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RESUMO

A Salmonella spp. € um dos principais microrganismos envolvidos em doencas
veiculadas por alimentos, 0 que torna necessario tomar medidas para a sua eliminagéo
na industria de alimenticia. Diante desta abordagem, os bacteridéfagos (fagos), que sao
virus que infectam procariotos, vém conquistando espaco em diversas 4reas,
principalmente nas inddstrias de alimentos, pois se apresentam como um vantajoso
controle biologico de bactérias, sem deixar resquicios de substancias quimicas,
consequentemente tornando-se uma excelente alternativa de controle. Quando
associados a polimeros, além de protecdo, podem proporcionar a sua liberacdo gradual
atuando por periodos maiores, permitindo uma liberacdo controlada da substancia na
area de atuacdo. Pensando nesta tecnologia, o objetivo do presente estudo foi
desenvolver um produto inovador para o controle bioldgico de diferentes sorovares de
Salmonella enterica, através da elaboracdo de um coquetel de bacteriéfagos, formulados
em biocomprimidos adesivos de liberacdo prolongada, no intuito de serem aplicados em
agua de tangues de resfriamentos do abate de frango. Os biocomprimidos foram
preparados com 30% de Polyox WSR-303, de 7.000.000 g/mol, 69% de polioxido de
etileno de 100.000 g/mol, e 1% de pool de bacteriéfagos liofilizados, preparados por
compressdo direta em maquina de compressdo excéntrica. A sua eficiéncia foi testada
mimetizando as condicdes reais do processo de refrigeracdo das carcacas de frango,
divididos em quatro tratamentos, onde T1 — Controle positivo, T2 — Controle negativo,
T3 — Biocomprimidos de fagos com concentragdo baixa [2,7x10° UFC/mL] de
Salmonella enterica e T4 — Biocomprimidos de fagos com concentragdo alta [2,7x10°
UFC/mL] de Salmonella enterica. Os resultados mostraram que houve leve redugéo de
patdgenos, porem ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, sendo assim,
conclui-se que os biocomprimidos ndo apresentaram eficacia de forma relevante na

liberacdo dos bacteridfagos para acdo contra a Salmonella enterica.

Palavras-chave: Fagos. Biocomprimidos. Salmonella.



ABSTRACT

A Salmonella spp. it is one of the main microorganisms involved in foodborne diseases,
which makes it necessary to take measures for its elimination in the food industry. In
view of this approach, bacteriophages (phages), which are viruses that infect
prokaryotes, are gaining space in several areas, mainly in the food industries, as they
present themselves as an advantageous biological control of bacteria, without leaving
traces of substances, consequently making them - an excellent control alternative. When
associated with polymers, in addition to protection, they can provide a gradual release
acting for longer periods, allowing a controlled release of the substance in the area of
operation. Thinking about this technology, the objective of the present study was to
develop an innovative product for the biological control of different Salmonella enterica
serovars, through the preparation of a cocktail of bacteriophages, formulated in
extended release adhesive biocompressed tablets, in order to be needed in drinking
water. cooling tanks for chicken slaughter. The biocompresses were prepared with 30%
Polyox WSR-303, 7,000,000 g / mol, 69% ethylene polyoxide, 100,000 g / mol, and 1%
pool of lyophilized bacteriophages, prepared by direct direct compression in a eccentric
compression. Its efficiency was tested by mimicking the real conditions of the cooling
process of chicken carcasses, divided into four treatments, where T1 - positive control,
T2 - negative control, T3 - low concentration phage biocompressants [2.7x103 CFU /
mL] Salmonella enterica and T4 - Phage biocompressants with high concentration
[2.7x106 CFU / mL] of Salmonella enterica. The results attenuated that there was a
reduction in pathogens, but there was no difference between treatments, thus, it is
concluded that biocompresses are not significantly differentiated in the release of
bacteriophages for action against Salmonella enterica.

Keywords: Phages. Biocompressants. Salmonella.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclos de replicacdo dos bacteridfagos ..........cccovvevvevieiiieiieie i 26
Figura 2: Morfologia dos bacteriofagos ..........ccccevveiiiic i 26
Figura 3 Aplicagdo dos Bacteriofagos na cadeia produtiva de alimentos...................... 27
Figura 4: Protocolo de amplificagdo dos bacteriofagos..........cccovervvniiiiniiiencisee, 32
Figura 5: Tratamentos realizados N0S eXPEriMENtOS. ........ccccvereereeieeriesieseesreseesieeiens 35

Figura 6: Teste dos bacteriofagos em caldo BHI para observar presenca ou auséncia de

turvacdo no meio apos a titulagdo de fagos. ....ccvevvveieiieie e 37
Figura 7: Placa que mostra formacéo de lise em S. Brandenburg. ..........cccccevenininnnne. 38
Figura 8: Amostra lofilizada............ccoeiiiiiiiie s 39
Figura 9: Biocomprimidos de pool de bacteriéfagos de liberacdo controlada................ 41
Figura 10: Ac¢do dos biocomprimidos de bacteriéfagos no tempo de 12 horas.............. 43

Figura 11 Zonas de lises cobertas por Salmonella enterica apos a incubagéo. .............. 44



LISTA DE TABELA

Tabela 1: Titulacdo dos bacteriéfagos frente as bactérias hospedeiras antes da
1 0] 14 To%: Lo TS PSS 38

Tabela 2 Titulagdo dos bacteriofagos frente as bactérias hospedeiras apos a liofilizacao.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
°C: graus
pL: microlitros
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BHI: Brain Heart Infusion
CDC: Disease Control and Prevention
DNA: Acido desoxirribonucleico
DVA: Doengas Veiculadas Por Alimentos
g: gramas
h: horas
ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses
MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Min: Minutos
mL: mililitro
OMS: Organizag¢do Mundial da Sadde
UFP / PFU: Unidades Formadoras De Placas
RNA: Acido Ribonucleico
S.: Salmonella
TSA: Trypticase Soy Agar
TSB: Trypticase Soy Broth
UFC: Unidade Formadora de Col6nia
UPF: Universidade de Passo Fundo

XLD: Agar Xilose-Lisina

Desoxicolato



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt sttt 17
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooiieeeeeteeeees e stenesstenes s s, 19
2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA SALMONELLA SPP.......ccccvovvvierinnnns 19
2.2 SALMONELOSES .....ocooviieieseeees st sss st nesnens 21

2.3 CONTROLE DE SALMONELLA ENTERICA NA INDUSTRIA DE

ALIMENTOS ... s 22
2.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA ......ooooiieieieteeeeeeeeeeese e 24
2.5 CARACTERISTICAS GERAIS DOS BACTERIOFAGOS........cccccoovvernne, 25

26 BACTERIOFAGOS COMO ALTERNATIVA DE CONTROLE

MICROBIOLOGICO ..ovouiiiiieieieiseisese st ssssenens 27
2.7 POLIMEROS BIOADESIVOS ..ot esesisese s ensssenesasnenens 29
3MATERIAIS E METODOS ......ooviiiieeeeee ettt 31
3.1 ISOLAMENTO DOS BACTERIOFAGOS........ocoooviieiireeeieserersensevennines 31
3.2 AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DOS BACTERIOFAGOS................ 31
3.3 TITULACAO DOS BACTERIOFAGOS......ocooeieeeieeeeeeeeevenesssenssnsesinnenns 32
BALIOFILIZACAO ..ottt 33
35 FORMULACAO DE BIOCOMPRIMIDOS DE LIBERACAO
PROLONGADA A PARTIR DOS COQUETEIS DE BACTERIOFAGOS....... 33
3.6 TESTE in vitro DOS BIOCOMPRIMIDOS CONTENDO OS COQUETEIS
DE BACTERIOFAGOS CONTRA SALMONELLA ENTERICA. .....cccocevvune. 34
3.8 ANALISE DOS RESULTADOS .....ovviieiieeeteeeieeeee s 35
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooiiiieieeeeeeee e ses st 37
4.1 Teste de esterilidade e titulagcdo dos bacteriofagos .........cccoevevereieieiesennnn, 37
o T ] 1 11 o (o IR PP 39
4.3 Elaboracéo dos biocomprimidos de coquetel de bacteridfagos ...................... 40
4.4 Teste dos biocomprimidos de bacteriofagos.........ccccoevvveveiieii e, 42
5 CONCLUSOES.......ootiiitiiiiesiesi sttt 45

] = = =1 N0 47



APENDICE A - Artigo cientifico



17

1 INTRODUCAO

Salmonella spp. esta entre os principais patdégenos envolvidos nas infeccdes
alimentares no homem, sendo uma das principais causas de doengas veiculadas por
alimentos (DVA'’s) mundialmente. No Brasil, 0 Ministério da Saude apontou que entre
0s anos 2009 a 2018 este patogeno foi o segundo maior causador de DVA’s com uma
porcentagem de 11,3% de casos registrados no pais. Os alimentos mais frequentemente
implicados nos surtos relatados pelo sistema de vigilancia, foram os alimentos mistos, e
agua (BRASIL, 2019).

As doencas veiculadas por alimentos tém sido motivo de amplas discussoes,
levando a procura, em todo o mundo, por estratégias que permitam o seu controle e,
consequentemente, a garantia da disposicdo de produtos in6cuos no mercado
consumidor. Nesse contexto, a bactéria Salmonella tem sido uma preocupacdo, ao longo
dos anos, para indudstria de produtos de origem avicolas. A partir da crescente énfase na
seguranca de produtos carneos que chegam ao consumidor, tem-se estimulado a
identificacdo de meios para reduzir ou eliminar Salmonella spp., uma vez que resulta
em aumento na seguranca dos produtos avicolas (FUNK et al., 2001).

No abatedouro, as bactérias podem chegar ao alimento por erros de
procedimento nos frigorificos como o excesso de manipulacdo durante o beneficiamento
da carne, erro na temperatura de armazenamento, no contato de carne processada com
carne crua, e por superficies mal higienizadas, estas ultimas conhecidas por
contaminagdo cruzada (ROSA et. al., 2015). Contudo, o principal ponto critico de
controle no processamento de frango, é o resfriamento da carcaca na agua do chiller,
gue ocasiona a contaminacdo com as bactérias presentes na superficie da carcaca,
levando a contaminacdo cruzada e comprometendo potencialmente a seguranca do
produto (SOUZA et al., 2012). Por isso os biocontroles vem sendo estudados como
alternativas de controlar patdgenos no ambiente, e uma dessas abordagens € o uso de
virus bacterianos como agentes eficaz frente as bactérias patogénicas denominados de
bacteridfagos ou fagos (KRYLOV, 2019).

Os fagos ainda sdo pouco explorados como antimicrobianos, e apresentam
vantagens Unicas se caracterizando como uma alternativa de controle, principalmente
para as industrias de alimentos, com possibilidade de complementar e/ou substituir
métodos convencionais, ndo deixando residuos quimicos, além de evoluirem

rapidamente para superar as estratégias de defesa que as bactérias desenvolvem para
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sobreviver ao ataque constante dos fagos (ALBINO, 2011). Com isto, 0 seu uso torna-se
uma metodologia de grande importancia para o controle de patégenos, podendo ser
utilizado em toda a cadeia de producdo de alimentos sem afetar as propriedades
sensoriais do produto final.

Os polimeros representam uma das classes de matérias-primas mais versateis, e
acessivel para aplicacbes em diversas areas, sendo geralmente aplicados nas industrias
farmacéuticas, onde auxiliam em formulacdes de farmacos e produtos estéticos,
proporcionam estabilidade fisica, quimica e microbioldgica, sendo empregados como
excipientes em preparacdes convencionais de medicamentos e cosméticos, aléem de
proteger e estabilizar estruturas proteicas de principios ativos, como os fagos. Portanto a
associacao de bacteri6fagos aos polimeros de liberacdo modificada, que sdo preparacdes
em que a substancia ativa vai se liberando aos poucos, tem o objetivo de controlar a
liberacdo, a fim de aumentar o tempo de duracdo dos virus bacterianos no ambiente em
que foi exposto (MANOHAR, 2019).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um produto inovador
para o controle bioldgico de diferentes sorovares de Salmonella enterica, através da
elaboracdo de um coquetel de bacteri6fagos, formulados em biocomprimidos adesivos

de liberacdo prolongada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA SALMONELLA SPP

O género Salmonella recebeu essa denominagdo em homenagem ao seu
descobridor, Daniel EImer Salmo (1850-1914), que foi o primeiro médico veterinario e
microbiologista a visualizar uma bactéria do género, a Salmonella enterica sorovar
Choleraesuis (FERREIRA et al., 2013). Essas bactérias pertencem a familia
Enterobacteriaceae e possuem uma ampla distribuicdo na natureza, sendo que o trato
intestinal dos animais e do homem ¢é seu principal reservatério. Morfologicamente, sdo
bastonetes Gram-negativos, geralmente méveis, capazes de formar acido e, na maioria
das vezes, gas a partir da glicose, com excecdo de Salmonella enterica sorovares Typhi,
Pullorum e Gallinarum. Crescem em temperatura entre 7°C e 45°C, com a temperatura
6tima de crescimento entre 35°C e 37°C. Crescem em pH entre 4,5 e 9,0, sendo o pH
Otimo de crescimento entre 6,5 e 7,5. Sobrevivem a longos periodos de congelamento e
desidratacdo, quando em presenca de matéria organica (VIVIAN, 2014).

Quanto as suas caracteristicas bioquimicas, o género Salmonella apresenta
reacOes aos testes de oxidase negativa; catalase positivo; indol, VogesProskauer
Vermelho de Metila, malonato e ureia negativa. Produzem gas sulfidrico a partir da
reducdo do enxofre por acdo da enzima cisteina desulfidrase. Apresentam ainda como
caracteristicas metabolicas a capacidade de descarboxilagdo dos aminoacidos lisina e
ornitina, reducédo de nitrato a nitrito e utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono,
podendo ocorrer variagdes em funcdo do sorovar e/ou da subespécie. Por exemplo,
Salmonella enterica sorovar Arizonae ndo fermenta o dulcitol, mas frequentemente é
malonato positivo. Salmonella enterica sorovar Pullorum ndo fermenta o dulcitol e
Salmonella enterica sorovar Gallinarum ndo descarboxila ornitina, sendo ambos
imoveis. Salmonella sorovares Typhi, Pullorum e Gallinarum ndo produzem gas a partir
da fermentacdo da glicose (FERREIRA et al., 2013).

O género Salmonella é constituido de duas espécies a Salmonella bongori, e a
Salmonella enterica, sendo que esta Gltima é de maior importancia para saude publica.
As bactérias desse género apresentam grande variabilidade antigénica, denominadas
sorovares ou sorotipos. S&o conhecidos mais de 2.500 sorovares pertencentes a esse

género, sendo que os sorovares isolados com maior frequéncia em doenca humana
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pertencem a Salmonella enterica subespécie enterica com mais de 1500 sorovares
conhecidos (SILVA et al., 2007; GUIBOURDENCHE et al., 2010). A identificacdo dos
sorovares é definida de acordo com suas caracteristicas bioquimicas, soroldgicas e
antigénicas. Sendo a divisdo de seus sorovares baseada na composicdo de seus
antigenos de superficie, que sao os antigenos somaticos “O”, flagelares “H” e capsulares
“Vi”, estes encontrados somente nos sorovares Salmonella enterica sorovar Dublin,
Salmonella enterica sorovar Typhi e Salmonella enterica sorovar Paratyphi. Sua
taxonomia € definida conforme proposto pelo esquema Kauffmann-White (SILVA et
al., 2007).

A infecgdo causada por Salmonella Enteritidis é denominada de infecgdo
paratifoide (GELLI, 1995), que é uma doenca aguda ou cronica ndo-especifica a uma
espécie. Animais destinados a producdo de carnes para consumo humano podem atuar
como hospedeiros assintomaticos de patdgenos entéricos importantes que representam
risco de infeccdo para o homem, tornando o seu controle, reducdo ou eliminagdo um
desafio para a industria (SHINOHARA, 2008).

Conforme dados do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados
Unidos (do inglés Center for Disease Control and Prevention — CDC), 0s sorovares
mais encontrados em aves sdo S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Kentucky, S.
Typhimurium, e S. Senftenberg (FOLEY & LYNNE, 2008). J& no Brasil, os principais
sorovares encontrados em carcacas de frango e aves vivas, conforme a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo S. Enteritidis, S. Infantis, S.
Typhimurium, S. Heidelberg e S. Mbandaka (BRASIL, 2008).

A preocupacdo a respeito da presenca de Salmonella spp. em produtos
alimenticios de origem avicola aumentou em meados dos anos 80, quando Salmonella
Enteritidis fagotipo 4 foi responsavel por diversos surtos de infeccdo alimentar na
Inglaterra devido a ingestdo de alimentos contendo ingredientes de origem avicola
(CARDOSO et al., 2015).

Em um estudo realizado na regido metropolitana de Sdo Luis, Maranhdo, 0s
sorovares de Salmonella identificados com maior incidéncia dentre as amostras de
carcaca de frango foram Salmonella enterica sorovares: Albany, Schwarzengrund e
Heidelberg (BOGEA et al., 2015).

No estado de Goias, Resende et al., (2005) avaliaram a presenca de Salmonella
spp. em carcagas de frangos de corte de agroindustrias goianas foram analisadas 96
carcagas provenientes de abatedouros sob inspecdo federal no Estado de Goids, no
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periodo de marco a outubro de 2001. As carcacas foram submetidas a analise
bacteriolégica convencional e isolaram o microrganismo em 19 amostras. Foram
identificados cinco sorovares (S. Enteritidis, S. Livingstone, S. Muenster, S.
Typhimurium e S. Heidelberg).

Cardoso et al., (2015) investigaram a ocorréncia de Salmonella spp. em carcagas
de frangos resfriadas provenientes de abatedouros do Estado de S&o Paulo, onde foram
analisadas 609 amostras no periodo 2000 a 2010. A presenga de Salmonella spp. foi
isolada em 89 carcacas de frango, sendo que o sorovar mais prevalente foi S. Enteritidis
com 49,4%, seguida por S. Albany (15,7%), S. Infantis (11,2%), S. Agona (5,6%), S.
Tennessee (4,5%), S. Heidelberg (3,4%), S. Kentucky (2,3%), S. Enterica 0:4,5 (2,3%),
S. Montevideo (1,1%) e S. Newport (1,1%).

Tessari et al., (2008), analisaram 116 amostras de carcacas de frango prontas
para serem distribuidas no comércio e procedentes de exploragdes industriais do Estado
de Séo Paulo. Das amostras analisadas trés foram positivas para Salmonella, sendo que
duas amostras (1,7%) apresentaram contaminacgdo por Salmonella spp. e uma (0,8%)

por Salmonella Enteritidis.

2.2 SALMONELOSES

A salmonelose é uma das principais zoonoses de interesse em todo o mundo, por
ter caracteristicas endémicas, alta morbidade e, sobretudo, pela dificuldade da adog¢éo de
medidas para seu controle. A ocorréncia das salmoneloses na populagdo humana
transmitida por alimentos é subnotificada, ja& que muitas ocorréncias ndo sdo registradas
aos 0rgdos competentes, portanto, tomar medidas preventivas torna-se necessario para
evitar o risco de infecgdo na populagdo humana (FERREIRA et al., 2013). Os sintomas
caracteristicos desta doenca sdo: diarreia, febre, dores abdominais e vomito e que
aparecem, em media, 12 a 36 horas apds o contato com o patégeno (ALVES, 2012).
Dados do CDC mostram que somente no més de agosto de 2018, foram registrados 17
casos de surtos, incluindo uma morte em decorréncia das DVA’S apenas nos Estados
Unidos (CDC, 2018).

A preocupacdo a respeito da presenca de Salmonella spp. em produtos
alimenticios de origem avicola aumentou em meados dos anos 80, quando o sorovar
Enteritidis fagotipo 4 foi responsdvel por diversos surtos de infeccdo alimentar na
Inglaterra devido a ingestdo de alimentos contendo ingredientes de origem avicola
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(CARDOSO et al., 2015 apud WALL; WARD, 1999). Uma pesquisa realizada no Rio
Grande Sul mostrou que os ovos de galinha de granja (1.188 ovos analisados)
produzidos e comercializados no Estado dentre os anos de 2010 a 2014 e 28 (2,36%)
apresentaram resultado positivo para presenca de Salmonella spp. (WOLSCHICK,
2015).

A maioria dos sorovares de Salmonella é patogénica para 0 homem, ocasionando
diferentes sintomas em decorréncia da variagdo no mecanismo de patogenicidade, que
vai depender do sistema imunoldgico do paciente. A salmonelose pode ser dividida em
trés grupos: a febre tifoide (Typhi), a febre entérica (Paratyphi A, B e C) e as infec¢des
entéricas em decorréncia de outras Salmonelas. Sendo que os sorovares Typhi,
Paratyphi A e C sdo considerados patdgenos exclusivos de humanos (FERREIRA,
2005).

A distribuicdo de sorovares de Salmonella spp. causadores de salmoneloses
humanas é diferente nas regides brasileiras. Loureiro et al. (2010) realizou uma pesquisa
para identificar os sorovares de Salmonella envolvidos em casos de infeccdo humana,
ocorridos em 43 municipios do Estado do Para no periodo de 1991 a 2008. Foram
utilizadas 890 amostras de Salmonella de coproculturas e hemoculturas. Os casos de
infeccdo por Salmonella foram distribuidos em 13 sorogrupos, com destaque para o
grupo 0O:9 (68,1%). Foram identificados 47 sorovares de Salmonella, destacando-se 0s
seguintes sorovares: Typhi (58,9%), Enteritidis (5,4%) e Saintpaul (2,5%). Nota-se que
o0 sorovar Typhi teve um resultado expressivo dentre as cepas identificados, mostrando
que a febre tifoide representa um sério problema de salde publica na Regido Norte do
Pais.

No Parana, foram notificados 286 surtos de salmonelose envolvendo 5.641
pessoas entre 1999 e 2008, sendo que 34,8% dos casos estavam associados ao consumo
de comida contendo carne e derivados. O sorovar prevalente foi Enteritidis, encontrado
em 87,8% das cepas isoladas de pacientes e em 80,6% das cepas provenientes dos
alimentos envolvidos nos surtos. Enteritidis PT4 foi o fagotipo predominante, porém foi
observada maior prevaléncia de PT9 a partir de 2003 (KOTTWITZ et al., 2010).

23 CONTROLE DE SALMONELLA ENTERICA NA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS
A preocupacdo com os produtos de origem animal para consumo humano no

Brasil, levou as autoridades se juntar com as industrias alimenticias para garantir uma



23

seguranca e qualidade nos produtos finais, principalmente quando se trata da producgéo
avicola (VON RUCKERT, 2009).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de carne de frango, com uma
producdo média de 13,45 milhdes de toneladas. O crescimento foi impulsionado aliado
ao fato de ser a carne de frango um produto saudavel e de preco acessivel para a
populacéo e pela expansdo das exportacdes, o volume total de frangos produzidos pelo
pais em 2019 foi de 68% destinado ao mercado interno e 32% para exportacdo. Sendo
assim, o consumo per capita de carne de frango é de aproximadamente 42,8 quilos.
(ABPA, 2020)

A indastria com expansdo em potencial e com indmeras mudancas nas ultimas
década, tornou-se inevitavel a adocdo de boas préaticas de fabricacdo e implantacdo do
sistema APPCC (Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle) na linha de
producdo de um abatedouro, com o objetivo de adequar os procedimento conforme a
legislacdo em vigor, além de obter uma descricdo detalhada das caracteristicas do
produto e elaboragdo de fluxograma de processamento, podendo assim observar quais
sdo 0s possiveis riscos de ocorréncia de perigos bioldgicos, quimicos e fisicos, que

venham futuramente causar danos na satde do consumidor (SHINOHARA, 2008).

Os programas de seguranga alimentar devem proporcionar um controle efetivo
em toda cadeia produtiva para aumentar a seguranca e a qualidade dos produtos,
evitando a multiplicacdo de patégenos na linha produtiva, principalmente em produtos
vendidos in natura, como por exemplo a carne de frango, que se houver uma
manipulacdo insatisfatoria nas diversas etapas do processamento, acaba por tornar-se
um veiculo de transmissdo de inumeros microrganismos patogénicos, dentre eles,
destaca-se a Salmonella spp., que segundo a legislacdo a auséncia de qualquer sorovar

deste patdgeno deve ser de 25 gramas da amostra analisada (SANTOS, 2012).

Durante o abate dos frangos e do processamento das carcacas nos abatedouros,
existem diversos pontos criticos de contaminagGes, onde as bactérias podem se
propagar, como por exemplo, nas superficies de equipamentos, corrente de ar do
abatedouro, nas médos dos manipuladores, e na agua utilizada no sistema dos tanques de
resfriamento (chiller), resultando na contaminagdo cruzada das carcacgas, No entanto,
neste Gltimo caso, a contaminagdo no chiller pode ser controlada, devido a associagdo

de temperatura baixa temperatura com agua clorada (GEORNARAS et al, 1996).
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O controle microbiolégico dos tanques de resfriamentos € feito através do
controle de pH, temperatura, clora¢do da agua potavel e da carga microbioldgica inicial
das carcacas, estendendo-se a limpeza e desinfeccdo dos tanques com intervalo de oito
em oito horas de trabalho, assim a carcacas de frango mantem-se indcua, sem aumento
da carga microbiana (VON RUCKERT, 2009).

2.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O problema da resisténcia aos antimicrobianos comecou a ser discutido em
meados da década de 70, quando os médicos perceberam que a ampla oferta de agentes
antimicrobianos n&o estava resolvendo todas as infecgdes bacterianas (LOWY, 2003).
Atualmente, este assunto vem sendo amplamente estudado em diversos géneros
bacterianos (RIBEIRO et al., 2006).

Pesquisas no mundo inteiro vem mostrando o aumento do nimero de resisténcia
aos antimicrobianos, tendo como desafios o0 uso indiscriminado e incorreto de
antibidticos, facilitando o surgimento de resisténcia em muitos microrganismos
(RITTER, 2012).

A ocorréncia de linhagens resistentes a desinfetantes também vem sendo
relatada, o que pode representar desafios econémicos para a industria de alimentos e
trazer implicacGes para a salde publica, especialmente quando se trata de resisténcia
cruzada entre desinfetantes. Alguns estudos apontam resisténcia da Salmonella frente a
principais desinfetantes usados na industria de carne de frango, amonia quaternaria,
acido peracético, hipoclorito de sddio, iodofor (MCDONNELL e RUSSELL, 1999;
BOROWSKY et al., 2006; KREWER et al., 2012; BOTH, 2013). Essa realidade
diminui a eficacia dos produtos de desinfeccdo, dificultando os programas de
higienizacédo e o controle desse patdgeno na cadeia produtiva de aves.

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos pode se classificar em dois tipos
principais: intrinseca e adquirida. A resisténcia intrinseca é natural, ou seja, quando uma
espéecie € resistente a um determinado antimicrobiano mesmo antes do seu uso. A
resisténcia adquirida ocorre quando um microrganismo continua a multiplicar-se ou
persistir na presenca de niveis terapéuticos de determinado agente antimicrobiano ao
qual ele ja foi sensivel (ANVISA, 2008), sendo o principal efeito colateral de seu uso a
selecdo de bactérias resistentes (SCHWARZ et al., 2010; RAO, 2013).
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Existem trés principais formas de resisténcia dos microrganismos aos
antibidticos. Um destes mecanismos trata da inativacdo enzimatica do antimicrobiano,
decorrente da agdo de enzimas bacterianas sobre o principio ativo; outra forma consiste
na alteracdo da estrutura da molécula-alvo do antimicrobiano; e por fim ha os
mecanismos que reduzem a concentracdo intracelular do antimicrobiano, como bombas
de efluxo (RAO, 2013).

Com a preocupacdo alarmante sobre 0s riscos que a resisténcia antimicrobiana
pode trazer para salde publica, barreiras estdo sendo estudadas para combater essa
disseminacéo, com a exploracdo de novas terapias alternativas, como o uso de fagos e
6leos essenciais como agentes antimicrobianos; e melhorias nos estudos das estratégias
da transferéncia horizontal de genes, com o objetivo de inibir a transferéncia de
resisténcia (BROWN-JAQUE et al., 2015).

A importancia de Salmonella spp. na saude publica ndo é devida apenas a sua
alta frequéncia em surtos, mas também devido a grande resisténcia antimicrobiana que
este microrganismo apresenta (TONDO & RITTER, 2012). Salmonella resistentes a
antimicrobianos representam uma grave ameaca, porque podem comprometer o
tratamento. Além disso, pessoas infectadas com cepas resistentes sdo mais propensas a
sofrer um efeito adverso a saude, como doenca prolongada, aumento da gravidade da
doenca, hospitalizacdo ou morte, em comparacdo aquelas infectadas com cepas
sensiveis (COOK et al., 2009). Com isso se faz necessario o estudo de métodos

alternativos de prevencdo e controle para esses microrganismos patogénicos.

2.5 CARACTERISTICAS GERAIS DOS BACTERIOFAGOS

Os primeiros relatos sobre bacteriéfagos foram do britanico Ernest Hankin, em
1896, que observou que as aguas dos rios Jumna e Gange, da india, podiam inativar o
agente da colera e, dessa forma o pesquisador acreditava que nestas dguas havia uma
elevada atividade antibacteriana que acometia o Vibrio cholerae. Porém, ainda ndo se
sabia quem seria o responsavel por esta acdo. Depois de duas décadas, Frederick W.
Twort, um bacteriologista da Inglaterra e superintendente do Instituto Brown de
Londres, caracterizou o fendmeno relacionando-o com acdo dos bacteriofagos sobre
seus hospedeiros: as bactérias (SOUSA, 2012).

Os bacteridfagos sdo classificados como liticos e lisogénicos, de acordo com seu
ciclo de replicagdo (Figura 1). Os primeiros sdo 0s de maior interesse para o controle
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bioldgico de bactérias, pois lisam a célula hospedeira e, a progénie resultante da
continuidade ao ciclo litico. No ciclo lisogénico, o &cido nucleico do fago se recombina
com o da bactéria formando um profago, que se reproduz com a célula hospedeira e
confere imunidade contra a infec¢do pelo mesmo tipo de fago (MARTINS, 2014). A sua
morfologia pode variar entre as formas culbica, filamentosa ou pleomorfica e ter
composi¢cdo de DNA ou RNA recobertos por um capsideo rico em proteina (Figura 2).
O é&cido nucléico pode ser de fita simples ou dupla e em alguns bacteriéfagos o capsideo
é coberto por uma cauda contendo lipidios que desempenham, provavelmente, a fungédo
da aderéncia do bacteriofago a parede das células hospedeiras. Os bacteriofagos
atualmente sdo taxonomicamente organizados em dez familias com caracteristicas

morfolégicas e genomas distintos (ICTV, 2019).

Figura 1: Ciclos de replicacdo dos bacteriéfagos
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Figura 2: Morfologia dos bacteriéfagos
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Os fagos sdo dependentes das células hospedeiras, por isso ndo possuem
metabolismo proprio. Apresentam uma larga faixa de hospedeiros, tendo como alvo
principal linhagens especificas. No ciclo de reprodugdo o primeiro passo é o
reconhecimento por um receptor primario da célula hospedeira, seguido pela adsorcéo
em um segundo receptor. A primeira adesao é reversivel — a célula pode ndo estar viva.
A segunda adesdo é irreversivel, e subsequentemente, 0 DNA fagico circulariza e a
bactéria inicia a producdo de proteinas fagicas (ROSSI, 2010).

2.6 BACTERIOFAGOS COMO ALTERNATIVA DE CONTROLE
MICROBIOLOGICO

Diversos estudos mostram que a contaminacao de alimentos € um problema de
salde publica, pois os relatos descritos anualmente de doencas transmitidas por
alimentos esta cada vez maior, e a busca por protecdo e conservagdo destes produtos
tornou-se um desafio para as industrias. Para controlar os patdgenos presentes na cadeia
produtiva, diversas estratégias estdo sendo estudadas, e os bacteriéfagos tém sido
amplamente estudados como alternativa de controle (ENDERSEN, et al, 2014).

Os bacteriofagos podem ser aplicados em todas as fases de producdo numa
abordagem simples, em quatro etapas diferentes, como a fagoterapia, biossanitizacao,
biocontrole, biopreservacdo, a fim de garantir um produto indécuo ao consumidor
(Figura 3) (SA, 2015).

Figura 3 Aplicacdo dos Bacteri6fagos na cadeia produtiva de alimentos

Bacteriofago

|
Biossanitizagdo Biocontrole Biopreservagao
Carcacas :
gas ‘ Produto Final
produtos frescos

Fonte: Adaptado de SA, 2015

Controle de Desinfecgdo de
patdégenos na [Emequipamentos na
produgdo animal cadeia produtiva




28

Os bacteriofagos podem ser utilizados na prevencdo ou reducdo de doencas
durante a producdo animal. A eficiéncia de bacteriofagos livres e microencapsulados foi
demonstrada no controle de S. Enteritidis em poedeiras e em ovos comerciais. O
tratamento com bacteriéfagos livres ou microencapsulados mostraram uma reducdo na
contaminacdo e deteccdo do patdgeno na casca, na gema e na clara de ovos
experimentalmente infectados. Ovos que foram higienizados, pasteurizados e néo
tratados com bacteridéfagos obtiveram maiores médias de contaminagdo de S. Enteritidis
na clara, na gema e na casca em relacdo aos ovos nao higienizados, ndo pasteurizados e
tratados com bacteriéfagos (ALBINO, 2016).

Na desinfecdo de equipamentos e superficies de contato utilizadas na inddstria
de processamento e comercializacdo de frango de corte e derivados, o estudo sobre a
utilizacdo de bacteriofagos ambientais no controle de biofilmes de Salmonella spp.,
mostrou que entre 3 a 9 horas o pool de bacteri6fagos apresentou uma acao satisfatoria
eliminando a maioria dos patdgenos. Desta forma, o uso de bacteriéfagos € uma boa
alternativa para o controle de biofilmes nas industrias (GARCIA, 2015). O biocontrole e
a biopreservacdo por fagos consiste respectivamente na descontaminacao de carcacas e
outros produtos crus, e aumentar a vida de prateleira de alimentos pereciveis, tem como
objetivo funcionar como conservantes naturais. No estudo sobre os efeitos de
bacteridfagos liticos sobre S. Enteritidis (SE) em carcacas e recortes de frangos tratados
por imersdo, demostraram que a técnica de imersdo de recortes e carcacas de frangos
contaminados com SE em uma solucdo de bacteri6fagos é capaz de reduzir a
concentracdo bacteriana, sendo que quanto menor for a area de superficie dos produtos
avicolas, maior a eficacia do tratamento (GONCALVES, 2013).

Os bacteriéfagos como biocontrole € um método promissor. Um exemplo disto €
0 produto comercial a base de bacteriéfagos, o Agriphage, produzido pela OmniLytics
Inc. para tratar doengas por manchas bacterianas nas lavouras, que foi o primeiro
produto a base de fagos aprovado pela US Environmental Protection Agency para uso
na agricultura nos Estados Unidos. Na inddstria alimenticia, a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou em 2006 a utilizacdo do bacteriofago P100 (Listex
P100), produto formulado a partir de um pool de fagos para o controle de Listeria
monocytogenes em carnes e queijos. Os virus bacterianos apresentam beneficios por
serem autolimitantes, ou seja, somente se replicam na presenca da bactéria com a qual
possuem afinidade, por ndo atuarem na selecdo de microrganismos resistentes, podem

ser administrados em dose Unica, e de facil uso, além de ser facilmente encontrados na
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natureza. Além disso, os bacteri6fagos ndo causam alergias e ndo alteram a estrutura,
odor ou sabor dos alimentos (MACHALELA, 2016).

Os fagos utilizados em nosso estudo, demonstraram previamente, em diferentes
experimentos, acdo litica contra isolados de S. Pullorum, S. Gallinarum, S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Heidelberg, S. Brandenburg, S. Anatum, S. Tennessee, S. Agona, S.
Bredeney, S. Schwarzengrund, S. Infantis, S. Rissen, S. Lexington e S. Panama. Estes
sorovares foram isolados de amostras clinicas de aves ou de carne de frango e nossos
estudos demonstraram que possuem genes de viruléncia, multirresisténcia a
antimicrobianos e/ou capacidade de formacdo de biofilmes (POTTKER, 2016;
PEIXOTO, 2019; R1ZZO, 2017).

2.7 POLIMEROS BIOADESIVOS

O poliéxido de etileno (PEO) é uma macromolécula linear que é obtido da
polimerizacdo por abertura do anel do 6xido de etileno. A regularidade da sua unidade
estrutural permite um elevado grau de cristalinidade envolvendo 70 a 85 % do polimero.
O PEO é compativel com uma vasta gama de plasticizantes, compostos de baixa massa
molecular e outros polimeros (VILLANOVA, 2010).

Dependendo de sua composicao eles atuam em diversas necessidades especificas
de emulsificacdo, dispersdo, detergéncia, entre outras, das industrias de lubrificantes,
pesticidas, detergentes, alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos e petroleo
(MANSUR, 2001).

Uma pesquisa sobre o 6leo essencial de gengibre (OEG) e a utilizacdo de
polimeros a partir de fibras ultrafinas de proteina isolada de soja (PIS), polidxido de
etileno (PEO) e zeina teve como objetivo a caracterizacdo destes polimeros, para a
encapsulacdo de diferentes concentracdes de OEG, para ser aplicadas em embalagens de
queijo minas frescal para o controle de cinco bactérias Listeria Monocytogenes (SILVA,
2018).

Em um estudo sobre a influéncia de polimeros bioadesivos sobre o efeito
protetor do flior no desenvolvimento da erosdo dental, foram testados trés polimeros
Carbopol 980, Carboximetil Celulose e Aristoflex AVC, em concentragcbes pre-
determinadas com base na viscosidade da solucdo a ser utilizada, que simularam um

enxaguatorio bucal. Concluiram que o Carbopol, sozinho ou associado ao Fluoreto de
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Sodio, apresentou efeito protetor contra a desmineralizacdo do esmalte dentario apds o
desafio erosivo (AVILA, 2014).

Atualmente, os biopolimeros sdo investigados e desenvolvidos, com base em
sistemas de liberacdo controlada, melhorando assim a estabilidade de substancias
bioativas, como é o caso dos bacteridéfagos, que se associado ao alginato, melhora a sua
eficiéncia e ajuda a permanecer em condi¢Bes gastricas. Um sistema de entrega oral
capaz de fornecer protecdo ao bacteriofago S1 durante a passagem pelo trato
gastrointestinal (TGI) de galinhas (Gallus gallus domesticus) com um més de idade. Os
testes foram realizados in vitro e in vivo e mostraram que a esfera do alginato
apresentou maior eficiéncia no encapsulamento, permitindo liberacdo do fago S1 a
partir de trés horas de agitacdo. Nos testes in vivo foi observado a presencga de areas
liticas em que as esferas de alginato permitiram a liberacdo do fago no TGl, e a
Salmonella Enteritidis foi reduzida 48 horas apds a administracdo do tratamento
(GARCIA, 2019).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ISOLAMENTO DOS BACTERIOFAGOS

Em nosso estudo, foram utilizados os bacteriofagos UPF_BP1, UPF_BP2 e
UPF_BP3 que foram isolados no Rio Grande do Sul, a partir de amostras de fezes de
aves de criacdo extensiva e agua residual proveniente do abate em frigorifico de aves,
conforme Pottker, (2016). O isolamento dos fagos foi realizado de acordo com
Sillankorva et al., (2008), baseado na técnica de sobrecamada de meio semissolido, a

partir das bactérias hospedeiras sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis.

3.2 AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DOS BACTERIOFAGOS

Para a amplificagdo do numero de fagos, amostras bacterianas de S.
Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis que estavam armazenadas em caldo infusdo
cérebro e coracdo (BHI) 80% e com 20% de glicerol e conservadas na bacterioteca a -20
°C, foram reativadas. A reativacdo foi realizada utilizando meio de enriquecimento nao
seletivo (BHI), inoculacdo em meio de crescimento seletivo agar Xylose Lisina
Deoxycholate (XLD) por 24 horas e posterior selecdo de uma colénia caracteristica. A
col6nia foi novamente inoculada em caldo BHI, e incubadas a 37°C por 18h.

Em uma solucdo de 125 mL de TSB (trypitc soy broth) concentracdo dupla, foi
inoculado 50 mL da bactéria hospedeira a uma concentragio de 10’ UFC/mL onde foi
adicionado 25 mL do fago correspondente, sendo posteriormente incubado por 18 horas
a 37+1°C. Apo6s o periodo de incubagdo, adicionou ao tubo 20 mL da solugdo de
cloroférmio P.A e centrifugou sob refrigeracdo a 4°C em 8000 rpm por 5 a 10 minutos.
Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em seringa com filtros de 0,22 pm e
transferidos para frascos estéreis (Figura 4). Apos, foi retirado 20 pL do fago e
incubado em 5 mL de BHI e, depois de 24 horas, foi observado se haveria multiplicacdo

bacteriana, e apds seguiu-se com o0 a armazenamento a 4°C.
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Figura 4: Protocolo de amplificacéo dos bacteridfagos.

Amplificacdo do bacteriéfago

[ Incubar em 50 ml de caldo TSB 2x 18h/36°C ]
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.‘ + » .‘ total: 200 mL

= ]
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—_ . —> °-.9 . — —
Armazenar
a4°C

Centrifugac&o 8000 rpm por

5-10 min /4°C
Filtracdo com seringa e
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3.3 TITULACAO DOS BACTERIOFAGOS

Para a realizacdo da titulacdo dos bacteri6fagos foi necessario realizar a diluicdo

seriada da solucdo estoque dos fagos isolados. Para isso preparou-se microtubos com
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900 pL de solucéo salina (0,85%) e realizou-se a diluicdo seriada do estogue de fagos
de 107 até 10, Apos a diluicdo, os microtubos permaneceram em repouso por um
periodo de 15 min. a 30 min. para pré adsor¢do dos fagos.

Para a realizacdo da contagem, foram preparadas placas de Petri contendo uma
fina camada de agar TSA (trypitc soy agar) e foi adicionado 100 pL da bactéria
hospedeira utilizada no isolamento do fago (previamente cultivada overnight) e 100 pL
fago diluido. Em seguida foi vertido 5 mL de &gar semissolido e realizado movimentos
de 8 para homogeneizar. Apds a secagem do agar, as placas foram incubadas a 36 + 1
°C por 24 h. (Sillankorva et al, 2008). Posteriormente foi realizada a contagem de halos

ou placas féagicas e determinada a titulagdo de acordo com a equacao abaixo.

Numero de placas de lise x fator de diluicao
Volume da amostra de bacteriéfagos (mL)

Titulo de bacteri6fagos (UFP/mL) =

3.4 LIOFILIZACAO

Apds o resultado da titulacdo, 100 ml de cada fago foram congelados em ultra
freezer (Coldlab) por 24 horas e posteriormente submetidos ao processo de liofilizacao,
em um equipamento de modelo SL-404 (Solab), a uma temperatura de -53°C por 120

horas.

35 FORMULACAO DE BIOCOMPRIMIDOS DE LIBERACAO
PROLONGADA A PARTIR DOS COQUETEIS DE BACTERIOFAGOS

Biocomprimidos foram elaborados contendo um coquetel (pool) formados pelos
trés fagos, UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Para o preparo dos coquetéis, as amostras
foram amplificadas e liofilizadas separadamente e unidas na propor¢do de 1:1:1.
(ANDREATTI FILHO et al., 2007). Os bacteriofagos liofilizados, foram submetidos a
titulacdo para saber em até quantas diluigcdes, 0s virus ainda estariam viaveis.

A elaboragdo do biocompimido foi realizada com 30% (60 mg) de Polyox WSR-
303, de 7.000.000 g/mol (gentilmente cedido pela Colorcon ®) (polimero responsavel

pela liberacdo controlada dos componentes), 69% (138 mg) de polioxido de etileno de
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100.000 g/mol (Sigma-Aldrich ®), e 1% (2 mg) do pool de bacteriéfagos, que foram
pesados individualmente, para obtengdo de uma mistura homogeneizada manualmente.
Os comprimidos de massa final de 200 mg foram preparados por compressao direta em
maquina de compressdo excéntrica, utilizando jogo de puncdes de 9 mm, planos, sem
sulcos e sua eficiéncia foi testada no controle de contaminacdo de Salmonella enterica
(CRUZ, et al. 2008).

3.6 TESTE in vitro DOS BIOCOMPRIMIDOS CONTENDO OS COQUETEIS DE
BACTERIOFAGOS CONTRA SALMONELLA ENTERICA.

A eficécia in vitro dos biocomprimidos contra Salmonella enterica foi avaliada
em uma camara incubadora refrigerada a uma temperatura de 4° C, com agitacdo em
shaker orbital TE-421 (Tecnal), com intuito de mimetizar as condicBGes reais do
processo de refrigeracdo de carcacas de frango no equipamento industrial denominado
chiller. As bactérias foram escolhidas de acordo com o grau de importancia para satde
publica, sendo utilizados os sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Enteritidis, S.
Typhimurium, e S.Heidelberg, que foram isolados em pesquisas realizadas
posteriormente em abatedouro de frango. Para isso, foram posicionados 16 erlenmeyers
com volume de 399,5 mL de solucdo de adgua peptonada 0,1% estéril (APT 0,1%). Em
cada erlenmeyer foi adicionado 1 comprimido que foram deixados intumescer para pré
liberacdo dos fagos durante 15 minutos (menos nos erlenmeyers que iriam o0s controles
negativos), para posteriormente ser inoculado 0,5 mL de pool de Salmonella enterica,
deixando a solucéo final com um total de 400 mL. Amostras de 2 mL foram coletas em
diferentes tempos (0, 3, 6, 9 e 12 horas). Os experimentos foram realizados em quatro
tratamentos denominados de T1 — Controle positivo, T2 — Controle negativo, T3 —
Biocomprimidos de fagos com concentracdo baixa de Salmonella enterica e T4 —
Biocomprimidos de fagos com concentracédo alta de Salmonella enterica (Figura 5).

Para T1 foi utilizado somente o biocomprimido com fagos para ser o controle
positivo e quantifica-los em Unidades Formadoras de Placas (PFU) no decorrer do
tempo de coleta. Ja T2 era o tratamento que obtinha uma carga bacteriana baixa de
aproximadamente 2,7x10° UFC/mL de Salmonella enterica como controle negativo,
para a quantificacdo do patdgeno, sem a presenca do biocomprimidos de fagos. Em T3

foi utilizado a mesma concentracdo bacteriana do T2, mas com presenca do
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biocomprimido de fagos imerso e em T4 a concentracdo bacteriana foi maior de

aproximadamente 2,7x10% UFC/mL, com presenca do biocomprimidos.

Figura 5: Tratamentos realizados nos experimentos.

Tratamento 1 Tratamento 2
Controle positivo Controle negativo
i
Comprimido 399,5 mLde Pool de Salmonella 3(29’5 rnLOde
APT 0,1% 0.5mL PT 0,1%
Tratamento 3 Tratamento 4

Pool de Salmonella a 103 Pool de Salmonella a 107
. 399,5 mL de Comprimido 399,5 mL de

Comprimido APT 0,1% APT 0,1%
0,5 de Pool 0,5 de pool

Fonte: do autor, 2020

Em todos os tratamentos, foram realizadas as coletas nos tempos previsto por
esta metodologia, para a quantificacdo de Salmonella enterica pela técnica do drop
plate (técnica do gotejamento) em &gar PCA (&gar padrdo para contagem)
(APOSTOLIDIS et al., 2008; ERUTEYA; ODUNFA, 2016), e para a quantificacdo de
bacteriéfagos em Unidades Formadoras de Placas (PFU) foi empregada a técnica de
titulacdo, conforme descrito anteriormente no item 3.3 de forma adaptada. Os ensaios

foram realizados em quadruplicada e os experimentos replicados 2 vezes.

3.8 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos foram analisados com auxilio dos programas Microsoft
Excel versdo 2016, e Statistica versdo 7, por meio da Analise da Variancia (ANOVA) e

Tukey para a comparagéo das médias
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de esterilidade e titulagcdo dos bacteridfagos

No caldo BHI, observou-se que ndo houve multiplicacdo bacteriana, apresentado
resultados negativos no teste de esterilidade. O teste de esterilidade em caldo BHI foi
um método empregado para observar se ainda existia multiplicagdo bacteriana apds o
processo de amplificagéo, filtragem e armazenamento dos fagos. Nestes procedimentos
deve-se ter a real certeza que a célula hospedeira ndo tenha permanecido na solugédo
final, para evitar a contaminacdo. A Figura 6 mostra o caldo BHI sem turvacao,
portanto, os fagos estdo livres de células bacterianas, mostrando-se viaveis e adequados
para atender as posteriores demandas.

Figura 6: Teste dos bacteriéfagos em caldo BHI para observar presenca ou auséncia de turvagdo no meio
apos a titulagdo de fagos.

Fonte: do autor.

Na titulacdo, antes da liofilizagdo, os fagos mostraram acéo litica frente as suas
bactérias especificas e 0 UPF_BP2 agiu em mais de um sorovar além de sua hospedeira,
a S. Bredeney, e com alta titulagio com carga viral de 8,4x10™UFP/mL contra S.
Brandenburg (Tabela 1).



Tabela 1: Titulacdo dos bacteri6fagos frente as bactérias hospedeiras antes da liofilizacéo.
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Titulacéo dos Bacteriofagos (UFP/mL)

Fagos

UPF_BP1
UPF_BP2
UPF_BP3

Sorovares
S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis
51x10 0 0
8,4x 101 1,4x10° 0
0 0 42x10°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Na Figura 7 podemos visualizar as placas de lise do fago UPF_BP2 contra a S.

Brandenburg, que ndo é a sua bactéria hospedeira, demonstrando a habilidade de

infeccdo em mais de um sorovar.

Figura 7: Placa que mostra formac&o de lise em S. Brandenburg.

Fonte: do Autor, 2020

Os resultados demonstraram que alguns fagos ndo apresentaram titulos nas

outras bactérias, evidenciando que possiveis fatores fisicos - quimicos ou temperatura,

podem ter afetado a sobrevivéncia dos virus, ja que estes fatores se ndo forem

controlados podem inativa-los com a perda ou deformacdes de seus elementos
estruturais (cabeca, e cauda), lipideos ou DNA (SOUSA, 2012).
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Em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa PEIXOTO, 2019
constatou que as amostras de S. Enteritidis sofreram lise por, pelo menos, um dos fagos
citados e que o pool desempenhou melhor acdo litica na inibicdo da formacdo do
biofilme e na remocdo do biofilme pré-formado. R1ZZO, 2017 avaliou 0s mesmos
fagos, que apresentaram um bom potencial de lise em 38 cepas de S. Gallinarum. Em
outro estudo, POTTKER, 2016, demostrou-se que os bacteriéfagos UPF_BP1,
UPF_BP2 e UPF_BP3 foram eficazes contra diversos sorovares de Salmonella spp.

4.2 Liofilizagao
Os fagos apresentaram diferentes rendimentos apds o processo de liofilizagéo,

apesar de terem o0 mesmo volume inicial, como pode ser observado no Quadro 1.

Quadro 1 - Rendimento dos bacteridéfagos apds liofilizacdo.

Rendimento dos bacteriofagos liofilizados
Bacteriofagos

Volume (mL) Massa ()
UPF BP1 100 3,30
UPF BP2 100 4,12
UPF BP3 100 2,69

Fonte: do autor, 2020.

Os bacteridfagos, apos liofilizacdo (Figuras 8), novamente passaram pela técnica
de titulacdo de fagos, para saber se 0s virus ainda estariam viaveis depois do processo,
sendo assim, observamos que a contagem de titulos foi mais baixa, como o caso do
UPF_BP1, que teve uma reducdo de 3,4 log, depois da liofilizacdo, mostrando que

houve perdas no processo (Tabela 1 e 2).

Figura 8: Amostra liofilizada

Fonte: do autor
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Tabela 2 Titulacdo dos bacteri6éfagos frente as bactérias hospedeiras ap6s a liofilizacéo.

Titulacdo dos Bacteriofagos Liofilizados (PFU/mL)

Sorovares
Bacteriéfagos S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis
UPF_BP1 1,7x10° 0 3,5x10°
UPF_BP2 2,4x103 5,9x108 3,0x10°3
UPF_BP3 4x103 0 2,7x108

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

As possiveis perdas apresentadas neste processo podem ter ligacdo a fatores
fisicos, como a temperatura, pois alguns autores ndo recomendam por exemplo, o
congelamento de fagos na temperatura de -20 °C, pois a formagéo de cristais de gelo
danifica a estrutura do virus, levando a sua inativacdo (SOUSA, 2012). Como antes do
processo de liofilizacdo, as amostras sdo congeladas a uma temperatura de -80 °C para
uma menor criagdo de cristais de gelo, por 24 horas, assim, fica evidenciado que a
reducdo de log apds a liofilizacdo, pode-se justificar que a baixa temperatura tenha
causado danos as estruturas dos fagos, levando-0s a supressdo, mesmo com a presenca
de triptona que serve como agente crioprotetor (ACKERMANN et al., 2004;
MONOHAR, 2019; LIANG, et al., 2020).

Um estudo sobre liofilizacdo de bacteriofagos mostrou que este método €
eficiente para secar fagos trazendo pequenas reducdo nas suas atividades fagicas, o que
ajudaria no desenvolvimento de diferentes elaboracbes e possiveis revestimentos
bioativos contendo fagos (PUAPERMPOONSIRI, 2009). Em uma outra pesquisa sobre
condicdes de liofilizagdo para armazenamento de fagos, foi observado que, a atividade
de trés bacteri6fagos testados tivera perdas de até 4 log na sua viabilidade ap6s o
processo de liofilizagdo (MONOHAR, 2019).

Com os resultados da titulacéo, prosseguimos os procedimentos, dando inicio ao

processo de elaboracdo dos comprimidos.

4.3 Elaboracéo dos biocomprimidos de coquetel de bacteridfagos

Os comprimidos de bacteri6fagos foram especificamente elaborados para este

estudo, a partir de um pool composto por trés fagos liticos especificos de Salmonela
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enterica denominados de UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Estes biocomprimidos
apresentam possivel potencial para ser aplicado em tanques de resfriamento para o
controle deste patdgeno na cadeia produtiva de frangos. O liofilizado do pool de fagos e,
0s outros componentes foram homogeneizados e comprimidos. Os biocomprimidos
visualmente eram todos parecidos, com manchas marrons, oriundas do meio de cultura
no qual o fago era armazenado, e tinham aspecto liso, com peso médio de 200 mg
(Figura 10)

Figura 9: Biocomprimidos de pool de bacteri6fagos de liberacdo controlada

Fonte: do autor, 2020

Um estudo sobre compressdo direta de comprimidos de pds em forma sélida de
dosagem oral, observou que os fagos em comprimidos permitiriam a entrega confiavel
de altos titulos de fagos viaveis no local da infeccdo no trato gastrointestinal. Essas sdo
vantagens importantes e podem ser alcangadas usando o processo relativamente
simples, altamente escalavel e de baixo custo avaliado no presente estudo (VINNER,
2019).

Uma pesquisa realizada para avaliar o uso de revestimentos bioldgicos de
sementes & base de bacteriéfagos incorporados em polimeros polivinilicos e revestido
em sementes de milho contra Clavibacter michiganensis subsp. Nebraskensis,
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demostrou que ap6s 24 h de secagem, todos os revestimentos de polimero mostraram
retencdo semelhante de bacteridéfagos ativos, que foi maior que a retencdo para
bacteriéfagos revestidos apenas com tampao, evidenciando que agentes de biocontrole
associados aos polimeros também melhoram a adesdo ao tratamento, reduzindo
possiveis contaminacfes (KIMMELSHUE, 2019)

4.4 Teste dos biocomprimidos de bacteriofagos

Os resultados para o teste dos biocomprimidos de bacteriéfagos mostraram que
em até 12 horas, o tratamento T2 mostrou-se estavel no decorrer do processo, ficando
no tempo 0 com 3,8 log UFC/mL e em 12 horas com 3,5 log UFC/mL. J& no T3 obteve
uma leve reducdo do patégeno de 0,4 log durante 0s ensaios, apesar de mostras
resultados semelhantes ao do T2. Em T4, o tratamento se iniciou em 7,0 log UFC/mL,
chegando no tempo final com 6,5 log UFC/mL (Tabela 3). Os tratamentos néo

apresentaram diferenca significativa no decorrer do tempo pelo teste Tukey (p <0,05).

Tabela 3: Resultados obtidos no uso dos biocomprimidos contra pool de Salmonella enterica.

Tratamentos — log UFC/mL

Tempos (horas) T2 T3 T4
0 3,857+0,0% 3,914+0,1° 7,055+0,9°
3 3,795+0,32 3,819+0,22 7,560+0,4°
6 3,556+0,02 3,656+0,22 7,148+0,2"
9 3,795+0,32 3,644+0,3° 7,150+0,3°
12 3,556+0,32 3,525+0,22 6,562+0,1°

Os resultados estdo expressos em logioUFC/mL como média + SD. Letras diferentes indicam diferenca
significativa de acordo com o teste de Tukey (p <0,05). Fonte: do Autor, 2020.

O T2 era o tratamento que tinha apenas Salmonella enterica como controle dos
ensaios, sem bacteriofagos. No decorrer do processo, foi observado que ndo houve
multiplicacdo bacteriana significativa por até 12 horas, demonstrando a eficacia da
temperatura de 4°C no controle do crescimento microbiano com esta concentragio
bacteriana. O T3 mostrou resultados similares ao T2, mesmo com o biocomprimido de
fagos sendo aplicado como alternativa de controle de patdgenos. Esses resultados

mostram que os tanques de resfriamentos, que tém como objetivo atuar na remocdo de
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calor para controle de patdgenos, ao resfriar as carcacas de frango a uma temperatura de
no minimo 4° C, mostra-se eficaz, pois manteve estavel a proliferacdo de Salmonella

enterica, que pode vir a afetar a inocuidade do produto final (NICOLAU, 2016).

No tratamento T4, foi possivel observar uma contagem elevada do patégeno, ja
que o inoculo inicial era maior do que os demais tratamentos. Porém, a reducédo
bacteriana entre os tempos ndo foi relevante, como mostra a Figura 11, mostrando que,
apesar da reducdo de 0,5 log do tempo 0 até as 12 horas, ndo houve diferenca estatistica.
Em nosso experimento nao havia presenca de cloro, como € empregado nas industrias

alimenticias, como controle de microrganismos patogénicos.

Figura 10: Acéo dos biocomprimidos de bacteriéfagos no tempo de 12 horas.
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T2: tratamento com Salmonella enterica, T3: tratamento com baixa concentracdo de Salmonella enterica,
mais os biocomprimidos de bacteriéfagos, T4: tratamento com alta concentracdo de Salmonella enterica,
mais 0s biocomprimidos de bacteriéfagos

Uma pesquisa sobre a avaliagdo das condigdes de armazenamento e eficiéncia in
vitro, de um novo coquetel de fagos de Salmonella microencapsulado para controle de
S. Enteritidis e S. Typhimurium, apresentaram resultados que diferem dos nossos, pois
foi observado por Petsong (2019) que os niveis de carga bacteriana diminuiram 1,79 e
3,63 logio UFC /mL a 37°C, € 0,43 e 0,76 logio UFC / mLa 10 ° C. (PETSONG, 2019).

Em uma pesquisa sobre a avaliacdo da capacidade litica de amplo espectro de
coquetéis de bacteri6fagos contra varios sorovares de Salmonella spp e seus efeitos in

vivo em porcos desmamados infectados com S. Typhimurium foram preparados quatro
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coquetéis utilizando 13 fagos, e a capacidade litica dos coquetéis foram testados usando
cepas de referéncia de Salmonella e isolados de campo. Os coquetéis mostraram 100%
de eficiéncia contra as cepas de referéncia, e 92,5% de eficacia frente a isolados de
campo, evidenciando uma excelente atividade fagica frente aos agentes bacterianos
(SEO, 2018).

Para implementar mais estrategicamente um esquema de fagoterapia para o
controle de S. Enteritidis em frangos de corte, VAZ (2020) elaborou um coquetel
contendo trés bacteriofagos liticos do tipo selvagem previamente isolados de galinhas, e
foi observada uma reducdo de 1,49, 0,65 e 0,58 log 10 UFC / mL no numero de S.
Enteritidis pelo uso dos fagos (VAZ CSL, 2020).

A metodologia utilizada para a quantificacdo dos bacteri6fagos em unidades
formadoras de placas (PFU) néo foi eficaz em nenhum dos tratamentos, demonstrado na

Figura 12.

Figura 11 Zonas de lises cobertas por Salmonella enterica ap0s a incubacao.

-

Legenda: na esquerda imagem da placa de petri apresentando Zonas de lises no T4, na direita, placa de
petri apresentando lises do T3.

No tratamento T1, era somente o biocomprimidos imerso em APT 0,1%, para a
contagem de PFU/mI, nos tempos pré estabelecidos (0, 3, 6, 9, 12 horas), no entanto,
n&o foi possivel realizar a contagem de titulos, pois as condi¢des empregadas ndo foram

favoraveis para apresentar zonas de lises nas placas.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados encontrados, podemos concluir a metodologia utilizada para
amplificacdo dos bacteriéfagos se mostrou eficaz na eliminacdo das bactérias
hospedeiras, ndo apresentando contaminacdo bacteriana apds enriquecimento em caldo
BHI. Antes da liofilizagdo os bacteriéfagos demonstraram bom desempenho na acgao
litica das bactérias hospedeiras. No entanto, ap6s o processo de liofilizagdo, foi
observada uma reducdo na contagem de titulos, evidenciando que houve perdas no

processo.

O teste para verificar a agdo do coquetel de bacteri6fagos em formulacdo de
biocomprimidos demonstrou pouca eficacia na reducdo da multiplicacdo de Salmonella

enterica, ndo apresentando diferenca significativa entre os tempos e tratamento.

Para trabalhos futuros, sugere-se modificacfes na metodologia para o teste in
vitro dos biocomprimidos, como o uso de centrifugacdo e filtragem das amostras antes
da inoculagdo, para ndo haver erros de contagens, ou impossibilitar a leitura das lises.
Elaboracdo de formulas com dosagens diferentes de fagos e polimeros, além de testes
com agua em temperaturas diferentes, para determinacdo de melhores condicbes e

melhores aplicacdes para 0 biocomprimidos de fagos.
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Resumo

O presente estudo tem como objetivo desenvolver um produto inovador para o controle
bioldgico de diferentes sorovares de Salmonella enterica, através da elabora¢do de um
coquetel de bacteriofagos, formulados em biocomprimidos de liberagdo prolongada,
para ser aplicados, em &gua de tanques de resfriamentos do abate de frango. A
formulacdo dos biocomprimidos foi realizada com 60 mg de polyox,138 mg de
polioxido de etileno, e 2 mg de pool de bacteriéfagos, preparados por compressao direta
em maquina de compressao excéntrica. Porém testes ainda devem ser realizados para
aplicacdo de seu possivel uso na industria de alimentos.

Palavras-chave: Salmonella. Fagos. Alternativas.

Abstract

The present study aims to develop an innovative product for the biological control of
different Salmonella enterica serovars, through the elaboration of a cocktail of
bacteriophages, formulated in biocompressions of prolonged release, to be applied in
water from cooling tanks for slaughtering chicken. The formulation of the
biocompresses was carried out with 60 mg of polyox, 138 mg of polyoxide of ethylene,
and 2 mg of pool of bacteriophages, prepared by direct compression in an eccentric
compression machine. However tests must still be carried out to apply its possible use in
the food industry

Key words: Salmonella. Phages. Alternatives.

1. INTRODUCAO

A Salmonella spp. & um dos principais microrganismos envolvidos em doengas
veiculadas por alimentos, tornando-se necessario tomar medidas para sua eliminagéo na
industria alimenticia. Este patdgeno vem sendo apontado em diversas pesquisas por
apresentarem resisténcia a bactericidas disponiveis no mercado, ocasionado por seu uso
descontrolado e inadequado de bactericidas, assim 0s sorovares ndo s6 deram origem a

varias cepas de resisténcia a multiplas drogas, mas também aumentou a incidéncia de
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manifestacdo e tratamento de doencas, além de diminuir a eficicia dos produtos, por
consequéncia dificultando seu controle (PRADHAN, 2019).

A ocorréncia de Salmonella resistentes a antimicrobianos pode causar sérios
problemas econémicos, além de representar grandes implicagcdes na salde publica, com
impactos as industrias de alimentos. Os biocontroles vem sendo estudados como
alternativas de controlar patdgenos no ambiente, e uma dessas abordagens é o uso de
virus bacterianos como agentes eficaz frente as bactérias patogénicas chamados ou
denominados bacteriéfagos (KRYLOV, 2019).

Os fagos ainda sdo pouco explorados como antimicrobianos, por possuirem
vantagens Unicas se caracterizando como uma alternativa de controle principalmente
para as inddstrias de alimentos, com possibilidade de complementar e/ou substituir
métodos convencionais, ndo deixando residuos quimicos, além de terem a capacidade
de evoluir com o hospedeiro, apresentando pouca susceptibilidade de aparecimento de
resisténcia. Com isto, 0 seu uso torna-se um método de grande importancia para o
controle de patdgenos, podendo ser utilizado em toda a cadeia de producéo de alimentos
sem afetar as propriedades sensoriais do produto final (RICHTER, 2019; ALBINO,
2011).

Os polimeros representam uma das classes de matéria prima mais versateis, e
acessivel para aplicacdes em diversas areas, incluindo as industrias de alimentos. Os
polimeros possuem também a funcdo de proteger e estabilizar estruturas proteicas de
principios ativos, como € o caso dos fagos, que se associados aos polimeros de liberacédo
modificada, que sdo preparacdes em que a substancia ativa vai se liberando aos poucos,
tem o objetivo de controlar a liberacédo, a fim de aumentar o tempo de duracéo dos virus
bacterianos no ambiente em que foi exposto (MANOHARE, 2019)

Nesse contexto, o objetivo deste estudo € desenvolver um produto inovador para
0 controle biologico de diferentes sorovares de Salmonella enterica, através da
elaboracdo de um coquetel de bacteriofagos, formulados em biocomprimidos de

liberagdo prolongada.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 ISOLAMENO DOS BACTERIOFAGOS

Em nosso estudo, foram utilizados os bacteriofagos UPF_BP1, UPF_BP2 e

UPF_BP3 que foram isolados no Rio Grande do Sul, a partir de amostras de fezes de
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aves de criacdo extensiva e agua residual proveniente do abate em frigorifico de aves,
conforme Pottker, (2016). O isolamento dos fagos foi realizado de acordo com
Sillankorva et al., (2008), baseado na técnica de sobrecamada de meio semissolido, a

partir das bactérias hospedeiras sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis.

2.2 AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DOS BACTERIOFAGOS

Para a amplificagdo do numero de fagos, amostras bacterianas de S.
Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis que estavam armazenadas em caldo infusdo
cérebro e coracdo (BHI) 80% e com 20% de glicerol e conservadas na bacterioteca a -20
°C, foram reativadas. A reativacdo foi realizada utilizando meio de enriquecimento nao
seletivo (BHI), inoculacdo em meio de crescimento seletivo agar Xylose Lisina
Deoxycholate (XLD) por 24 horas e posterior selecdo de uma colénia caracteristica. A
col6nia foi novamente inoculada em caldo BHI, e incubadas a 37°C por 18h.

Em uma solucdo de 125 mL de TSB (trypitc soy broth) concentracdo dupla, foi
inoculado 50 mL da bactéria hospedeira a uma concentragio de 10’ UFC/mL onde foi
adicionado 25 mL do fago correspondente, sendo posteriormente incubado por 18 horas
a 37£1°C. Apds o periodo de incubacdo, adicionou ao tubo 20 mL da solucdo de
cloroférmio P.A e centrifugou sob refrigeracdo a 4°C em 8000 rpm por 5 a 10 minutos.
Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em seringa com filtros de 0,22 um e
transferidos para frascos estéreis (Figura 4). Apos, foi retirado 20 pL do fago e
incubado em 5 mL de BHI e, depois de 24 horas, foi observado se haveria multiplicacdo

bacteriana, e apds seguiu-se com 0 a armazenamento a 4°C.

2.3 TITULACAO DOS BACTERIOFAGOS

Para a realizacdo da titulacdo dos bacteriofagos foi necessario realizar a dilui¢éo
seriada da solucéo estoque dos fagos isolados. Para isso preparou-se microtubos com
900 pL de solugéo salina (0,85%) e realizou-se a diluicdo seriada do estoque de fagos
de 10! até 10°%°. Apds a diluicdo, os microtubos permaneceram em repouso por um
periodo de 15 min. a 30 min. para pré adsor¢do dos fagos.

Para a realizagdo da contagem, foram preparadas placas de Petri contendo uma
fina camada de agar TSA (trypitc soy agar) e foi adicionado 100 upL da bactéria
hospedeira utilizada no isolamento do fago (previamente cultivada overnight) e 100 pL
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fago diluido. Em seguida foi vertido 5 mL de agar semissoélido e realizado movimentos
de 8 para homogeneizar. Apos a secagem do agar, as placas foram incubadas a 36 + 1
°C por 24 h. (Sillankorva et al, 2008). Posteriormente foi realizada a contagem de halos

ou placas fagicas e determinada a titulacdo de acordo com a equacéo abaixo.

Titulo de bacteriéfagos (UFP/mL) = _Numero de placas de lise x Fator de

Volume da amostra de bacteriofagos (mL)

2.4 LIOFILIZACAO

Ap0s o resultado da titulacdo, 100 ml de cada fago foram congelados em ultra
freezer (Coldlab) por 24 horas e posteriormente submetidos ao processo de liofilizacao,
em um equipamento de modelo SL-404 (Solab), a uma temperatura de -53°C por 120

horas.

25 FORMULACAO DE BIOCOMPRIMIDOS DE LIBERACAO
PROLONGADA A PARTIR DOS COQUETEIS DE BACTERIOFAGOS

Biocomprimidos foram elaborados contendo um coquetel (pool) formados pelos
trés fagos, UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Para o preparo dos coquetéis, as amostras
foram amplificadas e liofilizadas separadamente e unidas na proporcdo de 1:1:1.
(ANDREATTI FILHO et al., 2007). Os bacteriofagos liofilizados, foram submetidos a
titulacdo para saber em até quantas dilui¢des, 0s virus ainda estariam viaveis.

A elaboracdo do biocompimido foi realizada com 30% (60 mg) de Polyox WSR-
303, de 7.000.000 g/mol (gentilmente cedido pela Colorcon ®) (polimero responsavel
pela liberagdo controlada dos componentes), 69% (138 mg) de polidxido de etileno de
100.000 g/mol (Sigma-Aldrich ®), e 1% (2 mg) do pool de bacteriéfagos, que foram
pesados individualmente, para obtencdo de uma mistura homogeneizada manualmente.
Os comprimidos de massa final de 200 mg foram preparados por compressao direta em
maquina de compressao excéntrica, utilizando jogo de pungdes de 9 mm, planos, sem
sulcos e sua eficiéncia foi testada no controle de contaminacdo de Salmonella enterica
(CRUZ, et al. 2008).
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2.6 TESTE in vitro DOS BIOCOMPRIMIDOS CONTENDO OS COQUETEIS DE
BACTERIOFAGOS CONTRA SALMONELLA ENTERICA.

A eficécia in vitro dos biocomprimidos contra Salmonella enterica foi avaliada
em uma camara incubadora refrigerada a uma temperatura de 4° C, com agitacdo em
shaker orbital TE-421 (Tecnal), com intuito de mimetizar as condicGes reais do
processo de refrigeracdo de carcacas de frango no equipamento industrial denominado
chiller. As bactérias foram escolhidas de acordo com o grau de importancia para saude
pablica, sendo utilizados isolados dos sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney, S.
Enteritidis, S. Typhimurium, e S.Heidelberg. Para isso, foram posicionados 16
erlenmeyers com volume de 399,5 mL de solucdo de dgua peptonada 0,1% estéril (APT
0,1%). Em cada erlenmeyer foi adicionado 1 comprimido que foram deixados
intumescer para pré liberacdo dos fagos durante 15 minutos (menos nos erlenmeyers
que iriam os controles negativos), para posteriormente ser inoculado 0,5 mL de
Salmonella enterica, deixando a solucao final com um total de 400 mL. Amostras de 2
mL foram coletas em diferentes tempos (0, 3, 6, 9 e 12 horas). Os experimentos foram
realizados em quatro tratamentos denominados de T1 — Controle positivo, T2 —
Controle negativo, T3 — Biocomprimidos de fagos com concentracdo baixa de
Salmonella enterica e T4 — Biocomprimidos de fagos com concentracdo alta de
Salmonella enterica (Figura 1).

Para T1 foi utilizado somente o biocomprimido com fagos para ser o controle
positivo e quantifica-los em Unidades Formadoras de Placas (PFU) no decorrer do
tempo de coleta. Ja T2 era o tratamento que obtinha uma carga bacteriana baixa de
aproximadamente 2,7x10° UFC/mL de Salmonella enterica como controle negativo,
para a quantificacdo do patdgeno, sem a presenca do biocomprimidos de fagos. Em T3
foi utilizado a mesma concentracdo bacteriana do T2, mas com presenca do
biocomprimido de fagos imerso e em T4 a concentracdo bacteriana foi maior de

aproximadamente 2,7x10® UFC/mL, com presenca do biocomprimidos.
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Figura 1: Tratamentos realizados nos experimentos.

Tratamento 1 Tratamento 2
Controle positivo Controle negativo
m
Comprimido 399,5 mL de Pool de Salmonella 33&;%ng €
APT 0,1% 0’5mL 0,17%
Tratamento 3 Tratamento 4

Pool de Salmonella a 103 Pool de Salmonella a 10
L 399,5 mL de Comprimido 399,5 mL de

Comprimido APT 0,1% APT 0,1%
0,5 de Pool 0,5 de pool

Fonte: do autor, 2020

Em ambos os tratamentos T3 e T4, foram realizadas as coletas nos tempos
previsto por esta metodologia, para a quantificacdo de Salmonella enterica pela técnica
do drop plate (técnica do gotejamento) em agar PCA (agar padrdo para contagem)
(APOSTOLIDIS et al., 2008; ERUTEYA; ODUNFA, 2016), e para a quantificacdo de
bacteriofagos em Unidades Formadoras de Placas (PFU) foi empregada a técnica de
titulagdo, conforme descrito anteriormente no item 3.3 de forma adaptada. Os ensaios

foram realizados em quadruplicada e os experimentos replicados 2 vezes.

2.8 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos foram analisados com auxilio dos programas Microsoft
Excel versdo 2016, e Statistica versdo 7, por meio da Analise da Variancia (ANOVA) e

Tukey para a comparacgao das médias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teste de esterilidade e titulagédo dos bacteriofagos

No caldo BHI, observou-se que ndo houve multiplicacdo bacteriana, apresentado
resultados negativos no teste de esterilidade. O teste de esterilidade em caldo BHI foi

um método empregado para observar se ainda existia multiplicacdo bacteriana apds o
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processo de amplificacdo, filtragem e armazenamento dos fagos. Nestes procedimentos
deve-se ter a real certeza que a célula hospedeira ndo tenha permanecido na solugdo
final, para evitar a contaminagdo. A Figura 2 mostra o caldo BHI sem turvagdo,
portanto, os fagos estao livres de células bacterianas, mostrando-se viaveis e adequados

para atender as posteriores demandas.

Figura 2: Teste dos bacteriéfagos em caldo BHI para observar presencga ou auséncia de turvagdo no meio
apos a titulagdo de fagos.

Fonte: do autor.

Na titulacdo, antes da liofilizacdo, os fagos mostraram acdo litica frente as suas
bactérias especificas e 0 UPF_BP2 agiu em mais de um sorovar além de sua hospedeira,
a S. Bredeney, e com alta titulagdio com carga viral de 8,4x10™UFP/mL contra S.
Brandenburg (Tabela 1).

Tabela 3: Titulacdo dos bacteriofagos frente as bactérias hospedeiras antes da liofilizacéo.

Titulacdo dos Bacteridfagos (UFP/mL)

Fagos Sorovares
S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis
UPF_BP1 51x101 0 0
UPF_BP2 8,4x101 1,4x10° 0
UPF_BP3 0 0 42x10°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Na Figura 3 podemos visualizar as placas de lise do fago UPF_BP2 contra a S.
Brandenburg, que ndo é a sua bactéria hospedeira, demonstrando a habilidade de

infeccdo em mais de um sorovar.

Figura3: Placa que mostra formacéao de lise em S. Brandenburg.

Os resultados demonstraram que alguns fagos ndo apresentaram titulos nas
outras bactérias, evidenciando que possiveis fatores fisicos - quimicos ou temperatura,
podem ter afetado a sobrevivéncia dos virus, ja que estes fatores se ndo forem
controlados podem inativa-los com a perda ou deformagdes de seus elementos
estruturais (cabega, e cauda), lipideos ou DNA (SOUSA, 2012).

Em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa PEIXOTO, 2019
constatou que as amostras de S. Enteritidis sofreram lise por, pelo menos, um dos fagos
citados e que o pool desempenhou melhor acdo litica na inibicdo da formacdo do
biofilme e na remocdo do biofilme pré-formado. RIZZO, 2017 avaliou 0s mesmos
fagos, que apresentaram um bom potencial de lise em 38 cepas de S. Gallinarum. Em
outro estudo, POTTKER, 2016, demostrou-se que os bacteriéfagos UPF _BP1,
UPF_BP2 e UPF_BP3 foram eficazes contra diversos sorovares de Salmonella spp.

3.2 Liofilizacdo

Os fagos apresentaram diferentes rendimentos apds o processo de liofilizag&o,

apesar de terem 0 mesmo volume inicial, como pode ser observado no Quadro 1.
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Quadro 2 - Rendimento dos bacteridfagos apds liofilizacéo.

Rendimento dos bacteriofagos liofilizados
Bacteriéfagos

Volume (mL) Massa (9)
UPF BP1 100 3,30
UPF_BP2 100 4,12
UPF BP3 100 2,69

Fonte: do autor, 2020.

Os bacteridfagos, apoés liofilizacdo (Figuras 4), novamente passaram pela técnica
de titulacdo de fagos, para saber se os virus ainda estariam viaveis depois do processo,
sendo assim, observamos que a contagem de titulos foi mais baixa, como o caso do
UPF_BP1, que teve uma reducdo de 3,4 log, depois da liofilizacdo, mostrando que

houve perdas no processo (Tabela 1 e 2).

As possiveis perdas demostradas neste processo podem ter ligacdo a fatores
fisicos, como a temperatura, pois alguns autores ndo recomendam por exemplo, o
congelamento de fagos na temperatura de -20 °C, pois a formagéo de cristais de gelo
danifica a estrutura do virus, levando a sua inativagdo (SOUSA, 2012).

Figura 4: Amostra liofilizada

Fonte: do autor

Como antes do processo de liofilizacdo, as amostras sdo congeladas a uma
temperatura de -80 °C para uma menor criagdo de cristais de gelo, por 24 horas, assim,

fica evidenciado que a reducéo de log apds a liofilizacdo, pode-se justificar que a baixa
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temperatura tenha causado danos as estruturas dos fagos, levando-os a supressao,
mesmo com a presenca de triptona que serve como agente crioprotetor (ACKERMANN
et al., 2004; MONOHAR, 2019; LIANG, et al., 2020).

Um estudo sobre liofilizacdo de bacteri6fagos mostrou que este método é
eficiente para secar fagos trazendo pequenas reducdo nas suas atividades fagicas, o que
ajudaria no desenvolvimento de diferentes elaboragdes e possiveis revestimentos
bioativos contendo fagos (PUAPERMPOONSIRI, 2009). Em uma outra pesquisa sobre
condicdes de liofilizacdo para armazenamento de fagos, foi observado que, a atividade
de trés bacteriofagos testados tivera perdas de até 4 log na sua viabilidade ap6s o
processo de liofilizagdo (MONOHAR, 2019).

Tabela 4 Titulagdo dos bacteridéfagos frente as bactérias hospedeiras ap6s a liofilizacéo.

Titulacdo dos Bacteridfagos Liofilizados (PFU/mL)

Sorovares
Bacteriofagos S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis
UPF _BP1 1,7x10° 0 3,5x10°
UPF_BP2 2,4x103 5,9x108 3,0x103
UPF_BP3 4x103 0 2,7x10°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Com os resultados da titulacdo, prosseguimos os procedimentos, dando inicio ao

processo de elaboracdo dos comprimidos.

3.3 Elaboracéo dos biocomprimidos de coquetel de bacteridéfagos

Os comprimidos de bacteriofagos foram especificamente elaborados para este
estudo, a partir de um pool composto por trés fagos liticos especificos de Salmonela
enterica denominados de UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Estes biocomprimidos
apresentam possivel potencial para ser aplicado em tanques de resfriamento para o
controle deste patdgeno na cadeia produtiva de frangos. O liofilizado do pool de fagos e,
0S outros componentes foram homogeneizados e comprimidos. Os biocomprimidos
visualmente eram todos parecidos, com manchas marrons, oriundas do meio de cultura
no qual o fago era armazenado, e tinham aspecto liso, com peso médio de 200 mg
(Figura 5)
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Figura 5: Biocomprimidos de pool de bacteri6fagos de liberagdo controlada

Fonte: do autor, 2020

Um estudo sobre compressdo direta de comprimidos de pds em forma solida de
dosagem oral, observou que os fagos em comprimidos permitiriam a entrega confiavel
de altos titulos de fagos viaveis no local da infecgdo no trato gastrointestinal. Essas sao
vantagens importantes e podem ser alcancadas usando o processo relativamente
simples, altamente escalavel e de baixo custo avaliado no presente estudo (VINNER,
2019).

Uma pesquisa realizada para avaliar o uso de revestimentos biol6gicos de
sementes a base de bacteriofagos incorporados em polimeros polivinilicos e revestido
em sementes de milho contra Clavibacter michiganensis subsp. Nebraskensis,
demostrou que apds 24 h de secagem, todos os revestimentos de polimero mostraram
retencdo semelhante de bacteriéfagos ativos, que foi maior que a retencdo para
bacteriofagos revestidos apenas com tampao, evidenciando que agentes de biocontrole
associados aos polimeros também melhoram a adesdo ao tratamento, reduzindo
possiveis contaminagdes (KIMMELSHUE, 2019).

3.4 Teste dos biocomprimidos de bacteriéfagos

Os resultados para o teste dos biocomprimidos de bacteriéfagos mostraram que
em até 12 horas, o tratamento T2 mostrou-se estavel no decorrer do processo, ficando
no tempo 0 com 3,8 log UFC/g e em 12 horas com 3,5 log UFC/g. J4 no T3 obteve uma
leve reducdo do patégeno de 0,4 log durante os ensaios, apesar de mostras resultados
semelhantes ao do T2. Em T4, o tratamento se iniciou em 7,0 log UFC/g, chegando no
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tempo final com 6,5 log UFC/g (Tabela 3). Os tratamentos ndo apresentaram diferenca

significativa no decorrer do tempo pelo teste Tukey (p <0,05).

Tabela 3: Resultados obtidos no uso dos biocomprimidos contra pool de Salmonella enterica.

Tratamentos — log UFC/g

Tempos (horas) T2 T3 T4
0 3,857+0,0° 3,914+0,12 7,055+0,9"
3 3,795+0,32 3,81940,22 7,560+0,4°
6 3,556+0,02 3,656+0,22 7,148+0,2"°
9 3,795+0,32 3,644+0,32 7,150+0,3"
12 3,5656+0,32 3,52540,22 6,562+0,1°

Os resultados estdo expressos em logioUFC/g como média + SD. Letras diferentes indicam diferenca

significativa de acordo com o teste de (p <0,05). Fonte: do Autor, 2020.

O T2 era o tratamento que tinha apenas Salmonella enterica como controle dos
ensaios, sem bacteri6fagos. No decorrer do processo, foi observado que ndo houve
multiplicacdo bacteriana significativa por até 12 horas, demonstrando a eficacia da
temperatura de 4°C no controle do crescimento microbiano com esta concentracao
bacteriana. O T3 mostrou resultados similares ao T2, mesmo com o biocomprimido de
fagos sendo aplicado como alternativa de controle de patogenos. Esses resultados
mostram que os tanques de resfriamentos, que tém como objetivo atuar na remogéo de
calor para controle de patdgenos, ao resfriar as carcacgas de frango a uma temperatura de
no minimo 4° C, mostra-se eficaz, pois manteve estavel a proliferacdo de Salmonella
enterica, que pode vir a afetar a inocuidade do produto final (NICOLAU, 2016).

No tratamento T4, foi possivel observar uma contagem elevada do patogeno, ja
que o inoculo inicial era maior do que os demais tratamentos. Porém, a reducéo
bacteriana entre os tempos néo foi tdo significativa, como mostra a Figura 6, mostrando
que, apesar da reducdo de 0,5 log do tempo O até as 12 horas, ndo houve diferenca
estatistica. Em nosso experimento ndo havia presenca de cloro, como € empregado nas

industrias alimenticias, como controle de microrganismos patogénicos.
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Figura 6: Acdo dos biocomprimidos de bacteriéfagos no tempo de 12 horas.
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T2: tratamento com Salmonella enterica, T3: tratamento com baixa concentracdo de Salmonella enterica,
mais 0s biocomprimidos de bacteriéfagos, T4: tratamento com alta concentracdo de Salmonella enterica,
mais 0s biocomprimidos de bacteriéfagos

Uma pesquisa sobre a avaliacdo das condi¢fes de armazenamento e eficiéncia in
vitro, de um novo coquetel de fagos de Salmonella microencapsulado para controle de
S. Enteritidis e S. Typhimurium, apresentaram resultados que diferem dos nossos, pois
foi observado por Petsong (2019) que os niveis de carga bacteriana diminuiram 1,79 e
3,63 logio UFC / mL a 37°C, e 0,43 e 0,76 logio UFC / mLa 10 ° C. (PETSONG, 2019).

Em uma pesquisa sobre a avaliacdo da capacidade litica de amplo espectro de
coquetéis de bacteriofagos contra varios sorovares de Salmonella spp e seus efeitos in
vivo em porcos desmamados infectados com S. Typhimurium foram preparados quatro
coquetéis utilizando 13 fagos, e a capacidade litica dos coquetéis foram testados usando
cepas de referéncia de Salmonella e isolados de campo. Os coquetéis mostraram 100%
de eficiéncia contra as cepas de referéncia, e 92,5% de eficacia frente a isolados de
campo, evidenciando uma excelente atividade fagica frente aos agentes bacterianos
(SEO, 2018).

Para implementar mais estrategicamente um esquema de fagoterapia para o
controle de S. Enteritidis em frangos de corte, VAZ (2020) elaborou um coquetel
contendo trés bacteriofagos liticos do tipo selvagem previamente isolados de galinhas, e
foi observada uma reducdo de 1,49, 0,65 e 0,58 log 10 UFC / mL no numero de S.
Enteritidis pelo uso dos fagos (VAZ CSL, 2020).



68

A metodologia utilizada para a quantificacdo dos bacteriofagos em unidades
formadoras de placas (PFU) néo foi eficaz em nenhum dos tratamentos, demonstrado na
Figura 7.

Legenda: na esquerda imagem da placa de petri apresentando Zonas de lises no T4, na direita, placa de
petri apresentando lises do T3.

No tratamento T1, era somente o biocomprimidos imerso em APT 0,1%, para a
contagem de PFU/mI, nos tempos pré estabelecidos (0, 3, 6, 9, 12 horas), no entanto,
n&o foi possivel realizar a contagem de titulos, pois as condi¢des empregadas ndo foram
favoraveis para apresentar zonas de lises nas placas.

Para trabalhos futuros, sugere-se modificacfes na metodologia, como o uso de

centrifugacdo e filtragem das amostras antes da inoculagéo.

5 CONCLUSOES

Com os resultados encontrados, podemos concluir a metodologia utilizada para
amplificacdo dos bacteri6fagos se mostrou eficaz na eliminacdo das bactérias
hospedeiras, ndo apresentando contaminacao bacteriana apds enriquecimento em caldo
BHI. Antes da liofilizacdo os bacteriofagos demonstraram bom desempenho na acgdo
litica das bactérias hospedeiras. No entanto, ap6s o processo de liofilizagdo, foi
observada uma reducdo na contagem de titulos, evidenciando que houve perdas no

processo.



69

O teste para verificar a acdo do coquetel de bacteriéfagos em formulacdo de
biocomprimidos demonstrou pouca eficacia na reducéo da multiplicacdo de Salmonella

enterica, ndo apresentando diferenca significativa entre os tempos e tratamento.
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