo ou com o estimulo de meio acidificado.

4.3 Pesquisa de genes associados a formacéao de biofilme

Foram detectados trés perfis de genes (adrA, csgD e sidA) nas cepas
analisadas. O gene adrA esteve presente em todas as amostras avaliadas, sidA em
95% (19/20) e csgD em 55% (11/20) conforme mostra no APENDICE A.
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5. DISCUSSAO

Para avaliar a influéncia das catecolaminas no crescimento de S. Heidelberg,
as cepas foram submetidas a estimulos com duas concentra¢des (100 UM e 250 puM)
de norepinefrina em caldo RPMI. O RPMI é um caldo de baixa disponibilidade de
nutrientes, incluindo ferro, e € usado para imitar o ambiente encontrado por
bactérias no hospedeiro (LYTE et al., 2011). As catecolaminas compartilham uma
similaridade da estrutura quimica com grupos de sider6foros bacterianos,
favorecendo a absorcdo de ferro em ambientes pobres em nutrientes, como o
intestino do hospedeiro (KINNEY et al., 2000; LYTE et al., 2011). A capacidade
da norepinefrina de ativar o crescimento em meios ricos em nutrientes tem sido
associada com a ligacdo da norepinefrina ao ferro férrico complexado com
lactoferrina e transferrina e sua reducao para Fe (Il), para o qual as proteinas tém
uma afinidade mais baixa (SANDRINI et al., 2010). Entretanto, ndo se observou
aumento no crescimento bacteriano apds estimulacdo com norepinefrina. Nao ha
estudos que avaliem a influéncia dessas substancias no crescimento desse sorotipo
especifico. A 12°C o crescimento de ambas as concentracdes foi semelhante ao
crescimento no meio de cultura sem adicdo de norepinefrina. A 25°C, a maior
concentracédo deste hormonio reduziu significativamente o crescimento bacteriano.

Segundo Lyte & Ernst (1992) e Freestone et al. (2002) as respostas
bacterianas aos hormonios do estresse das catecolaminas sdo marcadamente
dependentes da concentracdo. Quanto menor o indculo bacteriano, mais responsiva
a bactéria é a catecolamina (FREESTONE et al., 2007; LYTE et al., 2011). A
concentragéo de indculo utilizada no presente estudo (102 UFC/mL) é considerada
baixa para Freestone et al. (2007). O efeito do crescimento dose-resposta das
catecolaminas tanto para a Yersinia enterocolitica quanto para a Escherichia coli
0157: H7 mostra que, em uma base dependente da concentracdo, a exposi¢do a
norepinefrina tinha a habilidade mais potente entre as catecolaminas para estimular
0 crescimento bacteriano (FREESTONE et al., 2007). As catecolaminas podem
atuar de uma maneira sinérgica de promover o crescimento bacteriano. E. coli
0157: H7 e S. enterica sdo capazes de responder a epinefrina, a densidades
populacionais muito baixas, que s@o reflexo do impacto bacteriano que
provavelmente estdo presentes nos estagios iniciais de uma infeccéo, existe uma

ordem de preferéncia de catecolaminas, em respostas ao crescimento a
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norepinefrina e a dopamina sendo pelo menos um log maior que as epinefrina (P <
0,0001). (FREESTONE et al., 2002).

Diferentemente do encontrado no presente estudo, dados da literatura
demonstram que as catecolaminas aumentam o crescimento de diversas espéecies de
bactérias Gram negativas. As concentracfes de norepinefrina que foram utilizadas
no presente estudo estdo de acordo com aquelas usualmente utilizadas por outros
pesquisadores (CONCEICAO et al, 2015; FREESTONE et al., 2007;
O'DONNELL et al., 2006). Estudos preliminares indicaram que 0 uso de
concentragdes mais elevadas de norepinefrina (500 puM) resulta em menor
crescimento bacteriano a 25°C (dados ndo mostrados). Esta informagdo também
pode justificar o menor crescimento bacteriano apos estimulacdo com norepinefrina
a 250 pM.

A formacdo de biofilmes por Salmonella spp. é uma grande preocupacao
para a industria de alimentos, devido a permanéncia das bactérias nas superficies,
oferecendo um constante risco de contaminacdo do produto final (ZIECH et al.,
2014). Por esta razdo, os estudos que avaliam a capacidade de adesdo de
microrganismos patogénicos em superficies utilizadas na inddstria de alimentos
oferecem subsidios importantes aos profissionais que atuam na area. Neste
contexto, além de avaliar a influéncia das catecolaminas no crescimento de S.
Heidelberg, o presente estudo também avaliou a influéncia destes tratamentos na
capacidade de adeséo das cepas. A metodologia adaptada a partir do trabalho de
Stepanovic et al. (2007) permitiu avaliar a adesdo bacteriana das cepas estudadas.
A utilizacdo do caldo TSB sem glicose € justificada pelo fato de este ser um meio
de cultura pobre em nutrientes, condicdo que favorece a adesdo bacteriana
(RODRIGUES et al., 2009). As microplacas de poliestireno foram selecionadas
como o objetivo de mimetizar alguns dos materiais utilizados na indistria de
alimentos (PIRAS et al., 2015), além de serem eficientes para a avaliacdo dos
objetivos propostos.

Estudos tém demonstrado que a norepinefrina aumenta a adesdo de
microrganismos patogénicos em superficies bioticas (BANSAL et al., 2007;
EVEREST, 2007) e abitdticas (SANDRINI et al., 2014; HILLER, 2017). Entretanto,
no presente estudo ndo foram encontradas diferencas significativas na capacidade
de adesdo das cepas apds o estimulo com norepinefrina, independentemente da
temperatura de incubacéo e da concentracdo do horménio. Estes resultados diferem

do estudo realizado por Hiller (2017), no qual se observou uma maior formacéo de
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biofilme apos estimulo com norepinefrina a uma concentracdo de 100uM, quando
a temperatura de incubacédo foi de 12°C. Entretanto, é importante ressaltar que o
estudo de Hiller (2017) foi realizado com cepas de S. Enteritidis, sorovar diferente
do sorovar testado no presente trabalho. Borges et al. (2018) j& demonstraram que
0 sorovar pode influenciar parcialmente a producdo de biofilme. Desta forma, a
diferenca dos sorovares avaliados poderia justificar as variaces encontradas entre
os dois estudos.

Patégenos entéricos estdo expostos a diversas condi¢Bes estressantes
durante seu ciclo de vida no hospedeiro: pH &cido do estbmago, atividade dos sais
biliares, reducdo na concentracdo de oxigénio e presenca de flora microbiana
competidora (EVEREST, 2007). Tem sido demonstrado que as cepas de S.
Enteritidis, quando submetidas a um ambiente &cido e frio durante o processamento,
apresentam maior resisténcia a baixo pH, aumentando a capacidade de sobreviver
a barreira gastrica em humanos (SILVA et al., 2016). A sobrevivéncia em um
ambiente de pH acido, como no estdmago apoés a ingestdo, e dentro dos fagossomas
e fagolisossomos das células epiteliais intestinais, € importante para o
desenvolvimento de doencas pelos patdgenos gastrointestinais (VARSAKI et al.,
2015). A exposicdo da bactéria a condicdes levemente acidas ou alcalinas pode
conferir maior resisténcia a condicdes letais e, assim, resultar em um aumento do
risco de doengas transmitidas por alimentos (YANG et al., 2014). Neste contexto,
além do estimulo com catecolaminas, o crescimento e a adeséo bacteriana também
foram avaliados sob condi¢es de estresse em meio acidificado (pH 3). Um menor
crescimento significativo de S. Heidelberg foi observado no tratamento com meio
acidificado, independentemente da temperatura de incubacdo. Como as cepas
avaliadas ndo foram pré-expostas a condi¢des de &cido subletal, esse resultado era
esperado, uma vez que as condi¢cdes acidas tendem a reduzir o crescimento ou
mesmo causar a morte bacteriana (TORTORA et al., 2017). Por outro lado, a adesédo
de S. Heidelberg foi significativamente maior no grupo tratado com meio
acidificado, independente da temperatura de incubacao. O uso do meio acidificado
resultou em 70% das cepas formadoras de biofilme a 12°C e 30% a 25°C. Estudos
publicados anteriormente apresentam dados conflitantes sobre a influéncia do pH
acido do meio na capacidade de formacgdo de biofilmes. Segundo Nguyen et al.
(2014), condicGes de pH baixo diminuem a taxa de formacdo de biofilme,
influenciando principalmente a adeséo inicial das bactérias. Em contraste, Costa et

al. (2014) observaram uma alta capacidade de adesdo sob condic¢6es de pH &cido,
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demostrando que condi¢des de estresse para células bacterianas tendem a favorecer
uma maior formacéo de biofilme.

A 12°C ndo se observou formacdo de biofilme apds o estimulo com
norepinefrina, independentemente da concentracdo. A 25°C, apenas uma cepa
produziu estas estruturas em cada uma destas concentracdes. No estudo de Hiller
(2017) com cepas de S. Enteritidis, observou-se cepas formadoras de biofilme apds
estimulo com norepinefrina a 50 M (6,7%) e a 100 uM (40%) a 12°C. Para a
temperatura de 25°C, 76,7% das cepas formaram biofilme apds estimulo com
norepinefrina a 50 UM e 83,3% a 100 uM.

Diversos fatores contribuem para a adesdo de uma bactéria a determinada
superficie e dependem nao apenas da fisiologia do microrganismo e seus fatores de
crescimento, mas também da natureza do substrato (MACEDO, 2006). Dentre estes
destacam-se: a genética, a viruléncia e a resisténcia do microrganismo; a nutricao;
a area e 0 material da superficie e a velocidade do fluxo de liquidos
(MEDONLINE,2008).

As bactérias sdo capazes de desenvolver varias respostas ao estresse sob
condigdes acidas e alcalinas. Um possivel mecanismo é que as bactérias regulam a
composicdo lipidica da membrana celular em resposta a mudanca de pH para
manter um balanco liquido-cristalino adequado. Estas mudancas na proporc¢édo de
acidos graxos saturados, insaturados e ciclicos podem afetar a fluidez da membrana
bacteriana, o que permite que os protons fluem mais rapidamente para dentro ou
para fora das células para manter a homeostase do pH (YUK; MARSHALL, 2004).
Segundo Foster (1991), S. Typhimurium tem a capacidade de sobreviver a um pH
extremamente baixo (pH 3,0 a 4,0) se primeiro for submetida a condicGes de pH de
acidez moderada ou proximo a neutralidade (pH 5,5 a 6,0). A tolerancia ao acido é
uma resposta fenotipica que se refere ao aumento da resisténcia a condicdes
extremas de pH apds adaptacdo a ambientes acidos subletais (GOODSON;
ROWBURY, 1989; FOSTER; HALL, 1990; KOUTSOUMANIS; SOFQS, 2004).
Como o pH dos produtos alimenticios pode variar significativamente dependendo
dos procedimentos de processamento e preservacdo, a investigacdo detalhada do
efeito do pH na resisténcia acida é de grande importancia (KOUTSOUMANIS;
SOFOS, 2004). O desenvolvimento da resisténcia acida ja foi descrito em um
grande numero de bactérias patogénicas, incluindo Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7 e S. Typhimurium (GOODSON; ROWBURY, 1989;
FOSTER; HALL, 1990; KROLL; PATCHETT, 1992; FOSTER, 1995;
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O'DRISCOLL et al., 1996; BEARSON et al., 1997; BROWN et al., 1997; LOU,;
YOUSEF, 1997). Segundo Bearson et al. (1997), as células crescem ativamente em
pH inicial de 7,7 e rapidamente morrem quando séo submetidas a condicdes de pH
abaixo de 4,0. Quando adaptamos estas céelulas a condigdes acidas medianas de pH
5,8, ocorre um aumento da toleréncia & acidez mais extremas, como o pH 3,0
(FOSTER, HALL, 1990). Wilmes-Riesenberg et al. (1996) examinaram culturas de
S. Typhimurium pré-adaptadas a um pH 5,8 para uma exposi¢do em pH 3,3 e
observaram que as culturas j& adaptadas resistiram mais a acidez do que as culturas
que ndo foram adaptadas.

Além do estimulo com catecolaminas e com meio acidificado, também foi
avaliada a influéncia da temperatura no crescimento e na adesdo das cepas.
Observou-se um crescimento bacteriano significativamente maior quando a
temperatura de incubacgédo foi de 25°C para todos os tratamentos, exceto para o
tratamento com meio acidificado. Estes resultados possivelmente se devem ao fato
de que o crescimento de Salmonella é maior em temperaturas mais proximas da
faixa ideal (35°C a 37°C), enquanto que em temperaturas mais baixas o crescimento
é mais lento e/ou reduzido (TORTORA et al., 2003). Similarmente, a adesdo
bacteriana foi maior quando a temperatura de incubacéo foi de 25°C para todos 0s
tratamentos, exceto para o tratamento com norepinefrina a 100 uM. Estudos
anteriores ja demonstraram a forte influéncia da temperatura na formacdo do
biofilme (OLIVEIRA et al., 2014; CABARKAPA et al., 2015; BORGES et al.,
2018). A producdo de curli e de celulose, estruturas essenciais para a formacao dos
biofilmes, é aumentada entre 25°C e 30°C (GERSTEL; ROMLING, 2003;
STEPANOVIC et al., 2003), o que faz com que a formacéo de biofilmes seja maior
nesta faixa de temperatura (OLIVEIRA et al., 2014; CABARKAPA et al., 2015).

Segundo a Instrucdo Normativa n° 210 (BRASIL, 1998), a temperatura da
sala de cortes deve ser de no maximo 12°C. Lotes positivos para Salmonella spp.
podem contaminar a planta frigorifica, pois na sala de cortes Salmonella encontra
um microambiente favoravel para a adesdo devido a presenca de residuos de
carcacas e pelo desgaste das placas de corte (ZIECH et al., 2014). No entanto,
mesmo sob condicdes térmicas desfavoraveis, foi possivel observar que as cepas de
S. Heidelberg foram capazes ndo s6 de crescer, mas também de aderir as superficies.
Embora a adesdo ndo seja suficiente para formar biofilmes, € importante notar que
os biofilmes de monoespécie, como os avaliados in vitro, sdo raros em ambientes

de manipulacdo de ambientes. A interacdo entre microrganismos de um biofilme
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multiespécie pode interferir na capacidade de adesdo de diferentes espécies
bacterianas (BURMOLLE et al., 2014; CARVLHO, 2019). A temperatura de 25°C
é uma temperatura ambiente, sendo esta encontrada na residéncia dos consumidores
e em muitos ambientes com manipulacdo dos produtos alimenticios. No presente
estudo, foi possivel encontrar cepas produtoras de biofilme a esta temperatura. A
formacgédo de biofilme por Salmonella spp. € uma grande preocupacdo para a
industria alimenticia devido a permanéncia de bactérias nas superficies, oferecendo
um risco constante de contaminagdo do produto final (ZIECH et al., 2014).

Neste estudo, observou-se alta frequéncia dos genes adrA e sidA, e menor
frequéncia para o gene csgD nas cepas de S. Heidelberg analisadas. Hiller (2017)
pesquisou 0s genes adrA e csgD em S. Enteritidis, detectando ambos em todas as
cepas avaliadas. Halasti et al. (2016) pesquisou o gene sidA em 155 sorotipos de
Salmonella spp., detectando este gene em todas as cepas avaliadas. O gene sdiA ndo
regula os sistemas de secrecdo associados a viruléncia de Salmonella, mas regula
fatores acessorios que podem contribuir para a sobrevivéncia intestinal (HALASTI
et al. 2016). Yin et al. (2018) pesquisaram 0s genes adrA, sidA e csgD, sendo que
os trés genes foram identificados em mais de 95% das cepas de Salmonella. No
presente estudo, o gene csgD apresentou uma menor frequéncia de deteccdo. Uma
das possibilidades para a diferenca destes resultados € a influéncia do sorovar, uma
vez que alguns genes estdo associados a sorovares especificos (BORGES et al.,
2019). Como principal regulador transcricional, este gene é a principal unidade de
controle e integracdo paraa formacdo de biofilme de Salmonella devido a
regulacdo da expressdo de substancias da matriz extracelular, incluindo curli e
celulose (GERSTEL; ROMLING, 2003). As bactérias com expressio de csgD
regulada positivamente sdo responsaveis por gerar a matriz extracelular e por
formar a estrutura de biofilme que envolve as bactérias que nao o expressam (LIU
et al. 2014). Freestone et al. (2008) descrevem que os perfis dos genes regulados
pelas duas catecolaminas (norepinefrina e epinefrina) séo diferentes um do outro.
Uma visdo holistica do entendimento de como o estresse altera a susceptibilidade
as infeccbes revela que as bactérias respondem ao inevitavel fluxo de
neurohormonios que ocorre durante o estresse e que elas podem ter multiplos
sistemas de resposta para o uso de catecolaminas em seu crescimento e inducgéo de
processos patogénicos.

Trabalhos avaliando a influéncia de meios acidificados e de diferentes

concentragcdes de norepinefrina no crescimento e na adesdo de S. Heidelberg de



39

origem avicola sdo de suma importancia para o setor avicola e também do ponto de
vista de saude publica, uma vez que se trata de um microrganismo com alto
potencial zoonético. Acidos organicos sdo utilizados nos abatedouros, na agua de
bebida das aves no pré abate e também nas formulagdes de racées (COLLA et al.,
2012; SANTIN et al., 2017). O uso indiscriminado dos &cidos na avicultura
industrial pode tornar cepas de salmonelas resistentes e este pode ser um fator de

manutencdo de Salmonella a campo e no abatedouro.
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6. CONCLUSOES

e A estimulacdo com norepinefrina ndo influenciou o crescimento das cepas
de Salmonella Heidelberg, independentemente da concentracdo de catecolamina e
da temperatura.

e O emprego de meio acidificado resultou em uma reducdo significativa do
crescimento de Salmonella Heidelberg em temperaturas de incubacgdo de 12°C e
25°C.

e Em relacdo a adesdo bacteriana, ndo se observou influéncia do estimulo das
catecolaminas nas cepas de Salmonella Heidelberg, independentemente da
concentracdo utilizada, para temperaturas de incubacéo de 12°C e 25°C.

e O emprego de meio acidificado resultou em um aumento significativo da
adesdo das cepas Salmonella Heidelberg em ambas as temperaturas testadas,
indicando que o meio acidificado favorece o processo de formagao de biofilme.

e Observou-se trés perfis de genes (adrA, csgD e sidA) para as cepas
analisadas, com alta frequéncia de deteccdo dos genes adrA e sidA, sendo superior

a frequéncia do gene csgD, presente em 50% das cepas avaliadas.
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APENDICE A - Isolados de Salmonella Heidelberg: identificacdo, ano, fonte de

isolamento e perfil de genes associados a formacéo de biofilme.

Amostra Fonte de isolamento Ano Gene
1 fezes 2017 adrA, sidA e csgD
2 suabe de arrasto 2017 adrA e csgD
3 fezes 2017 adrA, sidA e csgD
4 suabe de arrasto 2017 adrA, sidA e csgD
5 suabe de arrasto 2017 AdrA, sidA e csgD
6 suabe de arrasto 2017 adrA, sidA e csgD
7 fezes 2017 adrA, sidA e csgD
8 suabe de arrasto 2017 adrA, sidA e csgD
9 suabe de arrasto 2017 adrA e sidA
10 suabe de arrasto 2017 adrA, sidA e csgD
11 suabe de arrasto 2017 adrA e sidA
12 fezes 2017 adrA, sidA e csgD
13 fezes 2017 adrA e sidA
14 fezes 2017 adrA e sidA
15 suabe de arrasto 2017 adrA e sidA
16 fezes 2017 adrA e sidA
17 suabe de arrasto 2017 adrA e sidA
18 fezes 2017 adrA e sidA
19 suabe de arrasto 2017 adrA, sidA e csgD
20 suabe de arrasto 2017 adrA, sidA e csgD
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Abstract

Salmonella spp.are among the leading pathogens responsible for foodborne illnesses worldwide. Bacterial
communities use a quorum sensing (QS) system to control biofilm formation. QS is a cell-to-cell signaling
mechanism involving compounds called auto-inducers (Al). Norepinephrine utilizes the same bacterial signaling
of Al-3 and serves as a signal of QS. Acid stress is a challenge encountered by microorganisms in food
processing environments and in the gastrointestinal tracts of hosts. Thus, adaptation to acidic environments may
increase the pathogenicity of the strain. The aim of this study was to evaluate the influence of two
concentrations of norepinephrine (100 pM and 250 uM) and acidification (pH 3.0) of the medium on the growth
and adhesion of Salmonella Heidelberg strains isolated from poultry sources at 12°C and 25°C. Furthermore,
three genes associated with the biofilm formation process were detected (adrA, csgD, and sidA). Stimulation
with norepinephrine did not result in a significant increase in bacterial growth or adhesion, regardless of the
concentration and temperature. The medium acidification led to lower growth than with other treatments but
resulted in significantly higher adhesion. The adrA and sidA genes showed higher detection frequencies than
csgD. Thus, stimulation of S. Heidelberg strains with norepinephrine does not result in increased growth or
greater bacterial adhesion, but acidified medium favored theprocess of biofilm formation.

Keywords: Salmonella Heidelberg, catecholamines, adhesion, growth, media acidification
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INTRODUCTION

Salmonellosis is one of the major foodborne diseases worldwide, including Brazil [8,57]. The Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) estimate that Salmonella affects approximately 1.2 million people
each year, resulting in 23,000 hospitalizations and 450 deaths in the United States alone [12]. In the European
Union, it is the second leading cause of foodborne diseases after Campylobacter spp. [20]. Salmonella spp.
infections were responsible for more than 30% of all foodborne disease outbreaks that occurred in Brazil
between 2000 and 2017 [8]. Poultry products are the main source of Salmonella contamination [13].
AmongSalmonella serotypes, SalmonellaHeidelberg has been cited as one of the most frequent in infectious
processes in humans [14] and one of the most frequently isolated strains from birds in Brazil in recent years. Its
control is considered very difficult [19].

To survive outside the host, Salmonella strains are able to adhere to different surfaces and form
biofilms [53]. Biofilms are defined as microbial communities formed by cells that adhere to each other and to an
inert or living substrate,as well as embedded in a matrix of extracellular polymer substances [18]. The main
components of the extracellular matrix are curli fimbriae and cellulose. Curli is related to surface adhesion, cell
aggregation, and biofilm production [47]. Cellulose production is associated with adhesion to abiotic
surfaces,the increase of resistance, andthe capability of cell-cell interaction [48,49].Even if there is no
association between biofilm production and pathogenicity in vivo[46], biofilm formation increases the ability of
pathogenic bacteria to survive stressor agents that are commonly found in the food processing industry or during
host infection [29]. The formation of biofilms in food-producing plants, including poultry slaughterhouses, is a
public health problem since food contamination may occur due to the rupture of biofilms and the consequent
release of pathogens [17,35].

Communication among microorganisms that compose biofilms is essential during the process of
biofilm formation, as it may guarantee access to nutrients and the maintenance of the community. This
communication is based on the population density and leads to the emission of substances that generate stimuli
and dependent responses in a system known as quorum sensing (QS). QS systems allow the bacteria present in
biofilms to capture information from their environment, communicate with other microorganisms, monitor their
population density, and regulate their gene expression [52].

These communication systems work by secreting substances called auto-inducers. Auto-inducer 3 (Al-
3) is inhibited by adrenergic receptor antagonists. For this reason, it is suggested that it has a structure similar to

catecholamines. Thus, the presence of epinephrine or norepinephrine could serve as a sign of QS [54]. Greater
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release of hormones such as catecholamines can be triggered by stress caused by overpopulation, nutritional
deficiency, inadequate poultry conditions, high ambient temperature, or the presence of pathogens. These
catecholamines are activated as part of the process of infectious diseases and increase the expression of
virulence factors [40].

The ability of pathogenic bacteria to resist adverse environmental conditions has been identified as a
presumptive determinant of their virulence potential through the evaluation of stress tolerance responses [1]. In
an attempt to stop the development of microorganisms, the media can be acidified to alter their habitat and
createacid stress. This stress mimics the challenges commonly faced by microorganisms in food-processing
environments and the gastrointestinal tracts of hosts. To reach the intestine and colonize and invade the
intestinal tissues, pathogenic Salmonella cells must survive the acidic barrier of the stomach,which makes acid
adaptation an important feature for the development of infections [31].In this context, the aim of this study was
to evaluate the influence of two concentrations of norepinephrine and the acidification of the culture medium on
the growth and the adhesion capacity of S. Heidelberg strains at 12°C and 25°C. In addition, three genes

involved in the biofilm formation process were detected: sidA, csgD, and agrA.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains

A total of 20 strains of S. Heidelberg that were isolated from poultry sources in 2017 (Table 1) were
selected for this study. A complete antigenic characterization and serovar identification were performed by the
Enteric Pathogens Laboratory in the Oswaldo Cruz Institute Foundation (Fiocruz) (Rio de Janeiro, Brazil) and in
the Porto Belo Laboratory (Porto Alegre, Brazil). The bacterial isolates were kept frozen at -20°C in brain heart
infusion broth (BHI) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, United Kingdom) and supplemented with 3:1 glycerin

(Synth, Diadema, Séo Paulo, Brazil).

Preparation of culture media and reagents

Two concentrations of norepinephrine ((x)-norepinephrine (+)-bitartrate, salt, A0937) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) were tested: 100 uM and 250 uM. Previously, a stock solution was prepared at an
initial concentration of 5 mM [25], followed by dilution in sterile distilled water and sterilization with a 0.22-pm
membrane filter (K18-230) (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parand, Brazil). Acidified RPMI and TSB broths (pH

3.0) were obtained by preparing the media according to the manufacturer's recommendations, followed by the
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addition of 2 mL and 1 mL of hydrochloric acid (HCI), respectively[38]. The broths were sterilized with a 0.22-

um membrane filter (K18-230) (Kasvi).

Evaluation of bacterial growth

The bacteria were retrieved from frozen culture stocks and cultured overnight at 37°C in BHI. All
strains were then transferred to deoxycholate lysine xylose (XLD) (Oxoid) and incubated again at 37°C for 24
hours. For inoculum preparation, three colonies were inoculated into BHI and incubated at 37°C for 3 h to reach
a concentration of 10® CFU/mL [33]. From this inoculum, a serial dilution was performed up to 102 CFU/mL.

For the tests, 1 mL of the inoculum was added to each treatment. The bacterial growth was evaluated in
RPMI broth (Sigma-Aldrich) using four treatments: (1) RPMI (control), (2) RPMI + norepinephrine (100 uM),
(3) RPMI + norepinephrine (250 uM),and (4) acidified RPMI. The solutions were incubated at 37°C for 16 h
except for treatment 4, for which the incubation period was 4 h [38]. Next, an aliquot of 200 pL of each
treatment was inoculated in triplicate in four sterile 96-well flat-bottomed polystyrene plates (K12-096) (Kasvi).
Each treatment was evaluated at two temperatures: 12 + 1°C to simulate the environment of poultry
slaughterhouses [7] and 25 + 1°C (room temperature).The optical density (OD) of each well was measured at
550 nm in an ELx800 Absorbance Reader (Biotek, Winooski, Vermont, United States). As a positive control, a
strain of Salmonella Enteritidis from our stock collection was used, and sterile RPMI broth was used as a

negative control.

Evaluation of bacterial adhesion and biofilm formation capacity

The bacteria were retrieved from frozen culture stocks and cultured overnight at 37°C in BHI. All
strains were then transferred to trypticase soya agar without glucose (TSA) (Oxoid) and incubated again at 37°C
for 24 hours. After incubation, the strains were transferred to trypticase soya broth (TSB) (Becton, Dickinson
and Company - BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA) and incubated again at 37°C for 24 h. To prepare the
inoculum, McFarland standard No. 1 (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brazil) was used as a reference to adjust the
turbidity of the bacterial suspension in TSB without glucose to a concentration of 3 x 108 CFU/mL. The
concentration of the obtained inoculum was verified in a spectrophotometer at 620 nm (SP-22) (Biospectro,
Curitiba, Parand, Brazil), and readings were accepted in a range of 0.224 to 0.300.

The bacterial adhesion was evaluated for four treatments: (1) TSB (control), (2) TSB + norepinephrine

(100 uM), (3) TSB + norepinephrine (250 puM),and (4) acidified TSB. Bacterial adhesion was performed as



57

described by Borges et al. (2018). After the addition of the inoculum, 4 puL. of norepinephrine at 100 mM and 4
pL of norepinephrine at 250 mMwere added for each treatment. For treatment 4, acidified TSB was used for the
preparation of the inoculum.The plates were incubated for 24 hours at 12 + 1°C and 25 + 1°C. In addition, we
included a biofilm producer strain for each temperature. This strain belonged to the serotype of
SalmonellaEnteritidis and was selected from our stock collection. Sterile TSB was used as the negative control.
The optical density of each strain (ODs) was obtained from the arithmetic mean value of three wells.
The strains were classified as described previously [55]. The cut-off OD (ODc) for the microtiter-plate test was
defined as three standard deviations above the mean OD of the negative control. The strains were also classified
as non-biofilm producers (ODs<ODc) or biofilm producers (ODs>ODc¢). ODs values were used to evaluate the
adhesion of each treatment, and the classification into these two categories was used to compare the biofilm

production capacity.

Detection of genes associated with biofilm production

DNA extraction was carried out by heat treatment as described by Borsoi et al. [6]. Individual protocols
were conducted to detect the presence of three genes associated with biofilm production: csgD (F:
TGCGGACTCGGTGCTGTTGT | R: CAGGAACACGTGGTCAGCGG),adrA
(F:GGGCGGCGAAAGCCCTTGAT | R: GCCCATCAGCGCGATCCACA), and sidA(F:
AATATCGCTTCGTACCAC | R: GTAGGTAAACGAGGAGCAG). The primer sequences (Ludwig
Biotecnologia, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil) were obtained from previous studies [32,43]. All
reaction mixtures (25 pL) were composed of 2.5uL of 10x buffer solution, 2uL of ANTPs (2mM), 1L of each
primer (25pmol), 1U ofTagPolimerase, 1.5uL of MgCl,, and 2uL of DNA. Programs with 30 (sidA) or 35
(csgDand adrtA) cycles(94°C for 30s, 60°C for 30s, 72°C for 30s) were performed in a 2720 thermal cycler
(Applied Biosystems, Foster City, San Mateo, USA). The amplified products (csgD: 123 pb; adrA: 92 pb; sidA:
274 pb) were separated by electrophoresis in 2% agarose gel and stained with ethidium bromide. Fragments
were transilluminated with UV light. S. enteritidiSATCC 13076 and Salmonella typhimuriumATCC 14028 were
used as positive controls. In all PCRs, all constituents of the PCR except the extracted DNA were mixed and

used as a PCR control.

Statistical analysis
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Descriptive statistics were used to summarize the data of each treatment according to the absorbance
values of the strains. The absorbance averages for different treatments were compared using an analysis of
variance (ANOVA), followed by a Bonferroni multiple-comparison test. The software PASW Statistics 18 was

used for the statistical analyses with a significance level of 5%.

RESULTS

Table 2 shows the mean OD and standard deviations for each treatment for the growth evaluation of S.
Heidelberg at 12°C and 25°C. At 12°C, no significant difference (p>0.05) was observed in bacterial growth after
stimulation with catecholamines, regardless of the concentration. At 25°C, the treatment with 250 uMof
norepinephrine resulted in significantly lower bacterial growth (p<0.05) in relation to the lowest concentration
and the treatment containing only RPMI (control). Stimulation with acidified culture medium resulted in a lower
growth of S. Heidelberg in relation to the other treatments, regardless of the temperature. When comparing the
influence of temperature within the same treatment, significantly greater bacterial growth (p<0.05) was
observed at 25°C for both concentrations of norepinephrine and for the RPMI (control) group. However, there
was no significant difference (p>0.05) between the temperatures for the treatment with the acidified medium.

The mean OD and standard deviations for the adhesion evaluationare shown in Table 3. Regardless of
the incubation temperature and norepinephrine concentration, no significant difference (p>0.05) was observed in
the bacterial adhesion after the stimulation with norepinephrine. However, after the stimulation with acidified
TSB, a significantly higher bacterial adhesion (p<0.05) was observed at both temperatures. When comparing the
influence of temperature in the same treatment, significantly greater bacterial adhesion (p<0.05) was observed at
25°C for all analyses except for the treatment with 100 uM of norepinephrine.

Regarding biofilm formation, no strain was classified as a biofilm producer in the control group when
the incubation temperature was 12°C. At 25°C, 30% (6/20) of them did produce biofilms. Among groups
stimulated with norepinephrine, biofilm formation was observed in a single strain at 25°Cat both norepinephrine
concentrations. Furthermore, 70% (14/20) of the strains incubated in acidified TSB showed biofilm formation at
12°C,while 30% (6/20) showed biofilm formation at 25°C. The gene profiles associated with biofilm formation
are shown in Table 1. The adrA gene was detected in all strains, sidAwas detected in 95% (19/20), and csgDwas

detected in 55% (11/20). All three genes were present simultaneously in 55% (11/20) of the strains.

DISCUSSION
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The influenceof stress on the pathogenesis of bacterial diseases hasoften been associated with
mechanisms involving the suppression or depression of the immune response,which is responsible for the
occurrence of diseases. However, the ability of enteric pathogens to respond directly to stress-related
neurochemical mediators, especially catecholamines, has been demonstrated as a mechanism unrelated to
immunity by which stress can influence the infectivity of bacteria [40]. In this context, it is greatly importantfor
public health to evaluate the influence of different concentrations of norepinephrine on the growth and adhesion
of pathogenic microorganisms.

To assess the influence of catecholamines on S. Heidelberg growth, the strains were challenged with
two concentrations of norepinephrine in RPMI broth (100 uM and 250 puM). RPMI is a broth with low
availability of nutrients, including iron, and it is used to mimic the environment found by bacteria in the host
[40]. Catecholamines share a similar chemical structure with groups of bacterial siderophores, thus favoring the
absorption of iron in nutrient-poor environments, such as the host intestine [36,40].

Differently from our expectations, the stimulation with catecholamines at these concentrations did not
influence the bacterial growth of S. Heidelberg. No other studies have evaluated the influence of these
substances on the growth of this specific serotype. However, previous studies have shown that the
administration of catecholamines results in increased growth of several species of Gram-negative bacteria
[26,39,42]. There is a relationship between the amount of catecholamine needed to induce growth and the
concentration of the bacterial inoculum.The lower the bacterial inoculum, the more responsive the bacterium is
to catecholamine [26,40]. The concentration of inoculum used in the present study (102 CFU / mL) is considered
very low [26].However, no response was observed after the stimulation with catecholamines.

Previous studies also indicate that norepinephrine has a greater capacity for stimulation in relation to
epinephrine [26]. The concentrations of norepinephrine that were used in the present study are consistent with
those usually used by other researchers [15,26,42]. Preliminary studies indicated that the use of higher
concentrations of norepinephrine (500 pM) results in lower bacterial growth at 25°C (data not shown), which
may also explain the lowest bacterial growth observed after stimulation with 250 pM of norepinephrine.

To evaluate the influence of catecholamines on S. Heidelberg adhesion, the strains were stimulated
with norepinephrine concentrations of 100 uM and 250 uM in TSB broth. The methodology used was efficient
to evaluate the bacterial adhesion of the strains. The use of TSB broth without glucose was based on the fact that
it is a nutrient-poor culture medium, which favors bacterial adhesion [45]. The polystyrene microplates mimic

some of the materials used in the food industry and farm structures [44]. Studies have shown that
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norepinephrine increases the adhesion of pathogenic microorganisms to biotic [3,22] and abiotic surfaces
[34,50]. However, in the present study, no significant differences were found in the adhesion and biofilm
formation capacity of the strains after norepinephrine stimulation, regardless of the incubation temperature and
catecholamine concentration.

A similar study performed by Hiller et al. [34] detected higher biofilm formation capacity after
stimulation with the highest concentration (100 pM) of norepinephrine when the incubation temperature was
12°C. However, the study analyzed only S. Enteritidis strains, and the differences found may have been related
to the serotype’s intrinsic characteristics.Borges et al. [5] demonstrated that serotypes may partially influence
biofilm production. Thus, the difference in the serotypes evaluated could explain the variations found between
the two studies.

Enteric pathogens are exposed to several stressful conditions during their life cycle in the host,
including the acidic pH of the stomach, the activity of bile salts, reduced oxygen concentration, and competing
microbial flora [22]. It has been demonstrated that S. Enteritidis strains present higher resistance to low pH
when subjected to an acidic and cold environment during processing, which increases their capacity to survive
the gastric barrier in humans [51]. Acid tolerance is a phenotypic response that refers to increased resistance to
extreme pH conditions after adaptation to environments with sublethal acidity [23,30,37]. Bacteria exposure to
mildly acidic or alkaline conditions may confer increased resistance to lethal conditions and thus result in an
increased risk of foodborne diseases due to increased pathogenicity of the microorganism [58].

According to Foster [24], S. Typhimurium has the ability to survive at extremely low pH (pH 3.0 to
4.0) if itis first subjected to pH conditions ranging from moderate to nearlyneutral (pH 5.5 to 6.0). A possible
mechanism for acid resistance is the regulation of the lipid composition of the cell membrane in response to the
change in pH in order to maintain a suitable liquid-crystalline balance. These changes in the proportion of
saturated, unsaturated, and cyclic fatty acids can affect the fluidity of the bacterial membrane, which allows
protons to flow more quickly in or out of the cells to maintain pH homeostasis [60].Therefore, in addition to the
stimulation with catecholamines, growth and bacterial adhesion were also evaluated under stress conditions in
acidified medium (pH 3.0).

Significantly lower growth of S. Heidelberg was observed in the treatment with acidified medium,
regardless of the incubation temperature. Since the strains evaluated were not pre-exposed to sublethal acid
conditions, this result was expected since it is known that acidic conditions tend to reduce growth or even cause

bacterial death [56]. On the other hand, S. Heidelberg adhesion was significantly higher in the group treated
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with acidified medium, regardless of the incubation temperature. The use of acidified medium resulted in 70%
of the strains forming biofilms at 12°C and 30% at 25°C. Previous studies present conflicting data on the
influence of acidic pH of the medium on the biofilm formation capacity. Experimental assays with S.
Typhimurium andLactobacillus rhamnosussuggest that low pH conditions decrease the rate of biofilm formation
due to interference in the binding and initial adhesion of the bacteria to the surface[21,41]. In contrast, Costa et
al. [16] observed high adhesion capacity under acidic pH conditions, demonstrating that stress conditions for
bacterial cells tend to favor higher biofilm formation.

The incubation temperature is one of the factors that can interfere in the growth and adhesion of S.
Heidelberg strains. Temperature positively influenced the growth and adhesion of catecholamine-stimulated
strains except for adhesion in the treatment with 100 uM of norepinephrine. These results are possibly due to the
fact that Salmonella growth is higher at temperatures closer to the ideal range (35 to 37°C), whereas at lower
temperatures, the growth is slower or reduced [56]. Previous studies have already demonstrated the strong
influence of temperature on adhesion and biofilm formation [5,10,43]. The temperature of cut rooms in poultry
slaughterhouses should be 12°Cat most [7], which is far from the ideal range for growth. However, even under
unfavorable thermal conditions, the strains of S. Heidelberg were not only able to grow but also to adhere to the
surfaces. Although adhesion is not sufficient to form biofilms, it is important to note that monospecies biofilms,
such as those evaluated in vitro, are rare in food-handling environments.

The interaction among microorganisms of a multispeciesbiofilms may interfere with the adhesion
capacity of different bacterial species [9,11]. In addition, cut rooms have favorable microenvironments for the
adhesion of Salmonella due to the deposition of carcass residues and the grooves that form in the cutting plates
[61]. The temperature of 25°C is found in consumer residences and in many environments where food is
handled. In the present study, biofilm producerstrainswere found at this temperature. The biofilm formation by
Salmonella spp. is a major concern for the food industry due to the permanence of bacteria on the surfaces,
which poses a constant risk of contamination of the final product [61].

The regulation of biofilm formation by Salmonella spp. strains is a very complex process and depends
on the activation and expression of several genes. These genes are especially related to curli fimbriae and
cellulose expression.The csgD gene is the main transcriptional regulator of the csgBAC-csgDEFG complex and
is responsible for controlling and promoting the formation of Salmonella biofilms due to the regulation of the
expression of extracellular matrix substances, including curli fimbriae [28]. Fimbriae are important structures

for biofilm formation process since they promote the initial adhesion on the cell surface[2].
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The adrA gene is responsible for the activation of cellulose production at the post-transcriptional level
via direct interaction with one or more genes encoded by the bcsABZC-bcsEFG operon through interaction with
other genes [47,53]. The sdiA gene does not regulate secretory systems associated with Salmonella virulence,
but it does regulate secondary factors that may contribute to intestinal survival [32]. In the present study, we
detected a high frequency of adrA and sidA, but the frequency was less than 60% for csgD. Yin et al. [59]
detected a frequency greater than 75% for the three genes in Salmonella strains. Hiller et al. [34]foundadrA and
csgD in allS. Enteritidis strains. Halasti et al. [32]detected sidA in all strains belonging to 155 serotypes of
Salmonella.

One of the possibilities for the difference of the csgD results is the influence of serotype, since some
genes present serotypespecificity [4]. Freestone et al. [27] also reported that the profiles of the genes regulated
by the catecholamines norepinephrine and epinephrine are different from each other. Further studies on the
molecular mechanisms of biofilm formation are necessary to understand the complex production of these
structures.

Norepinephrine stimulation did not influence the growth or adhesion of Salmonella Heidelberg strains,
regardless of the catecholamine concentration and temperature. On the other hand, the use of acidified medium
(pH 3.0) resulted in a significant reduction of growth and a significant increase of S. Heidelberg adhesion at
both temperatures, indicating that the acidified medium favors the biofilm formation process. Experiments
analyzing the biofilm production process byS. Heidelberg strains are not common, and further studies are

necessary to understand this complex process.
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Table 1 - Identification, year and source of isolation, and molecular profile of Salmonella Heidelberg strains.

Identification

Year of Isolation

Source of Isolation

Molecular profile

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

2017

Feces
Drag swab
Feces
Drag swab
Drag swab
Drag swab
Feces
Drag swab
Drag swab
Drag swab
Drag swab
Feces
Feces
Feces
Drag swab
Feces
Drag swab
Feces
Drag swab

Drag swab

adrA, sidA, csgD
adrA e csgD
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA
adrA, sidA, csgD
adrA, sidA
adrA, sidA
adrA, sidA
adrA, sidA
adrA, sidA
adrA, sidA
adrA, sidA, csgD

adrA, sidA, csgD
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Table 2 - Optical density means for growth evaluation of Salmonella Heidelberg strains submitted to different

treatments and incubated at 12 °C and 25 °C.

Group Means + standard-deviation (12 °C) Means + standard-deviation (25 °C)
RPMI (control) 0.181230 + 0.092545*4 0.44871 + 0.4287%B
NOR 100 uM 0.181438 + 0.108368" 0.44356 + 0.00439428
NOR 250 uM 0.182035 + 0.112326*4 0.43143 + 0.04789"8
Acidified RPMI 0.070310 + 0.027227>A 0.07295 + 0.03401°4

Legend: Norepinephrine (NOR).

Different lowercase letters in the same column indicate that there is statistical difference (p <0.05) between

treatments, within the same temperature.
Different capital letters on the same line indicate that there is statistical difference (p <0.05) between the

temperatures, within the same treatment.
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Table 3 - Optical density means for adhesion evaluation of Salmonella Heidelberg strains submitted to different

treatments and incubated at 12 °C and 25 °C.

Group Means + standard-deviation (12 °C) Means + standard-deviation (25 °C)
TSB (control) 0.15855 * 0.003566%* 0.17810 + 0.07931%B
NOR 100uM 0.15380 + 0.004864% 0.17535 + 0.00996724
NOR 250uM 0.15275 + 0.004613%4 0.17835 +0.10881%B
Acidified TSB 0.19600 * 0.07029°A 0.28125 + 0.11235P8

Legend: Norepinephrine (NOR).
Different lowercase letters in the same column indicate that there is statistical difference (p <0.05) between

treatments, within the same temperature.

Different capital letters on the same line indicate that there is statistical difference (p <0.05) between the

temperatures, within the same treatment.



