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RESUMO

INFLUENCIA DAS CATECOLAMINAS NOREPINEFRINA E EPINEFRINA NA
FORMAGCAO DE BIOFILME EM ISOLADOS DE Salmonella ENTERITIDIS

A sanidade das aves, a inocuidade dos alimentos e a tecnologia de producdo sdo grandes
atributos do sistema de producdo da cadeia avicola brasileira. No intenso processo de criacéo
das aves, 0 aumento da excrecdo de patdgenos como Salmonella, tem sido relacionado com o
estresse associado a interacdo social, a manipulacdo e ao transporte das aves até a linha de
abate. SituacOes de estresse ocasionam a liberacdo de hormdnios como as catecolaminas
(epinefrina e norepinefrina) que podem interferir na microbiota pela sinalizacdo das bactérias
do trato gastrointestinal. A epinefrina e a norepinefrina produzidas pelos animais utilizam a
mesma via de sinalizagdo bacteriana denominados de Auto-indutores Tipo 3. Esses auto-
indutores regulam uma gama de atividades como a simbiose, a viruléncia, a competéncia, a
conjugacdo, a motilidade, a esporulacdo e formacgédo de biofilmes. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito das catecolaminas epinefrina e norepinefrina como indutores na
formacdo de biofilmes em 30 isolados de Salmonella Enteritidis provenientes de produtos
avicolas e de produtos envolvidos em surtos de salmonelose em humanos e também avaliar a
presenca dos genes associados na formacdo de biofilme csgD, adrA e fimA. As cepas de
Salmonella Enteritidis utilizadas foram isoladas de pintos de um dia, carne de frango, suabe
de arrasto e surtos de salmonelose. Foram testadas duas concentracdes de epinefrina e
norepinefrina (50uM e 100uM) e duas temperaturas de incubagdo: 12°C (temperatura da sala
de cortes) e a 25°C (temperatura ambiente). O ensaio de formacdo de biofilme foi feito em
placas de poliestireno pela metodologia de coloracdo de cristal violeta. Dentre os resultados
encontrados, cepas incubadas a 25°C apresentaram maior formacdo de biofilme quando
comparadas aquelas incubadas a 12°C. A norepinefrina na concentragdo de 100 puM estimulou
a formacdo de biofilme por cepas de Salmonella Enteritidis quando incubadas a temperatura
de 12°C. N&o houve interferéncia das catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) nos ensaios
de formacdo de biofilme a temperatura de 25°C nas concentracdes utilizadas e todas as cepas
avaliadas no presente trabalho apresentaram os trés genes (csgD, adrA e fimA) associados a
formacdo de biofilme pesquisados.

Palavras chaves: Salmonella Enteritidis; epinefrina; norepinefrina; biofilme.



ABSTRACT

CATECOLAMINES NOREPINEPHRINE AND EPINEPHRINE INFLUENCE IN
THE BIOFILM FORMATION IN Salmonella ENTERITIDIS ISOLATES

Poultry health, food safety and food production technology are major attributes from the
Brazilian poultry chain. Stress associated with poultry transport or mixing has long been
correlated with enhanced faecal excretion of diarrheal zoonotic pathogens in animals such as
Salmonella enterica. Stress situations release hormones (such catecholamines - epinephrine
and norepinephrine) that can influence the microbiota by signaling the bacteria from the
gastrointestinal tract, so they are able to initiate the multiplication process and the production
of virulence factors as part of the process infectious diseases. Epinephrine and norepinephrine
produced by the animals use the same pathway of the bacteria, called Auto Inducer Type 3.
These auto-inducers regulate a range of activities such as symbiosis, virulence, competence,
conjugation, motility, sporulation and biofilm formation. The Salmonella ability to makes
complexes associated to surfaces, called biofilms, contributes to its persistence and resistance
in both host and non-host environments and is especially important in environments used in
food processing. The present paper evaluated the influence of catecholamines epinephrine and
norepinephrine on the biofilm formation about 30 samples of Salmonella Enteritidis from
poultry products and products involved in salmonellosis outbreaks and to evaluate the
presence of associated genes in the biofilm formation (csgD, adrA and fimA). The strains of
Salmonella Enteritidis used were isolated from day-old chicks, chicken meat, drag swabs and
salmonellosis outbreaks. Two epinephrine and norepinephrine concentrations were used
(50uM and 100uM) and two incubation temperatures were analyzed: 12°C (required by the
Brazilian sanitary service in cutting rooms of broiler processing plants) and 25°C (room
temperature).The biofilm assay was done on polystyrene plates by violet crystal staining
methodology. Samples incubated at 25°C produced higher biofilm formation them samples
incubated at 12°C. The norepinephrine concentration of 100 uM has stimulated the biofilm
formation of Salmonella Enteritidis strains when incubated at 12°C. At 25°C, there was no
catecholamine (epinephrine and norepinephrine) influence in the biofilm assay in the
concentrations used. All the samples evaluated in the present study were positive for the genes
csgD, adrA and fimA associated with biofilm formation investigated.

Key words: Salmonella Enteritidis; epinephrine; norepinephrine; biofilm.
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1 INTRODUCAO

O Relatério Anual da Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) de 2016
aponta a avicultura como um dos setores de maior importancia econdmica no mercado
brasileiro, sendo que a carne de frango estd consolidada como quarto item da pauta
exportadora nacional. O relatério mostra que o Brasil produziu 13,14 milhdes de
toneladas de carne de frango em 2015. Deste total, 32,7% foram destinados ao mercado
externo, mantendo o Brasil como o maior exportador mundial de carne de frango desde
2004. Além disso, o pais consolidou-se como o segundo maior produtor, somente atras
dos Estados Unidos (ABPA, 2016).

A industria avicola brasileira apresenta inimeros desafios sanitarios, sendo o
controle de Salmonella ao longo da cadeia de producdo um dos principais. Segundo o
Center for Disease Control and Prevention (CDC), bactérias do género Salmonella spp.
estdo entre os principais microrganismos patogénicos veiculados por alimentos. O CDC
estima que Salmonella seja responsavel por causar mais de 1,2 milhdes de doencas a
cada ano nos Estados Unidos, com mais de 23.000 hospitalizagdes e 450 mortes.
Infecgdes por Salmonella spp. frequentemente causam gastroenterite em humanos e a
doenca pode variar de grau leve a graves infeccbes, sendo algumas potencialmente
fatais. Em 2011, dentre os 45.828 casos confirmados de Salmonella pelo CDC, os
quatro sorotipos mais prevalentes identificados foram Enteritidis (17%), Typhimurium
(13%), Newport (11%) e Javiana (6%) (CDC, 2011). De acordo com a Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), dentre as bactérias causadoras de surtos alimentares entre
0s anos de 2007 a 2016, a Salmonella foi a mais comum correspondendo a 7,5% dos
casos reportados nesse periodo (SVS, 2016).

A sanidade das aves, a inocuidade dos alimentos e a tecnologia de producdo sdo
grandes atributos do sistema de producdo do frango brasileiro. No intenso processo de
criacdo das aves, um aumento da excrecdo de patdgenos associados com zoonoses,
como a Salmonella, tem sido relacionado com o estresse associado a interacdo social, a
manipulacdo e ao transporte até as linhas de abate (STEVENS, 2010). No ambito da
criacdo de aves, o estresse ambiental tem sido apontado como fator indutor da
colonizacdo desses animais de producdo por patdgenos entéricos, facilitando a
transmissdo horizontal de patdgenos entre os animais e aumentando a excrecdo e a
contaminacdo de carcagas durante o abate e processamento (BORSOI et al., 2015).

Durante o estresse, 0s horménios catecolaminas liberados (epinefrina e norepinefrina)
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através do plexo nervoso que inerva o intestino podem interferir na microbiota intestinal
pela sinalizacdo de bactérias do trato gastrointestinal para que iniciem o crescimento e a
producdo de fatores de viruléncia como parte do processo de doengas infecciosas
(LYTE etal., 2011).

Neste contexto, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito das
catecolaminas epinefrina e norepinefrina como indutores na formacdo de biofilmes em
cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de produtos avicolas e de produtos envolvidos
em surtos de salmonelose em humanos. Também foi avaliada a presenca de genes

envolvidos no processo de formacao de biofilme nas cepas estudadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella spp.

Em 1885, Smith e Salmon isolaram um bacilo de suinos doentes e deram-lhe o
nome de Bactéria Suipestifer. Erroneamente, eles o consideraram o agente da Peste
Suina. Mais tarde, essa bactéria foi chamada de Salmonella Cholerasuis. Em 1888,
Gaetner reportou um caso de S. Enteritidis; em 1889, Klein identificou o tifo aviario em
aves adultas na Inglaterra, e em 1892, Loefer isolou S. Typhimurium. Em 1899, Rettger
descreveu a pulorose e a diferenciou da doenca que acometia suinos (CORREA;
CORREA, 1992). O género Salmonella pertence a famila Enterobacteriaceae e consiste
em duas espécies: Salmonella enterica e a Salmonella bongori. A espécie de Salmonella
enterica € dividia em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica; S. enterica subsp.
salamae; S. enterica subsp. arizonae; S. enterica subsp. diarizonae; S. enterica subsp.
houtenae e S. enterica subsp. indica. Frequentemente, os sorovares podem ser isolados
de humanos ou de animais e historicamente eles podem denominar alguma sindrome
(ex. S. Typhi), especificidade ao hospedeiro (ex. S. Choleraesuis) ou a origem
geogréfica do local do seu primeiro isolamento (ex. S. Dublin) (FORSHELL; WIERUP,
2006). No ano 2007, o Instituto Pasteur descreveu 2.579 sorovares através do esquema
Kauffmann-White-LeMinor (KWL) (GRIMONT; WEILL, 2007).

Bacterias do género Salmonella séo bacilos curtos (0,7-1,5 X 2,5 nm), Gram-
negativos, aerébios ou anaerdbios facultativos e apresentam como caracteristicas
bioguimicas catalase positiva, oxidase negativa; fermentam agucares com a producéao de
gas e a producéo de acido sulfidrico (H,S). Normalmente apresentam motilidade devido
a presenca de flagelos peritriqueos, com excecdo de S. Pullorum e S. Gallinarum, que
sdo imoveis (FORSHELL; WIERUP, 2006). As salmonelas apresentam faixa de
temperatura de crescimento entre 4 e 45°C, sendo sua temperatura 6tima entre 35 e
37°C. Podem apresentar crescimento em pH entre 4,4 e 9,4 e geralmente sdo sensiveis a
baixas concentracdes de sal (BHUNIA, 2008). Esse patdgeno habita principalmente o
trato intestinal de passaros, insetos, ratos e outros animais de producdo, podendo ser
encontrado em ovos (COBURN et al. 2007; ELLERMEIER; SLAUCH, 2006). Além

disso, aves, carnes, ovos, produtos lacteos, roedores, frutas e vegetais sdo considerados
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veiculos de transmissdo de salmonelas (BHUNIA, 2008; ELLERMEIER; SLAUCH,
2006).

2.2 Salmonella Enteritidis na avicultura e satude publica

Segundo relatério do Center for Disease Control and Prevention (CDC, 2011) dos
publicado nos Estados Unidos, o sorovar S. Enteritidis foi o mais frequentemente
isolado de casos de infec¢do por salmonelas em humanos com 16,5% dos casos. Em
segundo lugar apareceu o sorovar S. Typhimurium, com 13,4% dos casos. Os isolados
clinicos confirmados de Salmonella a partir de fontes ndo-humanas foram submetidos
ao Laboratério Nacional de Servicos Veterinarios (NVSL) onde, do total de 4843
amostras, 3,7% pertenciam ao sorovar S. Enteritidis, estando ele na oitava posicdo de
isolamento. O sorovar mais encontrado foi o S. Typhimurium, com 19,7% dos isolados.

O relatério da Autoridade Europeia para Seguranca dos Alimentos (EFSA)
publicado em 2015 cita que os dois sorovares de Salmonella mais comumente
reportados em 2013 na Europa foram S. Enteritidis e S. Typhimurium representando,
respectivamente, 39,5% e 20,2%, de todos os sorovares relatados em casos confirmados
de salmoneloses em humanos. A frequéncia de isolamento de S. Enteritidis vem
diminuindo com 14,1% a menos de casos registados na Unido Europeia (UE) em 2013
quando comparado a 2012 (EFSA, 2015).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou em 2012 um
estudo que foi conduzido em 14 Estados, com um total de 2.710 unidades amostrais de
frango analisadas no periodo de 2004 a 2006. Em relacdo a Salmonella spp., foi
encontrada uma prevaléncia média de 3,03%, e um total de 250 cepas foram submetidas
a analise de caracterizacdo antigénica, chegando-se a 18 sorovares isolados, destacando-
se a frequéncia de 48,8% S. Enteritidis, seguido de S. Infantis (7,6%), S. Typhimurium
(7,2%), S. Heidelberg (6,4%) e S. Mbandaka (4,8%) (ANVISA, 2012).

O sorovar S. Enteritidis foi identificado como o principal causador de
salmoneloses alimentares investigadas pelo Centro Estadual de Vigilancia em Saude
(CEVS) do Rio Grande do Sul (RS) entre os periodos de 2007 a 2014. De acordo com
os dados do CEVS, os sorovares mais prevalentes no RS sdo S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Panama, S. Newport e S. Corvallis, embora grande parte dos isolados

de Salmonella registrados no estado ndo estarem sorotipificados. Considera-se que a
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maioria dos surtos estdo associados a contaminagdes cruzadas e ao tratamento térmico
dos alimentos inadequado, principalmente em residéncias, restaurantes e padarias
(BRASIL, 2014).

Em geral, os produtos de origem avicola sdo considerados uma das principais
fontes de infecgBes por Salmonella, mas é dificil estabelecer uma correlacdo entre a
contaminacgdo por Salmonella de origem avicola com a doenca em humanos, pois outras
fontes ndo avicolas também podem causar a infeccdo por salmonela em humanos
(RICKE et al. 2012). Nas aves, a Salmonella pode habitar o trato gastrointestinal,
ovarios, oviduto ou outros 6rgaos do sistema reprodutivo durante a passagem do ovo
para a postura. Fezes, cama, adgua e residuos do lote podem servir como importantes
reservatorios da bactéria e, consequentemente, perpetuar a disseminacdo da Salmonella
nos lotes seguintes (FREDERICK; HUDA, 2011). Os conteudos cecal e intestinal de
frangos de corte foram considerados a principal fonte de contaminacdo de Salmonella
durante o periodo de crescimento das aves e na planta de processamento das carcacgas
(RICKE et al. 2012). A contaminacdo das carcacas de frango pode decorrer da presenca
da bactéria no ambiente de criacdo, que se dissemina via material fecal durante a
operacdo de abate, caso haja falhas na higienizacdo (CARDOSO; TESSARI, 2013).

Em um estudo conduzido por Dickel (2004) em trés diferentes matadouros-
frigorificos localizados no Sul do Brasil, carcacas analisadas antes e apos o resfriamento
apresentaram positividade para Salmonella de 31,7 e 20%, respectivamente. Outro
estudo, também realizado no sul do Brasil, analisou 180 carcacas de frango refrigeradas.
Dessas, 32% foram positivas para S. Enteritidis e 9% para S. Heidelberg (BORSOI et
al., 2006).

2.3 Estresse em aves

No atual sistema de producdo avicola, a alta densidade, os problemas de manejo,
tais como variacdes na temperatura e falta de alimento e de agua, o estresse gerado no
alojamento dos pintos de um dia e o transporte das aves até o abate, provocam a
liberacdo de horménios, especialmente as catecolaminas que, em aves infectadas por
Salmonella, podem aumentar a proliferacdo do patdgeno. Embora existam evidéncias de
que as catecolaminas associadas ao estresse exercam o0s seus efeitos ao atuar sobre 0s

tecidos do hospedeiro, também esta estabelecido que elas agem promovendo
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diretamente o crescimento de bactérias e a expressdo de genes de viruléncia em E. coli
enterohemorragica O157: H7 (CHEN et al., 2003; GREEN et al., 2004; LYTE; ERNST,
1992; SPERANDIO et al., 2003). No ambito da criacdo de aves, o estresse ambiental
(calor, frio, altos niveis de amonia e de umidade) tem sido apontado como fator indutor
da colonizacdo intestinal dos animais de producdo por patdgenos entéricos, facilitando a
transmiss@o horizontal entre os animais e aumentando a excrecdo e a contaminacdo de
carcagas durante o abate e o processamento (BORSOI et al., 2015). O estresse em aves
e em outros animais envolve uma cascata de respostas adaptativas fisiolégicas. Quando
ha percepcdo de estresse, o Sistema Nervoso Central libera uma variedade de
hormdnios, neurotransmissores e neuropeptideos que podem afetar diretamente as
fungdes imunes, assim como outras funcdes fisioldgicas do animal (BORSOI et al.
2014).

Um agente patogénico entérico como Salmonella é exposto a uma série de fatores
ambientais estressantes durante seu ciclo de vida, e as maneiras pelas quais ela responde
a diferentes e multiplas situacdes de estresse sdo complexas. Sob condi¢des laboratoriais
a Salmonella pode enfrentar o estresse quando nutrientes ou receptores de elétrons
tornam-se limitados e a bactéria entra na fase estacionaria de crescimento. Em
condi¢cBes normais, o0 estresse ocorre especialmente quando a bactéria infecta um
hospedeiro a partir do ambiente ou quando ela deixa o hospedeiro para o ambiente
(RYCHLIK; BARROW, 2005).

2.4 Quorum sensing

A definicdo de quorum sensing (QS) em biologia procaribtica refere-se a
capacidade de uma bactéria de detectar informacdes a partir de outras células em uma
populacdo quando elas atingem uma concentracdo critica (ou seja, um quorum). O
fendmeno de quorum sensing, ou comunicacdo célula-a-célula, baseia-se no principio de
que quando uma Unica bactéria libera auto-indutores (Als) no ambiente, sua
concentracdo € muito baixa para ser detectada pelas outras. Contudo, quando um
namero de bactérias suficientes estdo presentes, as concentracdes dos Als atingem um
limiar que permite bactérias vizinhas de detectar uma massa critica celular e, em
resposta, ativar ou reprimir genes alvo (DEEP et al., 2011). QS é considerado um

mecanismo de comunica¢do entre as bactérias que as permitem realizar "decisdes
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coletivas". Para esse propdsito, pequenas moléculas, os auto-indutores, sdo sintetizadas
e secretadas para 0 ambiente bacteriano, onde, através de sinais quimicos, bactérias
vizinhas ficam “cientes” da densidade bacteriana. Quando a concentracdo do sinal
molecular atinge um limiar critico, a expressdo genética e, como consequéncia, 0
comportamento da populacdo bacteriana, € alterada (BOYEN et al., 2009). QS € o
termo utilizado para designar esse sistema de sinalizacdo entre as bactérias, e as
substancias produzidas sdo denominadas de auto-indutores.

Nas bactérias Gram-negativas trés tipos de auto-indutores foram descritos até o
momento. As moléculas sinalizadoras N-acil hemosserina lactonas (AHLS), também
chamadas de auto-indutor 1 (Al-1), estdo envolvidas principalmente na comunicagéo
intra-espécie. O auto-indutor 2 (Al-2) consiste em um furanosil borato formado pela
proteina LuxS, e ja foi descrito em mais de 50 diferentes espécies de bactérias, tanto
Gram-positivas gquanto negativas ¢ ¢é considerado como um “sinal universal” de
comunicagdo entre as espécies (BOYEN et al., 2009; SPERANDIO et al., 2001). O
auto-indutor 3 (Al-3) é produzido por bactérias entéricas e € inibido pelos antagonistas
dos receptores adrenérgicos. Desta forma sugere-se que o Al-3 possua estrutura similar
as catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) (SPERANDIO et al., 2003). O Al-1
mediado pelos AHLs sdo sintetizados e reconhecidos por circuitos de QS compostos
pelas proteinas homdlogas LuxR e Luxl. Salmonella ndo possui um gene que codifica
para luxl AHL sintetase e, portanto, ndo produz as AHLs. No entanto, possui a proteina
homologa LuxR, conhecida como SdiA, que permite a deteccdo de sinais produzidos
por outras espécies microbianas (DOUROU et al., 2011).

As células eucaridticas comunicam-se umas com as outras através de hormonios
ou substéncias semelhantes a hormdnios, como por exemplo a epinefrina e a
norepinefrina. No entanto, estes sinais também podem ser utilizados por agentes
patogénicos, como Salmonella, para colonizar o hospedeiro ou para induzir doenca
(WALTERS; SPERANDIO, 2006). As catecolaminas podem estimular a S.
Typhimurium através de dois mecanismos: sinal de QS ou como fornecedor de ferro
(BEARSON; BEARSON, 2008). Nas salmonelas, o sensor QseC Al-3, que é capaz de
detectar norepinefrina, também tem sido implicado na regulacdo de caracteristicas de
viruléncia como a motilidade e a aptiddo competitiva in vivo em suinos. Embora o papel
das catecolaminas e de outros neurotransmissores ou hormdnios envolvidos na
patogénese de infecgbes por Salmonella ndo tenha sido totalmente elucidado, a

capacidade de resposta a norepinefrina produzida pelo hospedeiro tem potenciais
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consequéncias na seguranca do alimento. O mecanismo descrito acima pode ser um dos
fatores causadores do subito aumento na excrecdo de Salmonella por suinos estressados
durante o transporte para o matadouro-frigorifico (BOYEN et al., 2009).

2.5 Biofilmes

Biofilmes sdo definidos como populagdes microbianas embebidas por uma
substancia polimérica extracelular (EPS), aderidas a superficies bidticas ou abidticas
(COSTERTON et al., 1995; NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007). A fracdo EPS é
amplamente composta por celulose, mas também contém o antigeno capsular O e
exopolissacarideos adicionais, tais como outro polissacarideo capsular e
lipopolissacarideo (LPS) (STEENACKERS et al., 2012). Em ambientes naturais, 95% a
99% dos microrganismos existem na forma de biofilmes, que podem ser encontrados
em quase todos os substratos que possuam nivel de umidade suficiente para suportar seu
crescimento (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007). A formacao de biofilmes microbianos
ocorre em uma sequéncia de eventos. Inicialmente, ocorre a adsorcdo de nutrientes
organicos e inorganicos dos alimentos a superficie, formando um filme condicionante.
A camada de nutrientes afeta as propriedades fisico-quimicas da superficie, como a
energia livre, a hidrofobicidade e as cargas eletrostaticas, as quais influenciam e dao
condicdes a colonizacdo microbiana (FORSYTHE, 2013; OLIVEIRA et al., 2010).

Bactérias em biofilmes estdo melhores protegidas contra estresses ambientais,
antimicrobianos, desinfetantes e sistema imune do hospedeiro. Como consequéncia, eles
sdo extremamente dificeis de serem eliminados (STEENACKERS et al., 2012). A
formacdo de biofilme aumenta a capacidade de bactérias patogénicas de sobreviverem a
fatores de estresses que s&o comumente encontrados no processamento de alimentos
e/ou durante a infeccdo do hospedeiro (GIAOURIS et al., 2013). Os componentes da
matriz também protegem contra a acdo de desinfetantes e desempenham um papel
importante nas interac6es bactéria-hospedeiro (GERSTEL et al., 2003).

Vaérios trabalhos tém demonstrado a capacidade de producdo de biofilmes de
cepas de Salmonella em plastico, borracha, cimento, vidro e aco inoxidavel; superficies
que sdo comumente encontradas em granjas, fazendas, abatedouros, inddstria de
processamento de alimentos, cozinhas e banheiros (STEENACKERS et al., 2012).

Como biofilmes de Salmonella sdo mais resistentes ao estresse ambiental, a dessecacdo
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e aos desinfetantes, sua capacidade de formar biofilmes nessas superficies
provavelmente contribui para a sobrevivéncia no ambiente e para a transmissao a novos
hospedeiros. Ja foi encontrada uma relacdo entre a capacidade de formagdo de biofilme
de 111 cepas de Salmonella isoladas de fabricas de farinha de peixe e a sua persisténcia
no ambiente de producéo (VESTBY et al., 2009).

Sabe-se que S. Enteritidis produz uma matriz de substancia polimérica
extracelular basicamente composta por celulose, e possui finas fimbrias agregativas
(Tafi, do inglés Thin Aggregative Fimbriae) que facilitam a adesdo a superficies
abidticas e fornecem resisténcia as células contra forcas mecénicas (AZEVEDO;
CERCA, 2012). As fimbrias do tipo curli desempenham um papel importante na
formacdo do biofilme e nos genes de fimbria agregativas (agf), também conhecido
como csg (COLLINSON et al., 1996). Os genes csgD, adrA e fimA sdo componentes

genéticos envolvidos na producao de biofilme em Salmonella.

2.6 Genes associados a formacao de biofilme

Curli (codificado por csgBAC-csgDEFG) sdo proteinas altamente agregativas, ndo
ramificadas, amildides como as proteinas de superficie celular e sdo importantes em
processos como a colonizacdo, a persisténcia, a motilidade e a invasdo do hospedeiro
(BARNHART; CHAPMAN, 2006). Curli em Salmonella é importante durante a
formacdo do biofilme, pois promove uma interacdo inicial na superficie celular e
subsequentes interacbes célula-célula. Em estado natural, curli existe como um
complexo com celulose e o antigeno capsular O, ligando fisicamente as células
(GIBSON et al., 2006; WHITE et al., 2003). O gene csgD (subunidade curli do gene D)
anteriormente chamado de agfD, demonstrou controlar positivamente os dois
componentes da matriz extracelular em S. Typhimurium. csgD é o principal gene no
controle e na integracdo na formacao de biofilme em Salmonella, regulando a expressédo
de proteinas especificas da matriz (GERSTEL et al., 2003). Na formacdo de biofilmes
por Salmonella o gene csgD exerce papel de importante regulador transcricional e
principal unidade de integracdo, devido a regulacdo da expressdo da matriz extracelular
associada ao biofilme (LIU et al., 2014). A expressdo de curli e de celulose depende da
proteina CsgD, um regulador transcricional da superfamilia LuxR, que ativa a
transcricdo dos operons csgBAC e csgDEFG (ROMLING et al., 2000).
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A biossintese de celulose, que ocorre na membrana interna da bactéria, também é
regulada positivamente pela proteina CsgD. Assim, CsgD estimula a transcricdo do
gene adrA (csgD-regulador dependente) em S. Typhimurium (ZAKIKHANY et al.,
2010; ZOGAJ et al., 2001). adrA ativa a producdo de celulose a nivel pds-transcricional
via interacdo direta com um ou mais genes produzidos pelo operon bcsABZC—bcsEFG
ou pela producdo de nucleotideo ciclico, o qual age como um ativador da biossintese de
celulose (STEENACKERS et al., 2012). Em S. Typhimurium e Escherichia coli, a
expressao de adrA e, consequentemente, 0 aumento nos niveis de c-di-GMP também
estimula a expressio de curli (ROMLING, 2005). A celulose aparentemente
desempenha um papel estrutural, conferindo protecdo mecéanica, quimica e bioldgica
contra 0 meio em que estd inserido o biofilme ou facilitando o processo de adesdo
celular (SOLANO et al., 2002).

A aderéncia bacteriana € geralmente considerada um pré-requisito para a infeccéo
e as fimbrias mediam a ligacdo da bactéria a receptores especificos na superficie da
celula epitelial, do trato urinario ou do muco intestinal (COHEN et al., 1996). Em S.
Typhimurium o cluster do gene fimbrial (fim) é composto por um operon com seis
genes que codificam componentes estruturais e de montagem (fimAICDHF) e trés genes
reguladores independentemente transcritos, fimzZ, -Y, e -W. O principal anexo fimbrial é

composto por varias copias da subunidade fimbrial FimA (ZEINER, et al, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado e conduzido no Centro de Diagndstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),

localizado em Porto Alegre, RS.

3.1 Isolados de Salmonella Enteritidis

Foram utilizadas 30 cepas de Salmonella Enteritidis (SE) isoladas de produtos
avicolas e de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose em humanos. Os isolados
pertenciam a bacterioteca do CDPA e estavam mantidos em caldo cérebro-coracéo
(Brain Heart Infusion Broth, BHI, OXOID, Inglaterra) com glicerol na proporc¢éo de 3:1
e conservados em freezer na temperatura de -80°C.

O critério de selecdo das cepas considerou o estudo prévio realizado por Borges
(2016), onde das 30 cepas estudas, 14 foram classificadas como formadoras de biofilme
e 16 como ndo formadoras em ensaios previamente realizados em microplaca de
poliestireno a 12°Cx1°C.

A Tabela 1 apresenta a descricdo dos isolados trabalhados no presente trabalho,
sendo: isolados de surto de salmonelose (n=8); de carne de frango (n=5); de pintos de
um dia (n=10) e de suabe de arrasto (n=7). Com relacdo a recuperacao dos isolados de
Salmonella da bacterioteca do CDPA houve modificacdes em relacdo ao procedimento

descrito por Borges (2016).
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Tabela 1 - ldentificacdo dos isolados de Salmonella Enteritidis quanto a fonte de
isolamento e classificacdo da formacao de biofilme de acordo com Borges
(2016).

Identificacéo

Fonte de isolamento

Classificagdo segundo Borges (2016)

35
36
169
170
179
194
200
206
207
211
217
218
221
222
226
227
229
235
237
239
241
242
277
285
287
288
292
294
345
350

Carne de frango
Carne de frango
Carne de frango
Carne de frango
Carne de frango
Pintos de 01 dia
Pintos de 01 dia
Pintos de 01 dia
Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
Pintos de 01 dia
Pintos de 01 dia
Pintos de 01 dia
Pintos de 01 dia
Suabe de arrasto
Pintos de 01 dia
Suabe de arrasto
Pintos de 01 dia
Pintos de 01 dia
Suabe de arrasto
Surto de salmonelose
Surto de salmonelose
Surto de salmonelose
Surto de salmonelose
Surto de salmonelose
Surto de salmonelose
Surto de salmonelose

Surto de salmonelose

Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
Né&o Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Né&o Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
Né&o Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
Né&o Formadora de biofilme a 12°C
Né&o Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Né&o Formadora de biofilme a 12°C
N&o Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C
Formadora de biofilme a 12°C

Nao Formadora de biofilme a 12°C




22

3.2 Ensaio de formacdo de biofilme com estimulacdo de norepinefrina e

epinefrina

3.2.1 Preparo do in6culo

Os 30 isolados de SE testados foram reativados em 3 mL de BHI e incubados a
37°C£1°C por 24h. Apés, foram semeados em Tryptone Soya Agar (TSA, OXOID,
Inglaterra) e incubados por 24h a 37°C+1°C. A partir do TSA as cepas foram inoculadas
em 3 mL de caldo Tryptic Soy Broth without Dextrose (TSB, BD, Franga) e incubadas
por 24 horas a 37°C+1°C. Posteriormente, foi realizada a diluicdo da suspensdo
bacteriana em 5 mL de caldo TSB, de modo que a turvacao correspondesse a escala 1 de
McFarland (intervalo de 0,224 a 0,300 em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 620nm) (SP-22, Biospectro, Brasil).

3.2.2 Preparo da solucédo estoque de epinefrina (EPI) e norepinefrina (NOR)

Para o teste de estimulacdo da formacdo de biofilme, ambas Norepinefrina ((z)-
Norepinephrine (+)-bitartrate salt, A0937, Sigma-Aldrich, Alemanha) e Epinefrina
(Epinephrine Bitartrate, PHR1509, Sigma-Aldrich, Alemanha), foram preparadas em
uma concentracdo estoque de 5 mM (FREESTONE et. al, 1999). A reconstituicdo foi
realizada com agua destilada estéril e a esterilizacdo foi realizada com filtro de 0,22 um
(K18-230, Kasvi, Brasil). A norepinefrina que é fotossensivel, altamente oxidadativa e
apresenta meia-vida curta, foi utilizada nas concentra¢des de 50 e 100 uM (BEARSON
et al. 2010). A epinefrina também foi utilizada em duas concentragcdes (50 uM e 100
HUM) (BEARSON; BEARSON 2008; KARAVOLOS et al. 2008).

3.2.3 Ensaio de formacdo de biofilme e estimulacdo em placa de poliestireno

A metodologia utilizada para o teste de formacdo de biofilmes em placa de
poliestireno foi adaptada de Stepanovic et al. (2007). Apos o ajuste das turvacdes foram
inoculados 200 uL de cada suspensdo bacteriana, em triplicata, em placa de poliestireno

de 96 pocos com fundo chato (K12-096, Kasvi, Brasil). As cepas foram incubadas na
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presenca de epinefrina e norepinefrina em duas concentragdes testadas. Para a
concentracéo final de 50 uM, foram pipetados 2 pL de norepinefrina a partir da solugéo
mae e o procedimento foi repetido para a epinefrina. Ja para a concentracao final de 100
MM, foram pipetados 4 pL de norepinefrina e o procedimento foi repetido para a
epinefrina. Como controle positivo, foi utilizada uma cepa de Salmonella Typhimurium
(ATCC 17025) e como controle negativo o caldo TSB sem inoculo em triplicata. As
cepas também foram incubadas sem a presenca de epinefrina e norepinefrina, ou seja,
sem estimulo. As placas foram incubadas em duas temperaturas distintas. A temperatura
de 12°C+1°C, que é a temperatura praticada na sala de cortes segundo a legislacdo
Brasileira, pois no processo de abate das aves, 0s lotes positivos podem contaminar a
planta frigorifica, disseminando a salmonela dentro dos seus diversos ambientes
inclusive na sala de cortes. Neste local as salmonelas encontram um microambiente
favoravel para a adesdo, quer seja pelo desgaste das placas de corte devido ao uso
intenso e ou mesmo pelos depositos de sobras de alimentos provenientes do
processamento da carcaga. Em matadouros-frigorificos de aves que realizam cortes e/ou
desossa, a temperatura dessa sala deve ser de no maximo 12°C (BRASIL, 1998). A
outra temperatura analisada foi a de 25°C+1°C que é citada como temperatura ambiente,
sendo assim, temperatura de manipulacdo de produtos alimenticios acabados, nas
condicdes domésticas ou de demais setores que manipulam estes alimentos. Todas as

placas foram incubadas pelo periodo de 24 horas.

3.2.4 Coloracdo das placas de poliestireno

Apos o periodo de incubacdo, procedeu-se a coloragcdo da placa de poliestireno,
onde a suspensdo bacteriana foi aspirada e descartada. Foi realizada lavagem da placa
por trés vezes com 250 pL de solucdo salina 0,9% estéril. Apds, a placa foi levemente
seca. A fixacdo das células bacterianas ocorreu com a adicdo 200 pL de metanol.
(Nuclear, Brasil) em cada poco durante 20 minutos. Em seguida foi feita a remocao do
metanol e a secagem das placas. Realizou-se 0 processo de coloracdo das placas com
200 pL de solucdo de cristal violeta de Hucker 2% (MediQuimica, Brasil) durante 15
minutos, seguido de lavagem das placas em agua corrente. Apds a secagem, procedeu-
se a leitura, adicionando-se 200 pL de &cido acético glacial 33% (Exodo Cientifica,

Brasil) em todos 0s pocos.
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3.2.5 Interpretacdo dos resultados

A leitura da absorbancia das placas foi realizada em espectrofotdometro (ELX800,
Biotek, EUA) a 550 nm de comprimento de onda. O valor da absorbancia de cada cepa
(DOa) foi obtido através da média aritmética dos valores dos trés pogos da triplicata. O
ponto de corte considerado foi de trés desvios acima da média da absorbancia do
controle negativo (DOn). Para determinar o grau de aderéncia foi utilizada a seguinte
classificagdo: ndo aderente: DOa < DOn, fracamente aderente: DOn < DOa < 2.DOn,
moderadamente aderente: 2.DOn < DOa < 4.DOn, fortemente aderente: 4.DOn < DOa
(STEPANOVIC et al., 2007).

3.3 Pesquisa de genes associados a formacao de biofilmes.

Para a pesquisa dos genes envolvidos na formacao de biofilmes foram utilizadas
as 30 cepas descritas na Tabela 1. O DNA das cepas de S. Enteritidis testadas foi
extraido pela metodologia de termo extracdo segundo Borsoi el al. (2009) a partir de 3
mL de caldo BHI overnight inoculado com a cultura bacteriana. A Tabela 2 apresenta 0s
genes pesquisados, a sequéncia dos primers utilizada (DNA express Biotecnologia Ltda,

Brasil) e o tamanho dos seus amplicons.

Tabela 2 - Genes alvos, sequéncia de primers utilizados, tamanho dos amplicons (pb) e
trabalhos de referéncia utilizados para os protocolos de amplificacao.

Gene Sequéncia dos primers Tamanho do Referéncia
alvo (5°23) amplicon (pb)
csaD F: TGC GGACTC GGT GCT GTT GT 123 Oliveira et
g R: CAG GAA CAC GTG GTC AGC GG al, 2014
adrA F: GGG CGG CGA AAG CCC TTG AT 92 Oliveira et
R: GCC CAT CAG CGC GAT CCACA al, 2014
fimA F: CCT TTC TCC ATC GTC CTG AA 85 Cohen et
R: TGG TGT TAT CTG CCT GAC CA al.,1996

Como controles positivos, foram utilizadas uma cepa de Salmonella Enteritidis
(ATCC 13076) e uma cepa de Salmonella Typhimurium (ATCC 14028). Também se
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utilizou um controle negativo da reagdo composto somente por mix de reagentes (sem
presenca de DNA).

Para a realizacdo das reacdes de amplificacGes para a pesquisa do gene csgD, foi
preparado um mix de reagentes composto de: agua ultra pura; Tampdo 10X, MgCI2
50mM; mix de dNTP a 2,5 mM, Primer Forward e Reverse na concentragédo de 20
pmol/uL cada; 5U/puL de Tag DNA Polimerase (Taq Platinum, Invitrogen, EUA). O
volume final de cada reacdo foi de 25 puL. A reacdo de amplificacdo foi realizada em
termociclador (Thermal Cycler-2720, Applied Biosystems, EUA). O protocolo utilizado
para amplificacdo dos fragmentos foi: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, apés
35 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi a 72°C por 4
minutos. Para o gene adrA foi utilizado o mesmo protocolo de preparagdo do mix e
amplificacdo descrito para o gene csgD.

Para o gene fimA, a realizacdo das reacfes de amplificacGes seguiu o seguinte
protocolo: agua ultra pura; Tampédo 10X, MgCI2 50mM; mix de dNTP a 2,0 mM, 20
pmol/uL de cada primer; 0,65U/uL de Taqg DNA Polimerase. O volume final de cada
reacdo foi de 25 pL. A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador. O
protocolo usado para amplificacdo dos fragmentos foi: desnaturacéo inicial a 94°C por 1
minuto, apds 25 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 658°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi a 72°C por 5
minutos.

Os produtos das amplificacdes foram analisados através da eletroforese em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio. A leitura do gel foi realizada em

transluminador de luz ultravioleta.

3.4 Analises estatisticas

A analise estatistica descritiva foi utilizada para determinar o agrupamento das
cepas conforme o perfil formacédo de biofilme (formador e ndo formador). O teste ndo-
paramétrico de McNemar foi utilizado para avaliar as diferencas entre as frequéncias de
perfil (ndo formacdo e formacdo de biofilme). O programa PASW Statistics 18 foi

utilizado para as analises, adotando-se como referéncia o nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Formacao de biofilme por Salmonella Enteritidis

4.1.1 Ensaios realizados a temperatura de 12°C+1°C

Quando as placas foram incubadas a temperatura de 12°C+1°C ndo se
evidenciaram cepas moderada ou fortemente aderentes a superficie analisada em
nenhum dos tratamentos realizados. Entre as cepas que formaram biofilmes, todas
foram classificadas como fracamente aderentes. A propor¢do de cepas formadoras de
biofilme a 12°C+1°C foi significativamente maior (p<0,05) no tratamento que utilizou a
norepinefrina a 100 uM em comparagdo com a auséncia de estimulo ou com estimulos
de epinefrina a 50 UM e 100 pM, bem como com a noreprinefrina a 50 uM (Tabela 3).

No trabalho prévio realizado por Borges (2016) dos 30 isolados de S. Enteritidis
pesquisados 14 foram aderentes na superficie de poliestireno analisada na temperatura
de 12°C£1°C. Ja no presente trabalho, apenas 04 isolados foram formadores de
biofilme, mostrando uma reducdo de 47% para 13% de cepas aderentes nas condicdes

analisadas.

Tabela 3 — Frequéncia absoluta dos isolados formadores e ndo formadores de biofilme a
12°C+1°C nos tratamentos realizados

Tratamento Isolados Isolados Aderentes Isolados Nédo Aderentes
Sem estimulo 30 042 26°
EPI 50 uM 30 02° 28°
EPI 100 uM 30 06° 24°
NOR 50 uM 30 02° 28°
NOR 100 pM 30 12° 18°

Legenda: letras diferentes na mesma coluna indicam que h& diferenca estatistica (p<0,05). EPI:
Epinefrina; NOR: Norepinefrina

A Tabela 4 apresenta os resultados em percentual das cepas formadoras de
biofilme na temperatura de 12°C+1°C nos tratamentos utilizando catecolaminas e no
ensaio sem estimulo e conforme a origem de isolamento.

Né&o se evidenciou nenhum isolado fortemente aderente a superficie analisada em
nenhum dos ensaios realizados na temperatura de 25°C+1°C. Dentre os 30 isolados,

apenas quatro ndo formaram biofilme em nenhum dos tratamentos.
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Tabela 4 — Frequéncia relativa (%) e absoluta (n/N) de cepas de Salmonella Enteritidis
formadoras de biofilme a 12°Cx1°C sob diferentes tratamentos e
classificadas de acordo com a origem.

Origem §em EPI EPI NOR NOR
estimulo 50 uM 100 uM 50 uM 100 uM
Carne de frango 0 0 0 0 0
Pintos de 01 dia 20 (2/10) 20 (2/10) 50 (5/10) 20 (2/10) 60 (6/10)
Suabe de arrasto 0 0 0 0 43 (3/7)
Surto de salmonelose 25 (2/8) 0 13 (1/8) 0 38 (3/8)

Legenda: EPI: Epinefrina; NOR: Norepinefrina.

4.1.2 Ensaios realizados a temperatura de 25°C+1°C

Né&o se evidenciou nenhum isolado fortemente aderente a superficie analisada em
nenhum dos ensaios realizados a temperatura de 25°C+1°C. Dentre as 30 cepas, apenas
quatro ndo formaram biofilme em nenhum dos tratamentos realizados.

A proporcao de cepas ndo formadoras e formadoras de biofilme a 25°C+1°C nao
apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os cinco tratamentos realizados. Na

Tabela 5 sdo apresentados os resultados dos ensaios a 25°C+1°C.

Tabela 5 - Frequéncia absoluta dos isolados formadores e ndo formadores de biofilme a
25°C£1°C nos tratamentos realizados

Tratamento Isolados Isolados Aderentes Isolados Ndo Aderentes
Sem estimulo 30 24° 06°
EPI 50 uM 30 25° 05°
EPI 100 uM 30 24° 06°
NOR 50 uM 30 23° 07?
NOR 100 uM 30 25° 05?

Legenda: letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatistica (P<0,05). EPI:
Epinefrina; NOR: Norepinefrina.

Na Tabela 6 estdo descritas as frequéncias de cepas formadoras de biofilme na

temperatura de 25°C de acordo com a origem do isolado.
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Tabela 6 - Frequéncia relativa (%) e absoluta (n/N) de cepas de Salmonella Enteritidis
formadoras (fraca e moderadamente) de biofilme a 25°C£1°C nos diferentes
tratamentos e classificadas de acordo com a origem

Oricem Sem EPI EPI NOR NOR
9 estimulo 50uM ~ 100uM  50uM 100 uM
Carne de frango 80 (4/5) 80 (4/5) 80 (4/5) 80 (4/5) 80 (4/5)

Pintos de 01 dia 80 (8/10) 90 (9/10) 90(9/10) 90 (9/10) 90 (9/10)
Suabe de arrasto 57 (417) 57 (417) 43 (3/7) 43 (3/7) 71 (5/7)

Surto de salmonelose 100 (8/8) 100 (8/8) 100 (8/8) 100 (8/8) 100 (8/8)
Legenda: EPI: Epinefrina ; NOR: Norepinefrina.

Ao compararmos 0S ensaios nas duas temperaturas testadas (12°C e 25°C), a
proporcdo de cepas ndo formadoras e formadoras de biofilme apresentou diferenca
significativa (p<0,05). A 25°C houve maior numero de isolados formadores de
biofilmes nos cinco tratamentos avaliados, quando comparado aos ensaios a 12°C. Com
relacdo a origem de isolamento das cepas, ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
quanto a producéo de biofilme.

O Apéndice A apresenta os resultados individuais de todas as cepas analisadas no

presente trabalho.

4.2 Genes associados a formacao de biofilmes

Trés genes (csgD, adrA e fimA) participantes do processo de formacao de biofilme
em Salmonella foram avaliados. Todos os isolados testados apresentaram pesquisados

independentemente da origem do isolamento.
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5 DISCUSSAO

A capacidade da Salmonella de formar comunidades associadas complexas em
superficies, chamadas biofilmes, contribui para a sua resisténcia e persisténcia tanto em
ambientes hospedeiros como nao hospedeiros e é especialmente importante em plantas
processadoras de alimentos (STEENACKERS et al., 2012). A presenca de biofilmes é
comum na industria de alimentos, onde grande quantidade de nutrientes esta
disponibilizada aos microrganismos (ANDRADE, 2008). A metodologia proposta por
Stepanovic et al. (2007) e utilizada no presente trabalho, mostrou-se adequada para
avaliacdo da capacidade de formar biofilmes em cepas de Salmonella Enteritidis. O
método da placa de microtitulacdo utilizado por diferentes pesquisadores (STURGILL
et al. 2004, RIJAVEC et. al. 2008). Entretanto, Pompermayer e Gaylarde (2000)
relatam que uma limitagdo deste método é o fato de que culturas monoespécie podem
ndo se comportar como a populacdo mista que geralmente é encontrada em condic6es
naturais.

Ao compararmos o trabalho realizado por Borges (2016) onde, dos 30 isolados de
SE pesquisados, 14 apresentaram formacéo de biofilme quando incubados a 12°C+1°C
ao presente trabalho, onde dos 30 isolados, 04 foram formadores de biofilme,
constatamos uma reducdo de 47% para 13% de cepas aderentes nas condicOes
analisadas (sem nenhum estimulo). Sugere-se que a diferenca nos resultados seja devido
as marcas de meios de cultura utilizados e ao material (placas de poliestireno) utilizado
para determinar o ensaio de formacéao de biofilme.

Os neurotransmissores epinefrina e norepinefrina sdo liberados pelo sistema
nervoso simpatico e podem atuar como moléculas sinalizadoras para ativar ou reprimir a
expressdo génica em microorganismos, pois possuem a mesma via de sinalizacao
bacteriana chamada de Al-3 (MOREIRA et al., 2010; PULLINGER et al., 2010).
Estudos conduzidos por Moreira et al. (2006) indicaram que o sistema de Quorum
sensing Al-3 /adrenalina /noradrenalina tem sido implicado na formacédo de biofilme em
E. coli enteropatogénica (EPEC). Em cepas de Salmonella Typhimurium, as
catecolaminas podem estimular o crescimento bacteriano por dois mecanismos: através
de um sinal de deteccdo do quorum sensing ou na disponibilidade de ferro (BEARSON
et al., 2008). As cepas analisadas no presente trabalho apresentaram uma maior
formacdo de biofilme quando se utiliza a concentracdo de 100 uM de norepinefrina a

12°C quando comparadas as cepas testadas sem estimulo e a menor concentracdo de
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norepinefrina (50 uM), bem como com a utilizagdo de epinefrina. Com os resultados
obtidos pode-se sugerir que a presenca de norepinefrina nas condigdes estudadas esté
associada a uma maior formagéo de biofilme na temperatura de 12°C. Freestone et al.
(2007) citam que a epinefrina apresenta um menor potencial de indugdo de crescimento
bacteriano que a norepinefrina para cepas de S. enterica e em E. coli. J& outros autores
possuem relatos conflitantes sobre a capacidade de alguma catecolamina especifica em
afetar o crescimento bacteriano (BELAY; SONNENFELD, 2002; BELAY et al., 2003).
A resposta bacteriana as catecolaminas é fortemente dependente da concentracdo dos
hormdnios aos quais as bactérias foram expostas (LYTE; ERNST, 1992; FREESTONE
et al., 2002).

Durante o processo de criagcdo e transporte das aves, o fator estresse pode estar
presente, seja em situagdes de frio ou calor, bem como em condicdes deficientes de
manejo. Nestas situacdes ha a liberacdo das catecolaminas nas aves. Tendo em vista que
esses neurotransmissores mimetizam o receptor Al-3 em bactérias Gram-negativas, tais
condicdes podem estimular a multiplicacdo bacteriana especialmente de Salmonella, em
lotes positivos. Methner et al.(2008) demonstraram que o pré-tratamento de animais
com norepinefrina aumentou significativamente a colonizacdo e a disseminacao
sistémica de S. enterica em modelos de infecgdo com camundongos e galinhas.

Foi observada uma maior frequéncia de aderéncia das cepas testadas a 25°C
quando comparada a formacéo de biofilmes a 12°C, independentemente do tratamento
realizado no presente trabalho. De acordo com o estudo apresentado por Borges et al.
(2016), que avaliou a formacao de biofilme em 70 cepas de S. Enteritidis, 60% delas
produziram biofilme a 12°C e 70% foram produtoras a 37°C. Cabarkapa et al. (2015)
avaliaram a formacdo de biofilme em 14 isolados de S. Enteritidis a 25°C e observaram
que todos apresentaram capacidade de adesdo, em menor ou maior grau. Da mesma
forma, Stepanovik et al. (2003) também observaram uma maior taxa de adesdo em
amostras de S. Enteritidis e S. Typhimurium incubadas a 22°C, quando comparado as
temperaturas de 30°C e 37°C analisadas. Contudo, esses autores ndo avaliaram a
influéncia das catecolaminas sobre a formacéo de biofilme.

No presente trabalho, foi detectada a presenca dos trés genes pesquisados (csgD,
adrA e fimA) nas 30 cepas de S. Enteritidis analisadas. Contudo, nem todas as cepas
apresentaram formacdo de biofilme nos ensaios realizados em placas de poliestireno.
Pode-se sugerir que a auséncia de formagdo de biofilmes, mesmo na presenca dos

genes, seja pelo fato de que o processo de formagéo de biofilme em Salmonella tenha
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influéncia de outras condi¢des, como a temperatura de incubagdo bem como a ativagao
e a expressdo desses e de outros genes. No trabalho de Liu et al. (2014) também foi
encontrado 100% de frequéncia para os genes csgD e adrA pesquisados em 133
amostras de S. Enterica serovar 1,4,[5],12:i:-.

Castelijn et al. (2012) estudaram a relacdo de formacdo de biofilme de acordo
com a origem do isolado e os meios utilizados no ensaio (caldo TSB e caldo TSB
diluido 20 vezes) em 51 isolados de S. Typhimurium incubados a 25°C e a 37°C. Os
resultados indicaram que o comportamento de formacdo de biofilme é influenciado
pelas condigBes ambientais e é associado & origem das cepas. Isolados clinicos, de
surtos e de retalhos de produtos mostraram formacéo de biofilme em ambos os meios
nas duas temperaturas. Contudo, isolados industriais mostraram apenas formacao de
biofilme em um dos meios utilizados (caldo TSB diluido 20 vezes) e a 25°C. Para
avaliar a influéncia da fonte de isolamento das cepas quanto a producdo de biofilme,
seria necessario aumentar o numero de isolados para os diferentes grupos de origens
analisados.

Estudos que abordam a influéncia das catecolaminas sobre a formacao de biofilme
também vém sendo realizados em medicina humana (FRANK; PATEL, 2007; LYTE et
al. 2003; SANDRINI et al. 2014). A maioria dos estudos tem énfase na formacéo de
biofilmes em ambientes hospitalares e nos sinais que o corpo humano produz e que
possuem um grande impacto no fendtipo bacteriano. Um desses sinais sdo 0s horménios
liberados durante o estresse, como as catecolaminas produzidas endogenamente, as
quais sdo também utilizadas terapeuticamente como inotropicos em humanos.

A abordagem realizada no presente trabalho € precursora no ambito da medicina
veterinaria com enfoque em salde publica e em sanidade avicola, pois avaliou a
influéncia das catecolaminas sobre formacao de biofilme com Salmonella Enteritidis,
um patégeno de importancia em sanidade avicola e com potencial zoondtico. A
sequéncia do presente trabalho pode ser realizada com a analise da influéncia das
catecolaminas no crescimento das cepas de S. Enteritidis. Com relacdo aos genes
envolvidos na formacdo de biofilme, outra opc¢do seria a analise da transcricdo génica,
com o objetivo de determinar o nimero de transcritos dos isolados quando cultivados na

presenca das catecolaminas.
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6 CONCLUSAO

o N&o houve interferéncia das catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) nos
ensaios de formacdo de biofilme a temperatura de 25°C nas concentracdes
utilizadas.

o Todas as cepas avaliadas no presente trabalho apresentaram os trés genes (csgD,

adrA e fimA) associados a formagéo de biofilme pesquisados.
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APENDICE A — Resultados da formagcao de biofilme dos isolados de Salmonella
Enteritidis utilizados no trabalho

Temperatura 12°C Temperatura 25°C

Cepa Sem EPI EPI NOR NOR Sem EPI EPI NOR NOR
estimulo 50uM 100pM  50puM  100puM estimulo 50puM  100pM  50puM  100uM

35 N N N N N F F F F F

36 N N N N N F F F F F
169 N N N N N N N N N N
170 N N N N N F F F F F
179 N N N N N F F F F F
194 N N N N N F F F F F
200 N N N N N F F F F F
206 N N N N F F F F F F
207 N N N N N N F F F F
211 N N N N N N N N N N
217 N N N N N F F F F F
218 N N N N F F F F F F
221 N N N N F F F F F F
222 N N N N N F F F F F
226 N N F N F F F F F F
227 F F F F F N N N N N
229 N N F N F N N N N N
235 N N F N F N F F N N
237 N N N N N F F F N F
239 F F F F F F F F F F
241 N N N N N F F F F F
242 N N N N F F F F F F
277 N N N N F F F F F F
285 F N F N F F F F F F
287 F N N N F F F F F F
288 N N N N N F F F F F
292 N N N N N F F F F F
294 N N N N N F F F F F
345 N N N N N F F F F F
350 N N N N N F F F F F

Legenda: N: ndo formadora de biofilme; F: formadora de biofilme; NOR: Norepinefrina; EPI: Epinefrina



