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Avaliacao da influéncia da norepinefrina no crescimento e adesao de Salmonella Heidelberg
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Salmonella spp. consiste em um dos principais agentes causadores de doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo, inclusive no Brasil*?3. S. Heidelberg tem se
destacado recentemente no cendrio nacional como um dos principais sorovares isolados de fontes avicolas, especialmente na regidao sul do Brasil®. Para sobreviver fora do
hospedeiro, as cepas de Salmonella sdo capazes de se aderirem em diferentes superficies e formarem biofilmes®. A comunicacdo entre os microrganismos que compd&e um
biofilme é denominada de quorum sensing (QS). Este sistema de comunicacdo é baseado na secrecdo de substancias chamadas de “auto-indutores” (Al)°. O Al-3 é inibido
por antagonistas dos receptores adrenérgicos, sugerindo que esta molécula possui estrutura semelhante as catecolaminas. Desta forma, a presenca de noradrenalina ou
epinefrina poderia servir como um sinal de QS’. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de duas concentracdes de norepinefrina no crescimento e
na adesao de Salmonella Heidelberg a 12°C e a 25°C de fontes avicolas em 2017.
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L-’_tnp 20 cepas de S. Heidelberg isoladas de fontes avicolas em 2017 adigao de 200uL de cada cepa para cada tratamento
< (em triplicata)

Avaliacao do Crescimento Bacteriano

diluicdo seriada adicdo de 1mL de in6culo para
[y ) [y cada tratamento
incubagao incubacdo | | |
37°C- 24h 37°C-3h :
> n) » 3 1) RPMI
o ) ) o ' 2) RPMI + Noradrenalina 100uM
estoque -80°C reativagao em inoculacao de 3 solucdo bacteriana inéculo i )
(BHI + glicerol) caldo BHI semeaduraemXLD  \50i0¢ em 10 mL BHI 106 UFC/mL 102 UFC/mL ' 3) RPMI + Noradrenalina 250uM
S o AAMSSASS
incubacao a 12°C e a 25°C A & & e
por 16h - Controle negativo do ensaio (RPMI sem in6culo)
P = . - Controle positivo do teste (cepa padréao
Avaliacdo da Adesdo Bacteriana P (cepa padrao)
- comparacgao das médias da DO do crescimento
fmy _ I ’1
incubagao
37°C-3h : . "
leitura da densidade 6ptica
» (DO) em leitor de ELISA
. - - - comparacao das médias da DO da adeséao
estoque -80°C inoculagdo em TSB ajuste da turbidez - classificagdo em formadora ou n&o formadora de biofilme
(BHI + glicerol) sem glicose Escala 1 Mc Farland
incubacdo : N adicao 200uL de cada mocubagao ? 1) Remogdo do conteudo
37°C - 24h , cepa para cada tratamento ... 12°Cea25°C
By J (em triplicata) por 24h 2) Lavagem da placa por 3x com solugdo salina 0,9% estéril
» \oo5 o 1) TSB !
\ TN | ) | 3) Fixagdo com metanol por 20 min
reativacdo em semeadura em TSA espectofotdmetro 620 nm: : 2) TSB + Noradrenalina 100uM i - 4) Solugo cristal violeta de Hucker 2% por 15 min
caldo BHI inéculo 0,224 a 0,300 3) TSB + Noradrenalina 250uM 5) Lavagem das placas em dgua corrente
o 6) Adigdo de acido acético glacial 33%

Tabela 1. Densidade dptica para avaliacao do crescimento de S. Heidelberg: Tabela 2. Densidade 6ptica para avaliagao da adesao de S. Heidelberg: Tabela 3. Classificacao quanto a producao de biofilme:
Trat - Média + Desvio padrao Média + Desvio padrao Trat - Média * Desvio padrao Média * Desvio padrao Total de cepas Total de cepas
ratamento (12°C) (25°C) ratamento (12°C) (25°C) Tratamento produtoras de produtoras de
RPMI 0,181230 £ 0,092545%A  0,44871 + 0,04287%* TSB 0,15855 + 0,003566  0,17810 % 0,07931*® biofilme a 12°C (%) _biofilme a 25°C (%)

TSB 0 6 (30

NOR 100uL  0,181438 + 0,108368** 0,44356 + 0,004394%B NOR 100pL  0,15380 + 0,004864%* 0,17535 + 0,009967%B (30)

NOR 100puL 0 1(15

NOR 250uL  0,182035 +0,112326%** 0,43143 + 0,04789%8 NOR 250uL  0,15275 + 0,004613%* 0,17835 + 0,10881%8 H (15)

NOR 250uL 0 1 (5)

o O estimulo com noradrenalina nao resultou em um aumento no crescimento ou da adesao das cepas de S. Heidelberg,
independentemente da concentracao utilizada.

. -Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca

o Conforme o esperado, a temperatura influenciou o crescimento, a adesao e a formacao de biofilmes. Observou-se que a  : estatistica (p <0,05) entre os tratamentos, na mesma temperatura.

. -Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca :

temperatura de 25°C favoreceu tanto o crescimento quanto a adesao bacteriana em relacao a temperatura de 12°C.  estatistica (p <0,05) entre as temperaturas, dentro do mesmo tratamento.

A estimulacao com norepinefrina nao influenciou no crescimento e na adesao das cepas de S. Heidelberg, independentemente da concentracao utilizada da catecolamina e
da temperatura de incubacao de 122C e 252C.
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