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RESUMO

Os ovos séo importantes fontes de nutrientes para a alimentagdo humana.
Entretanto, muitos casos de surtos alimentares causados por ingestdo e posterior
infeccdo por Salmonella spp. tém como origem o0 consumo de o0OvOS crus
contaminados e de seus derivados. A principal espécie envolvida € a Salmonella
Enteritidis. Tendo em vista a segurangca do consumidor, pesquisadores vém
utilizando os bacteriéfagos como ferramenta de biocontrole em alimentos, com o
intuito de eliminar ou reduzir cargas bacterianas. Portanto esta pesquisa consistira
em avaliar a capacidade dos bacteri6fagos em reduzir ou eliminar a bactéria
Salmonella Enteritidis de ovos comerciais. Os bacteriéfagos foram isolados de fezes
de aves de criacdo intensiva de propriedades da regido de Vigcosa-Minas Gerais,
utilizando Salmonella Enteritidis como hospedeiro, através da técnica descrita por
Atterbury et al. (2005). Foram selecionados oito bacteriéfagos para uso como
biocontrole em ovos. Os bacteriéfagos selecionados foram avaliados quanto a
especificidade em relacdo a varias estirpes de microrganismo, morfologia e atividade
sobre Salmonella Enteritidis em meio de cultivo. Foram isolados bacteriéfagos de
Salmonella Enteritidis em nove amostras de fezes de aves que atingiram
concentracdes de 10™ a 10" UFP/mL apds propagacdo. Os oito bacteriéfagos
selecionados apresentaram atividade sobre seis estirpes de Salmonella enterica. Em
relacdo a morfologia, todos apresentaram cabeca icosaédrica e pequenas caudas o
que indica serem da ordem Caudovirales e da familia Podoviridae. O efeito dos
bacteriéfagos sobre a contagem de Salmonella Enteritidis in vitro em meio de cultura
foi dependente da concentracéo de bacteridfago utilizada. A maior reducéo de UFC

viaveis de Salmonella Enteritidis foi obtida nos cultivos adicionados da mistura de



bacteriéfagos na concentracéo inicial de 10> UFP/mL a 25 . Obteve-se melhor
resultado na reducédo de Salmonella spp. Na casca dos ovos, incubados a 25 T,
aoutilizar a mistura de bacteri6fagos na concentracdo de 10'°. Portanto, os
bacteriéfagos apresentam potencial de utilizagcdo como tecnologia complementar no

controle de Salmonella Enteritidis. na casca dos ovos de consumo.

Palavras-chave: bacteriéfago, Salmonella Enteritidis, ovo.



ABSTRACT

Eggs are important sources of nutrients for human consumption. However,
many cases of outbreaks caused by food intake and subsequent infection by
Salmonella spp. originate in the consumption of contaminated raw eggs and their
derivatives. The main specie involved is Salmonella Enteritidis. Valuing consumer
safety, researchers are using bacteriophages as a biocontrol tool in food, in order to
eliminate or reduce bacterial loads. So this research aim to evaluate the ability of
bacteriophages to reduce or eliminate the bacteria Salmonella Enteritidis in
commercial eggs. Bacteriophages were isolated from poultry faecis on intensive
properties in the region of Vicosa-Minas Gerais,, using Salmonella enteritidis as a
host, using the technique described by Atterbury et al. (2005). Eight bacteriophages
were selected to use as biocontrol in eggs. The selected bacteriophages were
evaluated for their specificity against several strains of bacterias, for their morphology
and for their activity against Salmonella Enteritidis in the culture medium. Salmonella
Enteritidis bacteriophages were isolated from nine hens feaces samples and reached
concentrations from 10* to 10™ PFU/mL after propagation and purification. The eight
selected phages showed activity against six strains of Salmonella enterica. About the
bacteriophages morphology, all had icosahedral heads and small tails indicating that
they belong to Caudovirales order and Podoviridae family. The effect of
bacteriophages on Salmonella Enteritidis counting in vitro was dependent on the
concentration of bacteriophage used. The most significative reductions in Salmonella
Enteritidis viable cells in cultures added to bacteriophages pool in the initial
concentration of 10 PFU/mL at 25 €. The reduction of Salmonella spp. In eggs

shell incubated at 25 C, had better results when u sing the bacteriophages pool at



concentration of 10%. So, the bacteriophages have potential to be used as a

complementary technology to control Salmonella Enteritidis in eggs shell.

Key words: bacteriophage, Salmonella Enteritidis, egg.



1 INTRODUCAO

Os ovos correspondem a uma importante fonte de nutrientes, e por
apresentarem precos acessiveis, sao utilizados pela populagcédo brasileira, fazendo
parte de seu habito alimentar. Em sua composi¢cdo encontram-se proteinas, glicidios,
lipidios, minerais e acidos graxos essenciais para os seres humanos. Seu teor de
proteinas de alto valor biolégico assim como de vitamina A sdo pontos atrativos.

Apesar de tantos beneficios, os ovos podem ser veiculadores de patdogenos
para seus consumidores em determinadas situacfes. Seu conteldo rico em
nutrientes, necessarios para o desenvolvimento do embrido, é extremamente
compativel para o crescimento de uma série de microrganismos.

Os agentes etiolégicos de doencas alimentares veiculados por alimentos séo
transtornos a induastria alimenticia, uma vez que o controle da contaminagcdo do
alimento por estes microrganismos patogénicos exige dedicada atencao e medidas
preventivas de higiene.

O principal microrganismo associado a surtos de doenca ligada ao consumo
ovos € a bactéria Salmonella Enteritidis. Esta pode ser transmitida ao ovo por via
vertical, antes de sua postura, ou pode penetrar nos ovos apds a sua postura, caso
seja removida ou alterada alguma das suas barreiras naturais.

A obtencdo de alimentos mais seguros € uma exigéncia do mercado atual,
principalmente pelo reconhecimento do significante impacto que esta doenca causa
e de custos econbmicos para a sociedade e para a agroindustria.

Os bacteriofagos vém sendo estudados, por muitos anos, como ferramenta de

biocontrole e recentemente tém sido usados para o controle bacteriolégico de
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alimentos a fim de ampliar a conservacgéo e a inocuidade alimenticia, protegendo a
saude dos consumidores.

Por serem virus especificos para bactérias 0 seu uso seria uma adequada
maneira de reduzir a carga de bactérias patogénicas, que podem estar presentes em
ovos, como a Salmonella spp.

Além de uma rpida acdo bactericida, os bacteriéfagos nao interferem na
microbiota natural do alimento, ndo causam alteracdes sensoriais, ndo poluem o
ambiente e sdo completamente inofensivos ao ser humano e aos animais.

Portanto o objetivo desta pesquisa foi de avaliar a atividade dos bacteriéfagos
como biocontrole em ovos de galinhas (Gallus gallus) para o consumo contra a

Salmonella Entiritidis.



2 OBJETIVOS

2.10BJETIVOS GERAIS

Biocontrole de Salmonella Enteritidis em ovos pelo uso de bacteriéfagos.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a bk~ LN

Isolar e purificar os bacteri6fagos especificos para a Salmonella Enteritidis
a partir de fezes de galinhas poedeiras;

Titular os bacteriofagos isolados;

Avaliar a especificidade dos bacteriéfagos isolados;

Avaliar a morfologia doa bacteriéfagos isolados;

Avaliar a eficacia da atividade litica in vitro dos bacteriéfagos frente a
Salmonella Enteritidis;

Avaliar a capacidade de contaminacdo e penetracdo da Salmonella
Enteritidis nos ovos;

Avaliar a possibilidade de uso dos bacteriéfagos isolados como ferramenta

de biocontrole em ovos, para manter sua inocuidade.



3 JUSTIFICATIVA

Ha necessidade de se desenvolver novas formas de combate a Salmonella
Enteritidis, uma vez que esta bactéria coloniza assintomaticamente o oviduto de
galinhas poedeiras (contaminando 0s ovos) e o trato gastrointestinal (contaminando
0 0vo a partir das fezes).

O consumo inadequado destes ovos pelo ser humano, de forma crua ou mal
cozida ou a partir de seus derivados, pode levar a infeccado das células intestinais
pela acao da Salmonella spp. causando salmonelose ao consumidor.

A fim de desenvolver uma nova forma de controle desta bactéria,
pesquisadores estdo recorrendo aos bacteriofagos. Estes virus vém sendo
estudados como biocontrole, e a sua utilizacdo, em altas doses, em alimentos tem

se mostrado bastante eficaz ao combate de bactérias patogénicas.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.10VO COMO ALIMENTO

Segundo a Portaria N° 01, de 21 de fevereiro de 1990, referente as Normas
Gerais de Inspecéo de Ovos e Derivados, entende-se pela designagéo “ovo”, como o
ovo de galinha em casca, sendo os demais ovos acompanhados da indicacdo da
espécie de que procede (BRASIL, 1990).

No Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal — RIISPOA, ha citagdo de que os ovos destinados a industrializacdo devem
apresentar a casca livre de sujeira aderente apds a operacédo de lavagem; devem
apresentar o conteudo com qualidade para uso comestivel e a casca deve estar
integra e livre de sujeira aderente e material estranho. Para realizar a verificacdo da
qualidade do ovo se faz necessario o exame de ovoscopia (BRASIL, 1997).

O ovo de galinha é o mais utilizado na alimentacdo humana. Seu peso é de
aproximadamente 50g, sendo 35¢g de clara e 15g de gema. A clara contribui 0 maior
percentual de proteina e vitaminas do complexo B e a gema com a parcela lipidica e
as vitaminas lipossoluveis, além do contetdo de lecitina e fosfolipideos (ORNELLAS,
2001).

Ovos embalados inadequadamente ou expostos a correntes de vento e a
agentes contaminantes, e estocados sob temperatura elevada e baixa umidade tém

alteracdes bioquimicas do albumen mais aceleradas e estdo mais propensos a
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contaminagao por agentes patogénicos, reduzindo sua validade comercial (MOURA
et al., 2008).

4.1.1 Contaminag&do dos ovos por microrganismos

A contaminacdo dos ovos pode ocorrer antes de sua postura, sendo
denominada de transmissao vertical, ou transovariana. Tal contaminacdo pode
ocorrer através do ovario ou oviduto da ave. Os microrganismo localizam-se na
gema do ovo sem necessariamente provocar doenca na ave poedeira (OLIVEIRA;
SILVA, 2000).

Outra forma de contaminacdo pode ocorrer apos a postura, quando o ovo
entra em contato com o meio externo, onde a temperatura é menor que a da ave,
ocorrendo retracdo do conteudo interno, havendo o deslocamento da membrana
interna formando a camara de ar. Neste momento, se 0 ovo estiver em um ambiente
sujo e contaminado, microrganismos podem ser sugados para o interior do ovo a
partir dos poros da casca (MEIJERHOF, 1998).

A destruicdo da cuticula protetora também facilita a entrada de
microrganismos atraveés dos poros da casca (EVANGELISTA, 2005). Tal fato pode
ocorrer devido a lavagem do ovo e, se a temperatura da agua for menor que a do
ovo, bactérias podem ser sugadas para o seu interior. Outra forma de destruicdo da
cuticula é devido ao crescimento de fungos ou enterobactérias (bactérias
proteoliticas) na casca, facilitando assim a penetracdo de outros microrganismos
(APHA, 2001; BEZERRA, 1995; EVANGELISTA, 2005; JAY, 2005). Wang e Slavik
(1998) descobriram que a destrui¢cao da cuticula do ovo também pode ocorrer devido
a utilizacéo de diferentes tipos de produtos quimicos.

A presenca de rachaduras na casca, mesmo que microscopicas, também
favorecem a penetracao de microrganismos (TODD, 1996).

O tempo, a umidade e a temperatura de armazenagem sao fatores
fundamentais para que as bactérias, principalmente a Salmonella spp., migrem para
o interior do ovo (JAY, 2005; SILVA, 1995). Jay (2005) descreveu que a umidade
alta favorece a multiplicacdo de microrganismos e promove a dilatacdo dos poros da

casca.
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Durante 0 armazenamento ocorrem trocas gasosas entre 0 ovo e 0 ambiente,
com isso a clara perde agua e dioxido de carbono alterando o seu pH de 7,6 até 9,7,
tal fato promove a descentralizacdo da gema que pode entrar em contato direto com
a casca, facilitando a penetracédo de microrganismo (JAY, 2005).
As mudancas fisicas e quimicas na viscosidade da clara e na permeabilidade
da membrana vitelinea, exacerbadas pelo envelhecimento do ovo, permitem a
migracao de bactérias (GAST; HOLT, 2001).

4.1.2 Importancia da qualidade dos ovos

Segundo Peresi et al. (2004) as doencas causadas por bactérias e
transmitidas por alimentos sao prevalentes no Brasil e no mundo, podendo ocorrer
sob a forma de surtos ou individualmente. Franco e Langraf (2008) relataram que
estes surtos constituem preocupacao para industrias alimenticias e para 6rgaos de
Saude Coletiva.

A contaminacdo de alimentos por bactérias representa um sério problema na
producdo de alimentos seguros, onde apenas pequeno percentual das ocorréncias
chega ao conhecimento das instituicbes que investigam estas doencas, o que
prejudica a qualidade da informacéo epidemiolégica (PERESI et al., 2004).

Os ovos tém sido apontados como veiculadores de diversas bactérias,
principalmente do género Salmonella, causando surtos de infeccbes alimentares
(ANDRADE et al., 2004).

4.2 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos
Gram-negativos, ndo formadores de esporos e a maioria das estirpes sdo moveis,
com flagelos peritrigueos. Estas bactérias sdo anaeroObias facultativas, produzem
gas a partir de glicose e sdo capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de

carbono e a maioria das estirpes sao urease negativas (HOLT et al. 1994).
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Esta bactéria possui temperatura 6tima de crescimento entre 35 e 37 T,
sendo a minima em cerca de 5 C e a maxima em 47 € . S&o termossensiveis e
podem ser destruidas a 60 T por 15 a 20 minutos (F ORSYTHE; 2002; FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Estas bactérias se diferenciam das demais Gram-negativas por
crescerem em uma grande diversidade de meios de cultura e produzirem coldnias
perfeitamente visiveis a 37 T por 24 horas (JAY, 2 005).

O género Salmonella foi nomeado em 1885 em homenagem ao médico
veterinario Daniel E. Salmon, do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
da América (USDA), e é composto por 2579 sorotipos, identificados por reacdes
bioquimicas e sorologicas, dos quais, 2.557 pertencem a espécie S. enterica e 22 a
espécie S. bongori (GRIMONT; WEILL, 2007).

A nomenclatura do género Salmonella é complexa, o esquema de
identificag@o mais utilizado & denominado de Kauffman-White, dividindo o género em
tipos sorolégicos (sorotipos) baseado na composicdo de seus antigenos de
superficie somaticos (O), os flagelos (H) e os capsulares (Vi). Segundo este
esquema de classificacdo, o género Salmonella divide-se em duas espécies, S.
enterica e S. bongori. A espécie S. enterica apresenta 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
(TRABULSI; ALTERTHUM; 2008).

A Salmonella spp. esta distribuida na natureza, principalmente na agua, no
trato gastrintestinal dos humanos e dos animais, sendo entre estes os das aves 0
mais importante, seguidas dos suinos, bovinos, equinos, animais silvestres (tanto de
sangue quente, quanto de sangue frio) e animais domiciliares como caes e gatos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; GERMANO; GERMANO, 2001; JAY, 2005). Jay
(2005) considerou a presenca dos insetos como hospedeiros acidentais, sendo um

importante veiculo de transmissao da Salmonella spp. para alimentos e agua.

4.2.1 Transmissdo da Salmonella spp. pelos ovos

A Salmonella spp. é um importante microrganismo envolvido em surtos

alimentares em diversos paises, sendo reconhecida universalmente como causadora
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de doenca (GERMANO; GERMANO, 2001; JAKABI et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2007).

Os principais alimentos incriminados na transmissdo da Salmonella spp. para
o ser humano sé@o os ovos e seus derivados, sendo que a manipulacdo incorreta
destes produtos facilita a sua disseminacdo (AMSON et al., 2006; TEO; OLIVEIRA,
2005). A presenca de Salmonella spp. em alimentos, por sua vez, 0s tornam
improprios para consumo (BRASIL, 2001; MOTTA et al.,, 2000; OLIVEIRA et al.,
2007).

Trabulsi e Alterthum (2008) relataram que os ovos podem ser contaminados
a partir de rachaduras na casca ou através da infecgdo transovariana, que ocorre a
partir do oviduto da ave infectado, geralmente as aves sdo assintomaticas as
infeccbes por Salmonella spp..

Guard-Petter (2001) resumiu a rota de transmissao da Salmonella spp. para o
ser humano em colonizagéo, sobrevivéncia e multiplicacdo do patégeno no ambiente
de criacdo, nas aves e nos ovos.

A estocagem prolongada dos ovos a temperaturas acima de 18 < favorece a
multiplicacdo da bactéria no interior dos ovos, dificultando o controle (JAY, 2005;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Diversos autores estudaram a contaminagao dos
ovos a partir da inoculacdo de Salmonella Enteritidis a fim de verificar o
comportamento da bactéria frente as barreiras naturais de protecdo dos ovos
(BARROS et al., 2001; SCHOENI et al., 1995; BORGES; PINTO; SILVA, 2009;

A ingestdo de pratos preparados a base de ovos crus ou mal cozidos é o
principal fator de risco para a ocorréncia de surtos de infeccdo por Salmonella
Enteritidis (EDUARDO et al., 2004).

Segundo Germano e Germano (2001) apés a ingestdo do alimento infectado,
a Salmonella spp. penetra no epitélio do intestino delgado provocando inflamacéo,
endo o periodo de incubacao de 18 horas, com média entre 12 a 36 horas.

As manifestagdes clinicas agudas foram descritas com a presenca de colicas
abdominais, nauseas, vOmitos, diarréia, cefaléia, calafrios e febre (FORSYTHE,
2002; GERMANO; GERMANO, 2001).
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4.2.2 Padrbes microbioldgicos

Na Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC n°12 de 2/01/2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA, considera-se a necessidade de
constante aperfeicoamento das acbes de controle sanitario na area de alimentos,
visando a protecdo a saude da populacdo e a regulamentacdo dos padrbes
microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2001).

Os critérios e padrdes microbioldgicos para alimentos sédo indispensaveis para
avaliar as Boas Préticas de Produgcdo — BPP de alimentos; a aplicagdo do Sistema
de Analise e Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC; e a qualidade
microbiolégica dos produtos alimenticios, incluindo a elucidacdo de agentes
etiolégicos causadores de doencas transmitidos por alimentos (BRASIL, 2001).

Para Silva Jr (2002) um critério microbiolégico é caracterizado por uma
definicdo dos microrganismo de importancia; dos meétodos analiticos necessarios
para a sua deteccdo e contagem; de um plano de amostragem; do tamanho das
unidades de amostras; e dos estabelecimentos onde foi realizada a coleta das
amostras.

A tolerancia para a amostra indicativa de Salmonella spp deve estar ausente
em 25 gramas no ovo cru integro ou em conserva, gema, clara ou suas misturas

pasteurizadas, resfriadas, congeladas ou em po6 (BRASIL, 2001).

4.3 BACTERIOFAGOS

Bacteri6fagos sdo virus especificos de bactérias, sendo parasitas
intracelulares obrigatorios por falta de metabolismo proprio. S&o extremamente
hospedeiro-especificos, capazes somente de infectar espécies especificas ou até
mesmo grupos dentro de uma mesma espécie (GOODRIDGE; ABEDON, 2003;
HAGENS; LOESSNER, 2007). A especificidade destes bacteriéfagos €, em parte,
mediada por proteinas associadas a cauda que distintivamente reconhecem
moléculas da superficie da bactéria susceptivel (HAGENS; LOESSNER, 2007).
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Em relacdo a morfologia, os bacteriéfagos podem ser classificados como
caudados (binario), isométricos (icosaédricos), helicoidais (filamentados) e
pleomdrficos. Todos os bacteriéfagos caudados possuem o genoma DNA e podem
ser diferenciados nas seguintes familias: Myoviridae (cauda longa contratil),
Siphoviridae (cauda longa ndo contratil) e Podoviridae (cauda curta contratil)
(ABEDON, 2008; KUTTER; SULAKVELIDZE, 2005).

Para os autores supracitados, os bacteriéfagos isométricos possuem tanto o
genoma DNA como o RNA, e estdo presentes nas familias Cystoviridae (RNA),
Microviridae (DNA) e Leviviridae (RNA). Ja os bacteriofagos helicoidais,
representados pela familia Inoviridae, e os pleomorficos possuem em sua maioria, o
genoma DNA.

Os bacteri6fagos conhecidos para a Salmonella enterica sdo os denominados
®X174 pertencentes a familia Microviridae. Mas ja foram identificados outros
bacteriéfagos que parasitam alguns sorotipos desta espécie: o bacteriéfago para o
sorotipo Thiphimurium, que é denominado de P22 e esta presente na familia
Podoviridae, e o bacteriéfago para a o sorotipo Enteritides, denominado de T4 e que
pertence a familia Myoviridae (ABEDON, 2008).

Sua particula viral consiste em uma sequéncia de &acido nucléico, sendo na
maioria das vezes DNA — acido desoxirribonucléico, e em sua minoria RNA — &cido
ribonucléico. Ao redor do genoma de acido nucléico ha um capsideo formado de
proteinas que confere protecdo, adsorcdo eficaz e liberacdo do genoma no
citoplasma bacteriano. Um bacteriéfago € aproximadamente 100 vezes menor que
uma bactéria (GILL; ABEDON, 2003; GOODRIDGE; ABEDON, 2003).

O ciclo de um bacteriéfago é caracterizado basicamente em dois tipos: o
lisogénico e o litico. Os bacteriéfagos sdo quimicamente atraidos pelas bactérias e
em seguida penetram em sua parede celular liberando seu material genético — DNA
ou RNA. No ciclo lisogénico, o material genético permanece no citoplasma, o virus
se comporta morfologicamente como plasmideo, mantendo seu material na bactéria
e continua presente em sua multiplicacdo. No ciclo litico o material genético do
bacteriéfago se associa ao genoma bacteriano e comeca a se replicar no citoplasma
bacteriano, utilizando estruturas da bactéria, e rapidamente forma novos
bacteriéfagos que lisam a parede bacteriana. Para cada bacteriéfago cerca de 100
novos bacteriéfagos sao formados (ABEDON, 2008; GILL; ABEDON, 2003;
GOODRIDGE; ABEDON, 2003). Esse rompimento é facilitado também pelo acimulo
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de enzimas que enfraguecem a parede e a membrana bacteriana, além da presséo
exercida pelo aumento da quantidade de particulas no interior da bactéria
(PELKENON et al., 1992).

Ha um outro ciclo controverso, o pseudolisogénico, onde o bacteriéfago, apos
infectar a bactéria produz uma resposta instavel e ndao produtiva, ndo havendo a
lisogénese. Neste caso o genoma do bacteri6fago € mantido no interior da bactéria
por tempo indeterminado. Acredita-se que isso ocorra devido a falhas na replicacao
do genoma ou por falta de nutrientes para a bactéria hospedeira, fazendo com que o
bacteriéfago ndo consiga retirar energia e substratos para sua replicacdo (ABEDON,
2008)

A descoberta oficial dos bacteriéfagos foi realizada pelo pesquisador do
Instituto Pasteur em Paris Felix d’Herelle em 1915 que deu o nome ao virus de
bacteri6fago (devorador de bactéria). Os primeiros estudos da terapia com
bacteriéfagos iniciaram em 1919, quando este pesquisador utilizou um preparado de
bacteri6fagos em um jovem de 24 anos que estava com disenteria. 24 horas depois
os sinais clinicos haviam melhorado (GOODRIDGE; ABEDON, 2003; SUMMERS?,
1999 apud SULAKVELIDZE et al., 2001).

D’Herelle possuia um laboratério comercial em Paris que produzia cinco tipos
de misturas de bacteri6fagos no inicio de 1900. Nos Estados Unidos, também houve
um laboratorio, coordenado pelo cientista Eli Lilly, que produzia sete tipos de
misturas de bacteriéfagos para fins de biocontrole. Mas na época de 1940 houve a
producdo em massa da penicilina como antimicrobiano, sendo os estudos da
fagoterapia descartados (BASSETT, 2007; HAGENS; LOESSNER, 2007).

Os bacteridfagos sdo os microrganismo mais abundantes no meio ambiente e
estdo presentes em grande numero na agua doce e salgada, solo, fezes, plantas e
em alimentos de vérias origens (ABEDON, 2008; GREER, 2005; HAGENS;
LOESSNER, 2007; HAGENS; OFFERHAUS, 2008). Diversos autores isolaram
bacteriéfagos a partir das fontes supracitadas (ANDREATTI FILHO et al.,, 2007,
CAREY-SMITH et al., 2006; HIGGINS et al., 2008; O'FLYNN et al., 2006).

! SUMMERS, W. C. Felix d'Herelle and the origins of moleccular biology. New Haven: Yale

Univesity Press, 1999. 248p.
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Kutter e Sulakvelize (2005) citaram que os bacteriofagos podem atingir
concentracdes que variam de 10*° a 10*, tendo a funcdo de regular o equilibrio
bacteriologico.

Por possuirem ligacbes quimicas especificas com as bactérias sao
inofensivos para os seres humanos, animais e plantas (STRAUCH et al., 2007).
Estas ligagbes em bactérias Gram-positivas sdo realizadas através de estruturas
presentes na parede celular da bactéria (peptideoglicano, acido teicdico e
lipoteicdico), ja em Gram-negativas a interagdo ocorre por meio do
lipopolissacarideo (LPS) e proteinas de membrana. Estas interacdes sao
responsaveis, em parte, pela especificidade dos bacteriéfagos frente a uma
determinada estirpe ou mesmo um género de bactérias (KUTTER; SULAKVELIDZE,
2005).

Os bacteri6fagos pertencem a microbiota do trato gastrointestinal dos animais
(CALLAWAY, 2007) e do homem, sendo regularmente consumidos com o0s
alimentos e a agua sem causar efeitos adversos. Por isto sdo considerados como
principais agentes contra certas bactérias patogénicas presentes em produtos
alimentares (HAGENS; OFFERHAUS, 2008).

4.3.1 Utilizacdo como biocontrole em alimentos

Segundo Bassett (2007) quase que diariamente uma grande quantidade de
alimentos € contaminada por microrganismos patogénicos capazes de causar
doenca. Devido a este fato se faz necessario a utilizacdo de antimicrobianos
eficazes em produtos alimentares, assegurando que o0s consumidores tenham
acesso a um abastecimento de alimentos seguros.

Esta abordagem € representada através da utilizacdo de bacteriofagos
especificos para bactérias indesejaveis (BIELKE et al., 2007) A extrema
especificidade dos bacteri6fagos os torna ideais para aplicacbes destinadas a
aumentar a seguranca dos alimentos durante o processo de producao (HAGENS;
LOESSNER, 2007).

A especificidade dos bacteriéfagos diminui a chance de mutacdo bacteriana

para resisténcia, mas caso estas venham a desenvolvé-la, os bacteriéfagos
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mutariam para continuar a infestar as bactérias, pois necessitam de seu hospedeiro
para sobreviverem, portanto a sua mutagcdo concomitante a da bactéria é crucial
(ABEDON, 2008; BASSET, 2007). Para Atterbury et al. (2007) e Kocharunchitt, Ross
e McNeil (2009) o uso de bacteriéfagos especificos como controle bioldégico € uma
intervencao possivel contra a reducao da colonizacdo de Salmonella spp..

Bassett (2007) ressaltou que o bacteriéfago utilizado como ferramenta de
biocontrole em alimentos € o0 que possui ciclo litico. Fiorentin et al. (2004)
complementam afirmando que os bacteriéfagos liticos representam uma forma
segura, natural, ndo toxica e viavel para o controle de Salmonella spp. em produtos
derivados das aves.

Ha pesquisadores que relataram o uso de bacteriéfagos no controle espécie-
especifico de bactérias durante os processos de pré e pos-colheita na producéo de
alimentos e estocagem, assim como no tratamento em pré-abate de animais,
reduzindo a contaminagdo bacteriana em carcagas, através do controle de
Salmonella spp. em frangos (FIORENTIN; VIEIRA; BARIONI, 2005), Escherichia coli
enteropatogénica em bezerros, leitdes e cordeiros, E. coli O157:H7 transmitida pela
carne bovina e Listeria monocytogenes em alimentos refrigerados (GOODE; ALLEN;
BARROW, 2003; GRERR, 2005; HAGENS; LOESSNER, 2007). E coli em frangos de
corte (OLIVEIRA et al., 2009), reducédo de Campylobacter jejuni em frangos de corte
(ATTERBURY et al.,, 2003, ATTERBURY et al., 2005; CARRILLO et al., 2005;
FROST; KRAMER; GILLANDERS, 1999; GRAJEWSKI; KUSEK; GELFAND, 1985) e
Enterobacter sakazakii (KIM; KLUMPP; LOESSNER, 2007).

Grerr (2005) ressaltou que o controle da deterioracdo através do uso de
bacteriéfagos em carnes cruas refrigeradas e frutas pode resultar em um aumento
da validade comercial destes produtos.

Olofsson, Ankarloo e Nicholls (1998) descobriram que € possivel utilizar uma
solucdo ndo biolégica como o alcool, para a aplicacdo de bacteriofagos em
alimentos.

A aprovacao pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2006, do
uso do bacteriofago especifico para Listeria monocytogenes como aditivo,
exclusivamente para produtos carneos processados e em frangos abre portas para
novas aplicacoes deste agente biologico contra as bactérias (OMS, 2006; STRAUCH
et al., 2007).
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Hagens e Loessner (2007) relataram que com o aumento do conhecimento e

das técnicas a aceitagdo do uso do bacteriéfago a base de métodos de deteccéo ira4
aumentar comercialmente. Para McLaughlin et al. (2006) a caracterizacdo e o
desenvolvimento dos bacteriéfagos facilitara a sua utilizacdo como reagentes de

identificacdo, de indicadores especificos, e de controle biologico para Salmonella

spp..



5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Analises Microbioldgicas
de Produtos de Origem Alimentar e Hidrica do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-Minas Gerais.

Todos os reagentes e equipamentos utilizados neste experimento encontram-
se inclusos no Apéndice I.

Na realizacdo desta pesquisa foi utilizada estirpe de Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 proveniente da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) no Rio de Janeiro. Esta bactéria foi utilizada como hospedeiro no
processo de propagacdo dos bacteriofagos especificos e na contaminacao induzida

de ovos comerciais.

5.1 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE BACTERIOFAGOS

Foram coletadas trés amostras de fezes de galinhas poedeiras em trés
diferentes propriedades da regido de Vigosa — Minas Gerais, totalizando nove
amostras. As amostras foram compostas por uma mistura de fezes de diferentes
aves da mesma propriedade. As amostras de fezes de aves foram acondicionadas
em embalagem de polietileno de baixa densidade e transportadas ao Laboratorio de
Andlises Microbiolégicas de Produtos de Origem Alimentar e Hidrica para posterior
isolamento de bacteriéfagos.

Para o isolamento de bacteridfagos especificos para Salmonella Enteritidis foi

utilizada a metodologia adaptada de Atterbury et al. (2005). Um grama de fezes de
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aves foi diluido 1:10 em tampdo SM (50 mM Tris-HCI [pH 7,5], 0,1 M NaCl, 8 mM
MgS0O,.7H,0, 0,01% gelatina) e ressuspendido por agitagdo em vortex durante 5
minutos. Esta suspenséao foi incubada sob agitacdo, em um homogeneizador, a 150
rom a 17 °C por 24 horas, para permitir a eluicdo do bacteriofago para o tampao.
Apés este periodo, uma aliquota de 10 mL da solugéo foi transferida para um tubo
de centrifuga esterilizado e submetido a centrifugacéo a 13.000 g por 5 minutos para
remover detritos em suspensao. Em seguida, a suspensao foi filtrada em membrana
de acetato de celulose com poro de 0,22 um, para remover células e restos
celulares. Para avaliar a presenca de bacteriéfagos a partir do método de isolamento
usado, foi utilizada a técnica de microgotas em superficie proposta por Adams
(1959), utilizando a estirpe Salmonella Enteritidis ATCC 13076 como hospedeiro.

A purificacéo dos bacteriéfagos foi realizada por meio de metodologia descrita
por Grajewski, Kusek e Gelfand (1985). Um volume de 0,5 mL do filtrado de
bacteriéfagos foi misturado com 10 mL da cultura hospedeira, cultivada em caldo
infusdo de cérebro e coracdo a 37 T por 12 horas em estufa. O filtrado e a
suspensdo bacteriana foram reincubados para permitir a propagacdo do
bacteriéfago por 24 horas, e posteriormente centrifugados a 13.000 g por 5 minutos
e filtrados em membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 pym. Volumes
iguais de 0,5 mL de suspensdo de bacteri6fagos e de Salmonella Enteritidis
cultivada por 12 horas a 37 T foram misturados com 3 mL de agar BHI para
sobrecamada, contendo 0,7 % de Agar-agar, e espalhados sobre a superficie seca
de placas de Petri contendo agar BHI. As placas foram incubadas a 37 C por 12
horas em estufa. Apds a incubacdo, placas de lise individuais foram selecionadas
com auxilio de uma pipeta tipo Pasteur e colocadas dentro de 10 mL de cultura
crescida em BHI por 24 horas em estufa, e posteriormente centrifugados a 13.000 g
por 5 minutos e filtrados em membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 pym.
Para cada bacteriéfago, trés ciclos de purificagdo foram realizados, a fim de garantir

a pureza do estoque de bacteriéfagos.
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5.2 PROPAGACAO E DETERMINAGCAO DO TiTULO DOS BACTERIOFAGOS

Para propagacdo e determinacdo do titulo de bacteriéfagos foi utilizada a
metodologia adaptada de Frost, Kramer e Gillanders (1999). No processo de
propagacdo foi utilizada como hospedeiro Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
cultivada a 37 € em caldo BHI por 24 horas em estufa. Um volume de 1 mL da
suspensao bacteriana foi misturado com 100 pL de suspensao estoque de cada
bacteriéfago isolado, adicionados em 10 mL de caldo BHI recém preparado e
incubado a 37 T por 24 horas em estufa. Apos o per iodo de incubacdo a suspensao
foi centrifugada a 13000 g por 5 minutos e filtrada em membrana de acetato de
celulose com poro de 0,22 um. Volumes iguais de 2,5 mL de suspensao filtrada de
bacteriéfago e suspensao de bactéria foram misturados e incubados por 15 minutos,
a 37 € em estufa, para permitir a infeccdo do hosp edeiro. Uma aliquota de 1 mL
desta mistura foi adicionada em 5 mL de agar BHI sobrecamada com 0,7 % de agar,
e aplicado sobre a superficie de agar BHI disposto em placas de Petri, sendo
incubados a 37 C, por 15 a 18 horas em estufa. As placas foram examinadas para
verificar o grau de lise, adicionadas de 5 mL de tamp&o SM e incubadas a 17 T,
sob agitacdo de 100 rpm por 24 horas, a fim de eluir os bacteriéfagos para solucéo.
A suspenséo foi recolhida, centrifugada a 13000 g por 5 minutos e filtrada em
membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 um.

Na determinagéo da concentracdo de bacteridofagos na suspenséo foi utilizado
tampdo SM para realizar as diluicbes necessérias, a fim de obter contagem de
Unidades Formadoras de Placas (UFP) entre 10 e 100 placas de lise por mL de
suspensao (CARRILLO et al.,, 2005). Foram adicionados 500 pL de Salmonella
Enteritidis, cultivada em caldo BHI a 37 C, por 12 horas, e 100 pL do bacteriéfago
em 5 mL de Agar BHI sobrecamada com 0,7 % de agar-agar e dispostos sobre a
superficie de Agar base BHI, sendo as placas de lise determinadas apos periodo de

15 a 18 horas de incubacéo a 37 T em estufa.
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5.3 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DOS BACTERIOFAGOS ISOLADOS

Foram utilizadas diferentes espécies de bactérias de importancia em

alimentos provenientes da Fundacao Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro para avaliar a

especificidade dos bacteriéfagos selecionados:

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076

S. enterica subsp.

nw 0 nu nu om

S. enterica subsp.

. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.

. enterica subsp.

enterica serovar Gallinarum ATCC 9184,
enterica serovar Pullorum ATCC 9120;
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028;
enterica serovar Typhi ATCC 6539;

enterica serovar Abony ATCC 6017,
enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708;

enterica subsp. arizonae ATCC 13314;

Escherichia coli ATCC 11229;

Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Enterococcus faecalis ATCC 19433;
Staphylococcus aureus ATCC 13565, 25923 e 6538.

A atividade litica dos bacteriéfagos selecionados foi avaliada por técnica de

microgotas em superficie, proposta por Adams (1959), usando a suspensao de

bacteriéfagos na concentracdo de 10° UFP/mL.

5.4 AVALIACAO MORFOLOGICA DOS BACTERIOFAGOS

O tratamento realizado com os bacteriéfagos para possibilitar a visualizacédo

foi adaptado da técnica descrita por Sambrook e Russel (2001). Foi transferido 1 mL

da solucédo de estoque dos bacteriofagos para tubos de eppendorfs esterilizados,

posteriormente foi adicionado ao tubo polietilenoglicol 8000 na concentracdo de 10%

do volume total, a amostra ficou em geladeira a 4 °C durante a noite, para decantar

os bacteriéfagos. Em seguida os tubos foram centrifugados a 11.000 g por 20
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minutos a 4 T, o sobrenadante foi dispensado e o “ pellet” foi re-suspendido com 1
mL de tamp&o SM, os tubos permaneceram em repouso em temperatura ambiente
(24<C) por uma hora. O polietilenoglicol e os resid uos foram extraidos da solucao
através da adicao de 1 mL de cloroformio. Apds a agitacdo em vortex os tubos foram
centrifugados a 3.000 g por 15 minutos a 4 T e o sobrenadante (solu¢cdo com
bacteriofagos) foi retirado cuidadosamente e transferido para eppendorfs estéreis.
Uma gota da suspensdo foi depositada na superficie de uma tela de
microscopia eletronica, revestida com resina “formvar” por um minuto e
posteriormente adicionou-se uma gota de solugéo aquosa de acetato de uranila 2 %
na superficie da tela, deixando em contato por 15 segundos. O excesso de acetato
de uranila foi removido com papel absorvente, e a tela secou a temperatura
ambiente (24 <C) por 24 horas. Posteriormente, fez- se a observagao em microscopio
eletronico de transmissao a 80 kV em 85000 x de magnitude para visualizacdo e em
140000 x para fotografar.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE IN VITRO DOS BACTERIOFAGOS

Para a avaliacdo da atividade litica foi transferido 1 mL da cultura de
Salmonella Enteritidis cultivada a 37 T em estufa, até atingir a concentragéo de 10’
e 1 mL da mistura dos oito bacteri6fagos em diferentes concentragées, 10'°, 10*? e
10 UFP mL. Estas aliquotas foram adicionadas a frascos contendo 8 mL de caldo
BHI, totalizando um volume de 10 mL e uma concentracédo de Salmonella Enteritidis
de 10° Culturas de Salmonella Enteritidis concentradas em 10° sem adicdo de
bacteriéfagos foram utilizadas como controle. Os frascos foram incubados a 25 €
em estufa B.O.D..

A atividade dos bacteriéfagos foi determinada por medida da absorbancia em
espectrofotometro a 600 nm, em intervalos de duas horas por 12 horas. Além da
absorbancia, foi realizada a contagem de Salmonella Enteritidis ao final de cada
intervalo de tempo, por meio de técnica de plaqgueamento em profundidade em Agar
Padrédo para Contagem (APC) adaptada da Instru¢cdo Normativa 62 (BRASIL, 2003).
As placas foram incubadas a 37 C em estufa, e a co ntagem de UFC realizada ap0s

12 horas de incubacao.
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5.6 CONTAMINACAO EXPERIMENTAL DOS OVOS COM Salmonella Enteritidis E
BIOCONTROLE COM BACTERIOFAGOS

Foram coletados 100 ovos in natura, recém postos, da granja de poedeiras da
Universidade Federal de Vigcosa. O transporte das amostras até o Laboratorio de
Andlises Microbiologicas de Produtos de Origem Alimentar e Hidrica do
Departamento de Alimentos foi realizado em embalagens préprias para ovos, a
temperatura ambiente.

Todos os ovos foram observados em um ovoscopio adaptado com lampada
de 100 W, sendo selecionados 91 ovos ausentes de rachaduras, fissuras e quebras.
Os ovos selecionados passaram por um processo de desinfeccdo em etanol a 70 %
por 10 minutos, conforme a técnica utilizada por Hierro et al. (2009). Apds a
secagem dos ovos, por 30 minutos em temperatura ambiente de 30C, foi feita a
separacao dos grupos:

e Grupo 1: um ovo (dia 0) que foi destinado para a pesquisa de
Salmonella spp., seguindo a técnica descrita pela Instrucdo Normativa
62 (BRASIL, 2003);
* Grupo 2: 18 ovos que foram incubados a 25 € em estufa B.O.D., sem
contaminag¢ao, mantidos como controle;
* Grupo 3: 72 ovos que foram destinados para a contaminagdo com a
Salmonella Enteritidis ATCC 13076:
0 Sub-grupo 3.1: 18 ovos que foram incubados a 25 T estufa
B.O.D;
0 Sub-grupo 3.2: 54 ovos que foram destinados ao biocontrole
com bacteri6fagos com posterior incubacdo a 25 T e stufa
B.O.D.

Os ovos pertencentes aos grupos dois e trés foram incubados pelos periodos
de 24 horas, 48 horas, 72 horas, cinco dias, 10 dias e 15 dias. Para cada tratamento
e periodo de tempo foram utilizados trés ovos.

A técnica de contaminacdo experimental foi adaptada da metodologia
utilizada por Wang e Slavik (1998), onde a Salmonella Enteritidis ATCC 13076 foi
incubada em 1000 mL de caldo BHI a 37 € em estufa até atingir a concentragcéao de

10° UFC. Ap6s a adaptacéo do cultivo & temperatura ambiente de trabalho (30 C),
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foram submersos, em uma bandeja esterilizada de polietileno, 72 ovos por trés
minutos. Apds a secagem de 30 minutos foi realizada a separa¢do dos ovos em sub-
grupos, onde 18 ovos foram destinados a incubacédo a 25 T e 54 ovos foram
destinados ao biocontrole com bacteriéfagos.

Para o biocontrole foi preparada uma mistura com os oito bacteri6fagos
isolados, em diferentes concentracées (10'°, 10*? e 10 UFP) em 1000 mL de Agua
Peptonada Tamponada (APT). Para cada concentracdo foram separados 18 ovos
que foram submersos por cinco minutos em bandejas esterilizadas de polietileno.
Apds o tratamento dos ovos foi realizada a secagem a temperatura ambiente por 30
minutos e posterior incubacédo a 25 TC.

ApoOs a incubacéao, um ovo de cada tratamento foi destinado para a pesquisa
de Salmonella spp. e para a contagem através da técnica de plagueamento em

profundidade em agar Rambach.

5.6.1 Isolamento e identificacdo de Salmonella spp.

A técnica utilizada neste experimento € a descrita pela Instrucdo Normativa 62
(BRASIL 2003).

A primeira fase do isolamento é a de pré-enriquecimento da Salmonella spp.,
onde foi realizada a quebra do ovo de forma asséptica, separando a casca do seu
interior. A casca foi transferida para um saco esterilizado para stomacher que
continha 75 mL de APT e o interior transferido para um saco esterilizado para
stomacher que continha 525 mL de APT. Em seguida as amostras foram
homogeneizadas em Stomacher por um minuto a 100 rpm em velocidade média e
posteriormente incubadas em estufa a 37 C por 24 h oras.

ApOs este periodo foi realizada a etapa de enriqguecimento, onde foi
transferido 1,0 mL de cada amostra para um tubo contendo 10 mL de caldo Selenito
Cistina e 100 uL para um tubo contendo 10 mL caldo Rappaport Vassilliadis. Ambos
foram incubados em banho-maria a 45 < por 24 horas . Terminado o prazo, os tubos
de enriguecimento seletivo foram levemente agitados e em seguida foi retirada uma
aliquota de cada tudo, com o auxilio de uma alca de platina, e estriada em placas de

petri contendo Agar Bismuto Sulfito, Agar Salmonella-Shigella, Agar Rambach e
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Agar Verde Brilhante. As placas foram incubadas invertidas a 37 °C por 24h em
estufa, para verificar se houve o desenvolvimento de colbnias tipicas de Salmonella
spp.

Com o auxilio de uma agulha de platina, foi removida uma UFC tipica e
inoculada em tubos contendo Agar Lisina Ferro e Agar Triplice Acucar Ferro
inclinados. A inoculacao foi realizada por picada e estrias no bisel. Os tubos foram
incubados a 37 °C por 24h em estufa. Posteriormente observou se a ocorréncia de
reacdo tipica de Salmonella spp. nos meios.

No tubo contendo TSI pdde-se observar a alteragdo da cor do meio para
amarelo (acido) na base, com ou sem producéo de géas sulfidrico e rosa (alcalino) ou
inalterado no bisel. No tubo contendo LIA pdde-se observar que ndo houve alteracao

da cor do meio.

5.6.2 Contagem pela técnica de plaqueamento em prof undidade

A técnica utilizada neste experimento é adaptada a técnica descrita pela
Instrucdo Normativa 62 (BRASIL 2003).

Apos a selecdo de seis diluicdbes adequadas (-3, -4, -5, -6, -7 e -8) das
amostras, foi retirada com uma aliquota de 1,0 mL de cada diluicdo, e colocada em
uma placa de Petri onde foi vertido, aproximadamente, 20 mL de Agar Rambach
previamente fundido e resfriado entre 45-50 C. Pos teriormente homogeneizou-se o
in6culo ao agar com movimentos circulares sobre a bancada, cinco vezes em
sentido horéario e cinco vezes em sentido anti-horario. Assim que o agar semeado
solidificava, as placas foram colocadas invertidas na estufa em temperatura de 37<C,
onde foram incubadas por 24 horas. Em seguida feita procedida a contagem das
UFC tipicas de Salmonella spp.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE BACTERIOFAGOS

A presenca de bacteridfagos foi observada por meio da formacédo de placas de
lise sobre a superficie de agar BHI semi-solido contendo a cultura de Salmonella
Enteritidis.

Foram encontrados bacteriéfagos especificos para Salmonella Enteritidis
(ATCC 13076) em todas as amostras das propriedades avaliadas. Das nove
amostras de fezes todas (100%) apresentaram bacteriofagos para Salmonella
Enteritidis. Esta porcentagem de isolamento é elevada em comparacdo com o0s
resultados encontrados por Fiorentin et al. (2004) porém a quantidade de amostras
foi menor. Esses autores encontraram bacteriofagos especificos para Salmonella
spp. em 4,7 % das 107 amostras de fezes de aves coletadas na regido do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. Somente um dos bacteriéfagos encontrados por
esses autores foi isolado de fezes de aves confinadas, os outros foram isolados de
fezes de aves criadas em sistema livre.

Callaway (2007) isolou bacteriofagos de fezes de suinos especificos para
Salmonella Typhimurium em 50 % das propriedades pesquisadas, porém em apenas
seis das 360 amostras de fezes coletadas. Higgins et al. (2008) isolaram nove
bacteriéfagos de fezes de frango de corte especificos para Salmonella spp. em seis
das 17 propriedades pesquisadas sendo sete isolados de ambientes que
apresentavam Salmonella spp. e dois de ambientes nos quais nao se isolou

Salmonella spp.. O’'Flynn et al. (2006) pesquisaram bacteriéfagos especificos para
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Salmonella Typhimurium em 100 amostras originarias de fontes variadas e
isolaram apenas sete bacteriéfagos temperados de fezes de suinos saudaveis e dois
bacteriofagos virulentos de fezes de suinos contaminados com Salmonella spp..
Elevada incidéncia de bacteridfagos foi observada por Carey-Smith et al. (2006), que
isolaram oito bacteridfagos diferentes em trés amostras de agua de esgoto,

utilizando trés sorotipos de Salmonella enterica.

6.2 PROPAGACAO, DETERMINACAO DA TITULACAO E PRODUCAO DE
ESTOQUE

Foram selecionados oito bacteriéfagos isolados de fezes de galinhas
poedeiras, que apresentaram melhor grau de lise, e foram propagados em
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) como hospedeiro (Figura 1), alcancando
concentracdes entre 10 e 10'° UFP mL, individualmente (Tabela 1), ja a mistura
dos oito bacteriéfagos alcancou a concentracdo de 2,1x10™. Foram armazenados e
estocados conforme descrito no item 5.2, e receberam um cddigo de numeracao

correspondente (F + namero).

Fig. 1 Bacteriofago propagado para Salmonella Enteritidis (ATCC 13076)



43
Tabela 1 Titulagédo dos oito bacteri6fagos selecionados.

Bacteriéfagos Titulagcdo (UFP/mL)

F1 6,6x10™*
F2 1,0x10%"
F3 1,5x10™
F4 5,0x10%™
F5 1,9x10*
F6 3,4x10%
F7 2,0x10"°
F8 9,9x10%™

Legenda: UFP — Unidade Formadora de Placas

6.3 AVALIACAO DE ESPECIFICIDADE DOS BACTERIOFAGOS

Os oito bacteridfagos selecionados apresentaram atividade litica contra seis
dos sete estirpes de Salmonella spp. testados, sendo que apenas o serovar
Salmonella Choleraesuis nao foi lisado. A espécie Salmonella enterica subsp.
arizonae também ndao foi lisada por nenhum bacteriéfago. Também n&do houve acao
fagica para as bactérias de outros géneros, como a Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus subsp. aureus
(Tabela 2). Resultados diferentes foram encontrados por Callaway (2007) que testou
a atividade de bacteriéfagos isolados para Salmonella Typhimurium em relacdo a
outros seis serovares de Salmonella enterica, e apenas um bacteriéfago apresentou
atividade sobre outro sorotipo de Salmonella (Derby). Entretanto, O'Flynn et al.
(2006) avaliaram a capacidade litica de dois bacteriéfagos isolados de fezes de
suino e um bacteridfago controle (Felix 01), e observaram resultados semelhantes
aos encontrados no presente estudo, nos quais somente um serovar (Salmonella
Branderup) de oito serovares de Salmonella enterica foi resistente aos bacteridfagos
testados por estes autores. Bielke et al. (2007) também observaram amplo espectro
de acdo de dois bacteriéfagos isolados para Salmonella Enteritidis de esgoto

domeéstico sobre sete de outros 10 serovares de Salmonella spp. avaliados.



Tabela 2 Teste de especificidade dos bacteriéfagos selecionados de fezes de aves utilizando Salmonella Enteritidis em relacdo a

diferentes espécies de microrganismo de interesse em alimentos.

BACTERIOFAGOS

MICRORGANISMO ATCC
F1L F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi 6539 + + + + + + + 4+
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 14028 + + + + + + + +
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 13076 + + + + + + + 4
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum 9184 + + + + + + 4+ 4+
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Pullorum 9120 + + + + + + + 4+

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis 10708 - - - - - - - -

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Abony 6017 + + + + + + o+ 4+
Salmonella enterica subsp. arizonae 13314 - - - - - - - -
Escherichia coli 11229 - - - - - - - -

Listeria monocytogenes 7644 - - - - - - - -
Enterococcus faecalis 19433 - - - - - - - -
Staphylococcus aureus subsp. aureus 25923 - - - - - - - -
Staphylococcus aureus subsp. aureus 13565 - - - - - - - -
Staphylococcus aureus subsp. aureus 6538 - - - - - - - -

Legenda: (-) Resultado de lise negativo; (+) Resultado de lise positivo.

144
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O amplo espectro de atividade dos bacteriéfagos sobre outros serovares de
Salmonella spp. observado no presente estudo e por outros autores da literatura
constatada pode ter ocorrido devido a similaridade de estruturas presentes na
superficie das bactérias deste género. Os bacteriéfagos de Salmonella spp. podem
apresentar especificidade de ligacdo por um tipo de lipopolissacarideo (Oj2)
encontrado na superficie da maioria das estirpes de Salmonella dos grupos A, B e D
do sistema Kauffman-White conforme relatos de Goode, Allen e Barrow (2003). De
acordo com o estudo de Grimont e Weill (2007), as estirpes de Salmonella
Enteritidis, Typhimurium, Gallinarum, Pullorum, Abony e Typhi, utilizadas neste
experimento, apresentam o oligossacarideo O;, em sua superficie, enquanto que as
estirpes de Salmonella Choleraesuis e Salmonella enterica subsp. arizonae néo séo

constituidas por esta estrutura.

6.4 ANALISE DA MORFOLOGIA DOS BACTERIOFAGOS

Observou-se por meio de microscopia eletronica de transmissao que 0s oito
bacterioéfagos isolados de fezes de aves e selecionados para utlizagdo como
biocontrole em ovos apresentaram morfologia semelhante.

Os oito bacteriéfagos apresentaram cabeca icosaédrica e pequenas caudas
(Figura 2). De acordo com as observagfes microscopicas, 0s oito bacteriéfagos
podem ser classificados como pertencentes a ordem Caudovirales e familia
Podoviridae. Resultados semelhantes foram encontrados por MclLaughlin et al.
(2006). Estes autores observaram predominancia de bacteriéfagos de Salmonella
spp. da familia Podoviridae em amostras de efluente de pocilgas nos Estados
Unidos. Contudo Atterbury et al. (2007) encontraram resultados diferentes, onde
bacteriéfagos da familia Myoviridae foram isolados para Salmonella Enteritidis em
fezes de frango e efluente de abate. Em outro estudo, dois bacteriéfagos de
Salmonella spp. isolados de fezes de suino foram classificados por O’Flynn et al.
(2006) como pertencentes a familia Siphoviridae. Carey-Smith et al. (2006) e
Kocharunchitt, Ross e McNeil (2009) observaram morfologias diferentes em
bacteriéfagos de Salmonella spp. isolados de agua de esgoto, sendo classificados

nas familias Myoviridae e Siphoviridae.
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Fig. 2 Observacdo microscopica dos oito bacteriéfagos de Salmonella Enteritidis
isolados de fezes de aves através da microscopia eletrbnica de
transmissao com aumento de 140000 x.

6.5 AVALIACAO DA EFICACIA IN VITRO DOS BACTERIOFAGOS

Observou-se que houve a reducdo da absorbancia medida em
espectrofotobmetro a 600 nm quando utilizada a mistura dos oito bacteriéfagos nas
concentracdes iniciais de 10%°, 10 e 10 UFP/mL aos cultivos de Salmonella
Enteritidis incubados & 25 T na concentracdo de 10°, comparando com o controle
sem adicdo de bacteriéfagos, sendo que a concentracdo de 10*? obteve melhores
resultados (Figura 3).

A retomada do crescimento de Salmonella Enteritidis observada apés 10 horas
de incubacdo a na presenca da mistura de bacteriéfagos na concentracdo de 10
indica a presenca de células resistentes ao bacteriéfago ou a alteragéo de ciclo de
infeccdo litico para lisogénico. Resultados semelhantes foram observados por
O’Flynn et al. (2006) e Kim, Klumpp e Loessner (2007) que atribuiram a retomada do
crescimento bacteriano em cultivos na presenca de bacteriofagos a mutacdes da

bactéria e desenvolvimento de resisténcia.
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Fig. 3 Determinacdo da absorbancia de cultivo Salmonella Enteritidis na
concentracdo de 10° na presenca da mistura dos oito bacteri6fagos
adicionados nas concentracdes iniciais de 10%°, 10 e 10 UFP/mL na
temperatura de 25 C. Teste in vitro.

No grafico constam as médias da contagem de UFC viaveis de Salmonella
Enteritidis para os grupos avaliados. A comparacdo do perfil de crescimento
demonstra diminuicdo da velocidade de crescimento de Salmonella Enteritidis para
0s grupos tratados com a mistura de bacteriéfago nas concentracdes de 10'° e 10*
ao passo que o grupo tratado com a concentracdo de 10*? mostrou melhor resultado
em relacdo a diminuicdo do nimero de UFC iniciais de 10° (Figura 4.). Dado o
diferente perfil de crescimento, os grupos foram comparados em cada tempo de
avaliacdo, utilizando Andlise de Variancia (ANOVA) seguida de teste para
comparacao de médias (a = 0,05).
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Fig. 4 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteriéfagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10" e 10" UFP/mL com incubacéo a 25
T, sobre a contagem de Salmonella Enteritidis, ini cialmente inoculada na
concentracao de 106. Teste in vitro.

Abaixo é apresentada a ANOVA para a contagem de UFC viaveis nos tempos

2,4, 6, 8,10 e 12 horas em funcéao dos tratamentos com diferentes concentracdes

da mistura de bacteriéfagos. O resultado do teste é apresentado nas figuras (Figura

5-8), onde médias iguais entre si estdo dispostas entre as mesmas linhas do

intervalo de confianca.
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Fig. 5 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteri6fagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10* e 10* UFP/mL com incubacéo a 25
C, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis, inicialmente
inoculada na concentracéo de 10° no tempo de seis horas. Contagem em

log UFC/mL. Teste in vitro.

Comparacao de médias em 8 horas de ensaio
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Fig. 6 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteri6fagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10* e 10* UFP/mL com incubacéo a 25
T, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis, inicialmente
inoculada na concentracdo de 10° no tempo de oito horas. Contagem em

log UFC/mL. Teste in vitro.
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Fig. 7 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteriéfagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10" e 10" UFP/mL com incubacéo a 25
T, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis, inicialmente
inoculada na concentracdo de 10° no tempo de dez horas. Contagem em

log UFC/mL. Teste in vitro.

Comparagao de médias em 12 horas de ensaio
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Fig. 8 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteriéfagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10" e 10" UFP/mL com incubacéo a 25
C, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis, inicialmente
inoculada na concentracdo de 10° no tempo de doze horas. Contagem em

log UFC/mL. Teste in vitro.
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Segundo o resultado da ANOVA, até quatro horas de cultivo ndo foi possivel
observar diferenca significativa na contagem de células dos grupos avaliados (p-
valor=0,144 para duas horas e p-valor=0,124 para quatro horas). Para as contagens
realizadas entre seis e 12 horas de cultivo observou-se influéncia significativa dos
tratamentos (p-valor = 0,004; 0,004; 0,048; 0,016, respectivamente), ou seja, pelo
menos uma das médias difere das demais. Diante deste resultado, foi realizado o
teste de comparacédo de médias para as contagens de seis, oito, 10 e 12 horas onde
pode-se observar que a concentracdo da mistura de bacteriéfagos a 10'? obteve
melhores resultados em relacéo a reducao de UFC viaveis de Salmonella Enteritidis
reduzindo um ciclo log. em comparacéo a contaminacao inicial de 10°.

Kocharunchitt, Ross e McNeil (2009) obtiveram resultados semelhantes ao
deste estudo ao utilizarem bacteriéfagos na concentracdo de 10® em cultivo de
Salmonella Oranienburg incubados a 25 C, obtendo reducdo de um ciclo log. em 12
horas de incubacdo. Contudo Andreatti Filho et al. (2007) obtiveram resultados
diferentes quando utilizados bacteridfagos isolados de aviarios na concentracao de
10° em um cultivo de 10° de Salmonella Enteritidis incubados a 37 T, onde a
reducado foi significativa apenas em duas horas de incubagé&o, reduzindo um ciclo
log. Assim como Atterbury et al. (2007) que apés utilizar bacteriofagos na
concentracdo de 10° em cultivos de Salmonella Enteritidis na mesma concentracao
incubados a 37 T obtiveram melhor reducdo de UFC viaveis em duas horas de
incubacdo, com relacdo ao tempo de 10 horas os autores obtiveram reducdo de
apenas um ciclo log, comparando com este estudo, onde o melhor tempo de

reducédo foi em 10 horas também reduzindo um ciclo log..

6.6 AVALIACAO DA CONTAMINACAO EXPERIMENTAL DE OVOS COM
Salmonella Enteritidis E BIOCONTROLE COM BACTERIOFAGOS

Foi observado que o grupo um estava ausente para Salmonella spp., tanto na
casca como no interior do ovo.

Em relagdo a contagem em log. de UFC viaveis de Salmonella spp. na casca
do ovo, pode-se constatar observando o (Figura 9) com as médias de contagem nos

ovos avaliados incubados a 25 . A comparacao do p erfil de crescimento mostra
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diminuicdo da velocidade de crescimento de Salmonella spp. para o0s grupos
tratados com a mistura de bacteriéfagos nas concentracdes de 10*? e 10, ao passo
que no grupo tratado com bacteriéfago 10'° observou-se melhor resultado em
relacdo a diminuicdo do numero de UFC viaveis em comparacdo com a
contaminac&o inicial de 10°, divergindo da avaliacdo in vitro onde a concentracédo de
10 obteve melhor resultado. Enquanto que o grupo contaminado apenas com
Salmonella Enteritidis ndo obteve reducdo da contagem de UFC vidveis até o 10° dia
de incubacao. Ja o grupo controle (sem contaminacéo) obteve resultados nulos para
todos os dias de incubacgéo.

Dado o diferente perfil de crescimento, os grupos foram comparados em cada
tempo de avaliacdo, utilizando Analise de Variancia (ANOVA) seguida de teste para
comparacao de meédias (a = 0,05), de modo a verificar se a contagem de UFC
vidveis observada nos grupos com inoculagdo da mistura de bacteriofagos e
Salmonella Enteritidis diferia significativamente da contagem para o grupo

contaminado apenas por Salmonella Enteritidis.
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L 8,00
= -
S 6,00 -
S 400 -
(@)]
©
S 2,00 -
O
0,00 - ! | | _
1 2 3 5 10 15 | Tempo (dias)
BSalmonella spp. Casca| 7,36 6,96 7,83 9,60 9,55 8,07
B10 Casca 5,75 5,58 5,38 4,18 4,31 4,19
O710*? Casca 6,00 6,61 7,19 7,96 7,17 6,69
O/10* Casca 4,52 5,69 6,87 6,56 5,80 4,89

Fig. 9 Efeito do biocontrole na casca do ovo com a mistura de oito bacteriéfagos,
utilizados nas concentracdes iniciais de 10%, 10 e 10" UFP/mL,
incubados a 25 T em diferentes dias, sobre a contagem de Salmonella
spp., inicialmente inoculada na concentracdo de 10°. Resultados descritos
em log. Teste in vivo.
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Pode-se observa nas figuras 10-13 a ANOVA para a contagem de UFC

vidveis nos tempos um, dois, trés, cinco, 10 e 15 dias ap0s inoculacdo em funcgéo
dos tratamentos com diferentes concentragcbes de bacteriofagos. Segundo o

resultado da ANOVA, somente para as contagens retiradas dois e 15 dias apos a

contaminacao nao foi observada diferenca significativa entre os grupos (p-valor
0,287 e p-valor = 0,091, respectivamente). Para as contagens realizadas em um,
trés, cinco e 10 dias ap0s a contaminacdo observou-se influéncia significativa dos
tratamentos (p-valor = 0,002; 0,003; 0,001; 0,001, respectivamente), ou seja, pelo
menos uma das médias difere das demais. Diante deste resultado, foi realizado teste
de comparacdo de médias para as contagens de um, trés, cinco e 10 dias apos
inoculacdo. O resultado do teste € apresentado nos graficos abaixo, onde médias

iguais entre si estdo dispostas entre as mesmas linhas do intervalo de confianca.

Comparacao de médias em 24 horas ap0s inoculagao
Alpha = 0,05
8_
7_ T
6,752

-
£
O ¢4
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(@]
ie)
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()]
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T T T T
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Fig. 10 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteriéfagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10*? e 10** UFP/mL na casca do ovo, com
incubacéo a 25 C, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis,
inicialmente inoculada na concentracdo de 10° no tempo de um dia.
Contagem em log UFC/mL. Teste in vivo.
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Comparacgao de médias em 72 horas apos inoculagdo
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Fig. 11 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteri6fagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10*? e 10** UFP/mL na casca do ovo, com
incubacéo a 25 C, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis,
inicialmente inoculada na concentracdo de 10° no tempo de trés dias.
Contagem em log UFC/mL. Teste in vivo.

Comparacao de médias em 5 dias apds inoculacdo
Alpha = 0,05

11+
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Fig. 12 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteriéfagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10*? e 10** UFP/mL na casca do ovo, com
incubacédo a 25 C, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis,
inicialmente inoculada na concentracdo de 10° no tempo de cinco dias.
Contagem em log UFC/mL. Teste in vivo.
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Comparacao de médias 10 dias apds a inoculagao
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Fig. 13 Efeito do tratamento com a mistura de oito bacteri6fagos utilizados nas
concentracdes iniciais de 10'°, 10*? e 10** UFP/mL na casca do ovo, com
incubacdo a 25 T, sobre a média da contagem de Salmonella Enteritidis,
inicialmente inoculada na concentracdo de 10° no tempo de 10 dias.
Contagem em log UFC/mL. Teste in vivo.

A analise dos graficos leva a interpretacédo de que em 24 horas de incubacéo,
o tratamento com concentracdo 10 da mistura de bacteriéfagos foi mais eficiente
em reduzir a contagem de UFC viaveis na casca do ovo em aproximadamente, dois
ciclos log. Em comparacdo a contaminacdo inicial de 10° sendo que os demais
tratamentos diferiram significativamente do controle e foram estatisticamente iguais
entre si. A partir do terceiro dia de incubacédo o tratamento que apresentou melhor
desempenho na diminuicdo da contagem de UFC vidveis na casca foi a mistura de
bacteriéfagos a 10'°, que reduziu um, dois e dois ciclos log., respectivamente, nos
dias trés, cinco e 10 quando comparada a contaminacao inicial de 10°. Os demais
tratamentos com bacteriofago foram estatisticamente iguais entre si e diferiram
significativamente do controle.

Com relacdo a contagem UFC viaveis de Salmonella spp. na casca do ovo
Barros et al. (2001) obtiveram resultados parecidos ao do presente estudo, apos
contaminarem ovos com Salmonella Enteritidis a 10° incubados a 25 <,
previamente lavados com &agua, onde a contagem permaneceu constante até o

sétimo dia, onde atingiu a concentracdo de 6,7 log. UFC/mL. Enquanto que Oliveira
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e Silva (2000), apdés contaminarem o0 ovo com Salmonella Enteritidis na
concentracdo de 10°, observaram a reducdo da contagem da bactéria durante a
armazenagem dos ovos por 15 dias a 25 T atingindo a concentracéo de 2,53 log
UFClg.

Com relagcéo a reducéo da contagem de UFC viaveis de Salmonella spp. na
casca do ovo através do uso da mistura de bacteriéfagos ndo foram encontrados na
literatura estudos para discussdo, por tanto os resultados serdo discutidos com
autores que realizaram trabalhos parecidos reduzindo Salmonella spp. em alimentos.
Goode, Allen e Barrow (2003) a partir do uso de uma mistura de bacteriéfagos na
concentracdo de 10’ para reduzir a Salmonella Enteritidis em pele de frango,
obtiveram a reducédo da contagem de UFC viaveis de dois ciclos log.. Assim como
Kocharunchitt, Ross e McNeil (2009) que apds contaminarem sementes de alfafa
com Salmonella Oranienburg na concentracéo de 10° adicionadas de bacteriéfagos
na concentracdo de 10° conseguiram reduzir um ciclo log. apés trés horas de
incubacdo a 25 <. Ja Fiorentin, Vieira e Barioni (2005) obtiveram resultados
diferentes quando ao utilizarem uma mistura de bacteriéfagos na concentracdo de
10° em pele de frango contaminada com Salmonella Enteritidis na concentracéo de
10® obtiveram reduc&o de dois, quatro e quatro ciclos log. em trés, seis e nove dias
de incubacao a 4 C, respectivamente.

Referente a analise da contagem em log. de UFC viaveis no interior do ovo
pode ser constatado no gréafico (Figura 14) as meédias da contagem de UFC viaveis
de Salmonella spp. para os grupos avaliados. Nos cinco primeiros dias apos a
inoculacdo a contagem de UFC vidveis teve valor nulo, assim como o grupo controle
(sem contaminacédo) que obteve valores nulos para todos os dias do experimento. A
comparacao do perfil de crescimento mostra diminuicdo da contagem inicial de UFC
viaveis no interior de ovos que sofreram co-contaminacdo por Salmonella Enteritidis
e pela mistura de bacteriéfagos, o que deve estar diretamente relacionado a
diminuicdo da contaminacdo na casca para estes tratamentos. Os grupos foram
comparados em cada tempo de avaliacdo, utilizando Analise de Variancia (ANOVA)
de modo a verificar se a contagem de células observada nos grupos com
contaminacdo de Salmonella Enteritidis e bacteridfago diferia significativamente da

contagem de Salmonella spp..
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Fig. 14 Efeito do biocontrole no interior do ovo com a mistura de oito bacteriéfagos,
utilizados nas concentracdes iniciais de 10%, 10 e 10" UFP/mL,
incubados a 25 T em diferentes dias, sobre a contagem de Salmonella
spp., inicialmente inoculada na concentracdo de 10°. Resultados descritos
em log. Teste in vivo.

A ANOVA realizada para a contagem de UFC viaveis no interior dos ovos nos
tempos 5, 10 e 15 dias ap6s contaminacdo em funcdo dos tratamentos com
diferentes concentracdes da mistura de bacteriéfagos revelou que 0s grupos
contaminados com Salmonella Enteritidis e com a mistura de bacteriéfagos néo
diferem significativamente do grupo Salmonella spp. para todos os tempos avaliados
(p-valor = 0,241, 0,727 e 0,100).

Com relacdo a contagem de Salmonella spp. no interior do ovo, diferente do
presente estudo, Schoeni et al. (1995) apds contaminarem ovos com fezes de aves
contendo 10* UFC/g de Salmonella Enteritidis com incubacdo de 25T observaram
que apoés trés dias houve a penetracdo da bactéria no interior dos ovos na
concentracéo de 75 UFC/g. Diferente de Borges, Pinto e Silva (2009) que obtiveram
resultados de penetracdo mais rapidos, onde ovos incubados a 30C por 48 horas
obtiveram contagem de 5,60 log UFC/mL apds contaminacéo inicial de Salmonella
Enteritidis a 10’.



7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos sobre o estudo no uso do biocontrole de

Salmonella Enteritidis em ovos de galinha (Gallus gallus) através do uso de

bacteriéfagos foi possivel concluir que:

Bacteriofagos liticos para Salmonella Enteritidis foram isolados de
amostras de fezes de aves de criacdo, multiplicar no hospedeiro em
condicbes laboratoriais e atingir altas concentraces (10° UFP/mL)
pelas metodologias utilizadas;

Os bacteridfagos isolados ndo apresentaram atividade litica sobre as
estirpes de bactérias Gram-positivas utilizadas neste estudo;

Os oito bacteriofagos selecionados apresentaram caracteristicas de
especificidade semelhantes frente as diferentes estirpes de Salmonella
enterica, podendo pertencer a um mesmo grupo ou linhagem;

Através da microscopia eletrénica de transmissao foi observado que os
oito bacteriéfagos selecionados pertencem a familia Podoviridae;

A eficcia in vitro dos bacteri6fagos indicou a lise celular e a diminuicédo
das células em suspensao de Salmonella Enteritidis no meio de cultivo
utilizado no presente estudo;

Foi observada presenca constante de Salmonella spp. na casca e no
interior, a partir do quinto dia, dos ovos incubados a 25 € sem a
presenca dos bacteriéfagos;

O biocontrole com a mistura de bacteri6fagos na casca do ovo se
mostrou significativo ao observar a reducdo da contagem de Salmonella
spp. nos mesmos quando comparado ao grupo controle de ovos

contaminados;
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APENDICE | — Materiais e equipamentos utilizados

* Materiais permanentes:
0 Autoclave vertical Prismatec CS e Fabber-Primar modelo 103;
Balanca de preciséo BEL,;
Banho Maria FANEN;
Bico de bunsen;
Camara de fluxo laminar com lampada UV;
Centrifuga SIGMA 3K30;
Contador de col6nias mecanico PHOENIX CP 600 plus;
Espectrofotdmetro Bioespectro SP-22;
Estufa bacteriologica FABBE;
Estufa B.O.D. FANEM 347 CD;
Geladeira CONSUL Biplex CRM45 e Gelomatic Superluxo 330;
Homogeneizador CERTOMAT MOII;
Medidor de pH Nova Orgéanica 7.1;
Micro-ondas BRASTEMP;
Microscopio eletrénico de transmissao Zeiss EM109;
Stomacher Marconi MA 440;
Vortex Biomixer QL-901;

O O O 0O O O O o o o o o o o o o

* Vidrarias e materiais diversos

o Alca de platina;
Bastao de vidro;
Béquers;

Eppendorf de 1,5 mL;

o O O o

Erlenmeyers;



Espatula de acgo inox;

Estantes diversas;

Fita crepe;

Laminas de vidro;

Papel pardo;

Pincas;

Pipetas automaticas GILSON e LAB MATE;
Pipeta de Pasteur;

Placas de Petri descartaveis (90x15mm);
Ponteiras para pipetas automaticas;
Potes de vidro diversos;

Provetas;

Seringas 10mL e de 20mL;

Tubos de ensaio de tamanhos diversos;
Tubos de centrifuga;

Rolo de barbante;

O 0O O 0O O O o o o o o o o o o o o

Suportes para membrana;

* Materiais de consumo

Agar agar, tipo | HIMEDIA;

Agar Bismuto Sulfito ACUMEDIA;

Agar Lisina Ferro DIFCO;

Agar Padrdo Contagem MERCK;

Agar Salmonela-Shigela MERCK;

Agar Rambach MERCK;

Agar Triplice Agucar Ferro DIFCO;

Agar Verde Brilhante modificado HIMEDIA;
Agua destilada;

Alcool a 70%;

Caldo infuséo cérebro coracéo (BHI) HIMEDIA;
Caldo Rappaport Vassiliadis HIMEDIA;
Caldo Selenito Cistina HIMEDIA,;

Cloreto de Sédio VETEC,;

Fosfato de potassio monobasico anidro VETEC,;

(@)

O O O 0O O o o o o o o o o o



(@)
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Fosfato de sédio bibasico anidro VETEC,;

Gelatina;

Membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 ym e 25 mm de
didmetro SARTORIO;

Peptona bacteriologica HIMEDIA,

Solucgéo tampéao pH 4;

Solucéo tampéo pH 7;

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQO,4.7H,0) CHEMCO;

Tela para microscopia eletronica com filme de “formvar” KOCH
Trisima-hidroclorida SIGMA.



APENDICE Il — ANOVA in vitro

Analise de Variancia para contagem em 2h de cultivo

FV GL SQ QM F
Trat 3 3,8690 1,2897 3,22
Residuo 4 1,6027 0,4007
Total 7 5,4716

Andlise de Variancia para contagem em 4h de cultivo

FV GL SQ QM F
Trat 3 12,160 4,053 3,60
Residuo 4 4,508 1,127
Total 7 16,668

Analise de Variancia para contagem em 6h de cultivo

FV GL SQ QM F
Trat 3 29,5303 19,8434 26,93
Residuo 4 1,4618 0,3655
Total 7 30,9922

Andlise de Variancia para contagem em 8h de cultivo
FV GL SQ QM F
Trat 3 31,933 10,644 27,47
Residuo 4 1,550 0,388
Total 7 33,484

do experimento
P
0,144

do experimento
P
0,124

do experimento
P
0,004

do experimento
P
0,004

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro
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Andlise de Variancia para contagem em 10h de cultiv o do experimento in vitro

FV GL SQ QM F P
Trat 3 36,884 12,295 6,76 0,048
Residuo 4 7,273 1,818
Total 7 44,157

Andlise de Variancia para contagem em 12h de cultiv. o do experimento in vitro
FV GL SQ QM F P
Trat 3 41,104 13,701 12,97 0,016
Residuo 4 4,225 1,056
Total 7 45,330



APENDICE Ill — ANOVA in vivo (casca)

Andlise de Variancia para contagem em 24h apés inoc  ulacdo do experimento in
vivo
FV GL SQ QM F P
Trat 3 12,2173  4,0724 13,43 0,002
Residuo 8 2,4256 0,3032
Total 11 14,6428

Andlise de Variancia para contagem em 48h apds inoc  ulacdo do experimento
in vivo
FV GL SQ QM F P
Trat 3 4,2207 1,4069 1,50 0,287
Residuo 8 7,5025 0,9378
Total 11 11,7232

Andlise de Variancia para contagem em 72h apés inoc  ulacdo do experimento
in vivo
FV GL SQ QM F P
Trat 3 9,7248 3,2416 10,91 0,003
Residuo 8 2,3774 0,2972
Total 11 12,1023
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Analise de Variancia para contagem em 5 dias ap6si  noculagédo do experimento
in vivo
FV GL SQ QM F P
Trat 3 47,408 15,803 16,00 0,001
Residuo 8 7,899 0,987
Total 11 55,306

Andlise de Variancia para contagem em 10 dias apoés inoculacdo do

experimento in vivo

FVv GL SQ oM F P
Trat 3 44 529 14,843 18,70 0,001
Residuo 8 6,350 0,794

Total 11 50,878

Andlise de Variancia para contagem em 15 dias ap0s  ioculacdo do experimento
in vivo
FV GL SQ QM F P
Trat 3 27,742 9,247 3,07 0,091
Residuo 8 24,134 3,017
Total 11 51,877



APENDICE IV — ANOVA in vivo (interior)

Andlise de Variancia para contagem em 5 dias ap0s i

in vivo
FV GL SQ
Trat 3 5,6580
Residuo 4 3,5628
Total 7 9,2207

Andlise de Variancia para contagem em

experimento in vivo

FV GL SQ
Trat 3 1,680
Residuo 4 4,904
Total 7 6,584

Andlise de Variancia para contagem em

experimento in vivo

FV GL SQ
Trat 3 4,8845
Residuo 4 1,5528
Total 7 6,4372

QM
1,8860
0,8907

QM
0,560
1,226

QM
1,6282
0,3882

F P
2,12 0,241
10 dias apos

F P
0,46 0,727
15 dias apos

F P
4,19 0,100

noculagéo do experimento

inoculacdo do

inoculacdo do



APENDICE V — Metodologia de isolamento e caracteriz  ac&do de bacteriéfagos

=
Fezes -
Incubagdo Centrifugacéio
deaves e 13.000 g%'ﬁan : E“s-a;-- :
(1g) 17 °C/ 24h e 150 pm \ Eﬁ_
: ] e
10 mL SM Filtragem

0,22 ym

Suspenséo de fagos
v 104l

| I 500 pl l espalhamento [ ;

srcish £ N

| Formagéo de placas de lise |

BHIS/24h Sobrecamada

Isolamento de bacteri6fagos
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0.5mL de estoque
J Salmonella de fago
Centrifugacao ~  Filtragem
- > — i—
Incubagéo Reincubacao 13.000¢ /5min . 0.22um
37 °C/ 24h 37 °C/ 24h |
BHIS 181 BRIS Suspensao fagos
M
e 0.5mL
o
. Cultura recém ativada \
Selecao de placa de lise
Repetir o processo 3X
e g" Espalhamento
e —— ——
= ﬂjﬁ'j 37°C/12h
Placas de lise L&
Sobrecamada
Purificacdo de bacteriéfagos
100 yL de fago
l Salmonella ‘
Incubac;,éo - 1mL incubagéo i 1-3.0009/5mir-10 E o o= | '
o, s —_————
37 °C/ 24h 37 °C/ 24h |
BHIS BHIS BHIS BHIS _'
Filtragem
0,22 ym
Filtragem Estoque de fagos
0,22 pm =
13.000 g /5min 25ml.
| 5 mL tampéo SM
Agitagdo )
100rpm —
«— j«e——Ff Y. 1.0k 2,5 mL de Cultura
17“Cf24h@37°0!18h©' ‘
BHI
SM Sobrecamada 37 °C / 15min

Propagacéao de bacteriéfagos
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[

500 pL ) espalhamento / %
| (N
i 8
BHI &
Salmonella Sobrecamada .\9@0)
em BHI
. |
a |

BHI

"
H 10" %%I 37°C/18h

ﬁ SM 100pL

Diluigbes —

Estoque

de fagos L r 10

.

S

Al

Contagem
10— 100 placas

Titulacdo de bacteriofagos

[

Salmonella
Suspensdode fagos

10puL

S00pL espalhamento ©| secagem [ )} 37°crish £ |

BHI BHI
BHIS/24h Sobrecamada

| Formacgéo de placas de lise |

Especificidade dos bacteri6fagos
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PEG 10%
' 1mL R i
| Incubagao | Centrifugagao
U J 4°C/12h " 11.000 g/20min/4°C
Suspengao de fagos
Descartar
) sobrenadante
T S
y 1mL
v Tampao SM [
Suspencgao de fagos !
Transferir o Imiubagéo
sobrenadante 24°Cih
b — - o
’ - I 1mL
- _- ——— —— e Cloroférmio
L_é Centrifugagao (7% /J

= =_  3.000 gr15min
4°C

Preparo do bacteriéfago para avaliagdo morfolégica



APENDICE VI — Avaliag&o da atividade litica dos bacteriéfagos fre ~ nte & Salmonella Enteritidis. Teste in vivo

Salmonella Enteritidis

54 ovos .
72 ovos —— > Bacteriéfagos
5 min.
Ovos (91) AT
14
Etanol 70% "
10 min
18 ovos Secagem
(30°C)
wos
Salm. 1010
1 ovo
(Isolamento e identificagdo 102
De Salmonella spp.)
Incubacgédo a 25°C 1014

24h/48h/72h/5d/10d/15d



