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RESUMO

REZENDE, Ana Carolina Valente. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2010. Isolamento e caracterizacdo de bacteriéfagos para
biocontrole de Salmonella enterica Orientadora: Regina Célia Santos
Mendonca. Coorientadores: Maria Cristina Dantas Vanetti e Nélio José de
Andrade.

O uso de bacteriéfagos como metodologia alternativa aos antibiéticos
para eliminagao de Salmonella spp. em aves tem sido muito pesquisado nos
dias atuais, uma vez que esse micro-organismo é um grande problema em
saude publica. O presente trabalho teve o objetivo de isolar Salmonella spp.
e bacteriéfagos especificos para Salmonella enterica a partir de fezes de
frangos de granja e de galinhas caipira da microrregidao de Vigosa/MG,
avaliar a atividade litica desses bacteriéfagos com diferentes sorovares de
Salmonella e outros patdgenos de origem alimentar e caracteriza-los
morfologicamente por microscopia eletrénica de transmissao. De um total de
45 amostras de fezes foram isolados 29 bacteriéfagos liticos de Salmonella
Typhimurium e 24 de Salmonella Enteritidis. Em 73,3 % das amostras isolou-
se o bacteriéfago de Salmonella enterica e, no entanto, em apenas 9,1 %
das amostras o hospedeiro estava presente. O titulo da suspensido dos
bacteriéfagos isolados, apds a propagacao e purificagéo variou de 10° a 10"
unidades formadoras de placa por mililitro. Os bacteri6fagos selecionados
apresentaram atividade litica sobre varios sorovares do género Salmonella e
também sobre outros géneros da familia Enterobacteriaceae. Com relagéo a
morfologia, os bacteriéfagos apresentaram cabecga icosaédrica com cauda
longa ou curta, o0 que sugere que provavelmente pertencem a ordem

Caudovirales.



ABSTRACT

REZENDE, Ana Carolina Valente. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2010. Isolation and characterization of bacteriophages for
biocontrol of Salmonella enterica. Adviser: Regina Célia Santos
Mendonca. Advisers: Maria Cristina Dantas Vanetti and Nélio José de
Andrade.

The use of bacteriophages as a method alternative to antibiotics to
eliminate Salmonella spp. in poultry, has been studied in the present day,
since this micro-organism is a major public health problem. This study aimed
to isolate Salmonella spp. and bacteriophages specific to Salmonella enterica
from faeces of poultry in the microregion of Vigosa / MG, evaluate the lytic
activity of bacteriophages with different serovars of Salmonella and other
foodborne pathogens and to characterize them morphologically by electron
microscopy transmission. Of a total of 45 faecal samples were isolated 29
bacteriophages for use against Salmonella Typhimurium and 24 phages for
use Salmonella Enteritidis. In 73.3% of the samples was isolated
bacteriophage of Salmonella enteric, but only 9.1% of samples the host was
present. The title of the suspension of bacteriophages isolated, after
propagation and purification ranged from 10° to 10" PFU / mL. The selected
phages were no just selective to Salmonella Typhimurium or Salmonella
Enteritidis and showed activity against various Salmonella serovars as well
as other genera of the family Enterobacteriaceae. With respect to
morphology, bacteriophages had icosahedral heads with long or short tail,

which suggests that probably belong to the order Caudovirales.



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a industria de alimentos tem passado por
numerosas transformacgdes tecnoldgicas. Paradoxalmente, a despeito das
transformacdes e inovagdes tecnoldgicas alcangadas por essas industrias,
0s problemas higiénico-sanitarios ao longo da cadeia produtiva ainda séo
grandes e o numero de surtos de salmonelose causados pelo consumo de
alimentos contaminados por Salmonella spp. continua sendo uma
preocupacao para as autoridades de saude publica e para esse setor
produtivo.

A obtencdo de alimentos seguros é uma exigéncia do mercado atual,
principalmente pelo reconhecimento do significante impacto da salmonelose
na saude humana e nos custos econdmicos gerados por ela.

Diante da selecédo de bactérias resistentes aos antibidticos, nas
ultimas décadas vem aumentando o interesse nas pesquisas que envolvem
0 uso de bacteriéfagos na eliminacdo de micro-organismos patogénicos,
como Salmonella spp. na cadeia produtiva de alimentos. Assim, o uso de
bacteriéfagos em granjas tende a reduzir a contaminagao por Salmonella
spp. em carne de aves, diminuindo a contaminacdo cruzada durante o
processamento, exercendo um efeito benéfico na reducao de enfermidades
causadas por esse patdgeno.

O objetivo do presente trabalho foi isolar bacteriéfagos especificos
para Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, avaliar o perfil litico, a
morfologia e a especificidade desses fagos contra salmonelas isoladas de
fezes de aves e contra patégenos de origem alimentar, além de verificar a

presenca de Salmonella spp. no material fecal analisado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Panorama Avicola Brasileiro e Mundial

O sistema produtivo de carne moveu-se rapidamente, nos ultimos
anos, para uma estrutura consolidada, tanto em paises desenvolvidos como
em paises em desenvolvimento, motivado pela economia de escala. Este
conceito de organizagdo tende, a longo prazo, ser cada vez mais bem
monitorado, de maneira a ter-se um controle da grande maioria das
operagdes envolvidas na producéo, visto que o consumidor exige, cada vez
mais, produtos mais seguros.

Em 2008 o USDA (2008) estimava um aumento do consumo médio
mundial per capita de carne de frango de 5,7 % em relagéo a 2007; o pais
com maior consumo seriam os EUA, com 42,6 kg per capita em 2008,
seguido pelo Brasil, com 39,4 kg. Na outra ponta estariam os dois paises
com a maior populacdo do mundo, China (9,1 kg) e india (2,2 kg), ambos
com um nivel de consumo per capita que sugeria um potencial de expansao
para a comercializagao de carne de frango.

Segundo a ABEF (2009) as exportagdes de carne de frango no Brasil,
de janeiro a junho de 2008, somaram 1,8 milhdes de toneladas. Neste
periodo a receita cambial acumulou quase US$ 3,3 bilhdes, o que
correspondeu um crescimento de 19 % no volume e 57 % no valor em
relagdo ao mesmo periodo de 2007.

No entanto, no Brasil, o setor produtivo de frango foi também afetado
pela crise financeira mundial em 2009, comprovado pela queda da produgao
no inicio do ano de 2009 que culminou com o aumento dos precgos. De
acordo com dados da Secretaria de Comércio Exterior (Secex), até o més de
novembro/2009 foram embarcadas para o exterior, 2,98 milhdes de
toneladas do produto, 1,7 % menos que entre janeiro e novembro de 2008.
Esta reducdo deveu-se quase que, exclusivamente, a crise mundial, que
dificultou o acesso a crédito de alguns dos principais clientes, dificultando as
compras (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2009).

Para que o Brasil mantenha sua participagdo no mercado externo de

proteina animal, € necessario que sustente uma politica séria de

2



rastreabilidade e de seguranca alimentar. A questao esta diretamente ligada
com a demanda de seguranga dos alimentos, o que vem preocupando
principalmente os consumidores dos paises importadores, cujo ideal é
consumir um produto que esteja dentro dos mesmos padrbes daqueles
produzidos em seus paises. Complementando este panorama, o Brasil
possui um grande mercado consumidor interno, composto por
aproximadamente, 180 milhdes de habitantes e que representa um elevado
consumo per capita.

A legislagao internacional, em matéria de seguranga dos alimentos,
desenvolveu-se gragas a atuagado de certas organizag¢des internacionais,
como: o Codex Alimentarius e o Gabinete Internacional das Epizootias (OIE)
no escopo do acordo da OMC sobre Medidas Sanitarias e Fitossanitarias
(Acordo SPS), a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a Organizagao das
Nacoes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO). A globalizagao
incorporou as restricdes sanitarias impostas pela Comunidade Européia aos
paises exportadores de produtos de origem animal, notadamente de aves. A
ocorréncia de casos de infecgao alimentar, ligadas a Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium impde destaque a importancia sanitaria, sob o
ponto de vista social e econdmico da avicultura brasileira (SILVA, 1999).

Com a criagdo da Organizacdo Mundial do Comércio (OMC), as
normas guias € o uso das normas do Codex Alimentarius foram
referendados para as atividades de comércio internacional e para o
cumprimento dos acordos MSPS — Medidas Sanitarias e Fitossanitarias e
TBT — Barreiras Técnicas ao Comeércio. Por estes acordos, os paises
membros da OMC, devem rever, implantar e implementar os sistemas de
controles internos, ou seja, adotar o APPCC - Sistema de Anadlise de
Perigos, e Pontos Criticos de Controle (“Hazard Analysis and Critical Control
Points — HACCP?”). Este sistema é uma abordagem cientifica e sistematica
para o controle do processo de producdo, elaborado para prevenir
ocorréncia de problemas, assegurando que os controles sejam aplicados em
determinadas etapas no sistema de producado de alimentos, onde possam

ocorrer perigos ou situagdes de risco a saude humana (BRASIL, 1998).



O sistema APPCC, hoje adotado pelos principais mercados
internacionais, basicamente assegura que os produtos alimenticios sejam
elaborados sem risco a saude publica, apresentem padrdes uniformes de
identidade e qualidade e atendam as legislagées nacionais e internacionais,
no que tange aos aspectos sanitarios e de integridade econémica (BRASIL,
1998).

Apesar do grande avango da produg¢do avicola no mundo, a area de
sanidade ainda possui grandes desafios a serem superados, tanto com
relagdo a saude das aves como na area de saude publica. O Brasil tem se
tornado lider na exportacdo de carne de frango devido ao empenho da
industria avicola nacional. Entretanto, ha um aumento na imposi¢cao de
barreiras sanitarias a importagdo de produtos avicolas brasileiros, uma vez
que os paises importadores de carne de frango do Brasil exigem uma
qualidade microbiolégica muito superior, principalmente com relacdo a
presenca de salmonelas. Ressalta-se que dentre as enfermidades aviarias,
as salmoneloses tém recebido atencdo especial por trazerem efeitos
deletérios a saude das aves e por ser uma importante causa de infeccao
alimentar no homem. (NASCIMENTO et al, 1996).

2.2. Salmonella spp.

Salmonella é um género da familia Enterobacteriaceae, definido
como bastonetes gram-negativos, nao esporulados, anaerébios facultativos,
lactose, urease e oxidase negativos. A maioria dos sorovares de Salmonella
€ movel devido a presencga de flagelos peritriquios. O pH de crescimento
varia entre 4 e 9, tendo um 6timo de 7. A temperatura 6tima de crescimento
esta entre 35 e 37 °C, e a atividade de agua minima para crescimento é de
0,94 (CAMPOS, 2002; JAY, 2005).

A classificacdo taxondmica proposta por Popoff e Le Minor (1997)
consiste em: género, espécie, subespécie e sorovares. Conforme mostrado
na Tabela 1, o género Salmonella, é classificado atualmente em trés
espécies: Salmonella enterica, Salmonella bongori e Salmonella
subterranea, que foi reconhecida em 2005 (SHELOBOLINA et al, 2004;
TINDALL et al, 2005; SU e CHIU, 2007). A espécie S. enterica € dividida em



varias subespécies e sorovares tal como, por exemplo, S. enterica subsp.

enterica sorovar Typhimurium (EUZEBY, 1999).

Tabela 1: Nomenclatura do género Salmonella.

. - NUMERO DE
ESPECIES SUBESPECIES SOROVARES
S. enterica enterica (ou ) 1504
salamae (ou Il) 502
diarizonae (ou llIb) 333
arizonae (ou llla) 95
houtenae (ou 1V) 72
indica (ou VI) 13
S. bongori (V) 22
S. subterranae
TOTAL 2541

Fonte: Adaptado de SU e CHIU, (2007).

Segundo Jay (2005), todos os integrantes do género Salmonella sao
considerados patogénicos para humanos, sendo considerado um dos mais
importantes géneros envolvidos em doengas causadas pelo consumo de
alimentos. E uma bactéria de grande importancia em saude publica, pois
aléem de ser patogénica ao ser humano representa um dos principais
parametros de determinagdo dos padrbes microbiologicos, de
reconhecimento mundial, para alimentos.

Pelo fato de Escherichia coli e Salmonella spp. apresentarem,
aproximadamente, 90 % de homologia do DNA-DNA, ja houveram propostas
de agrupamento destas duas espécies em um unico género acreditando-se

que ambas as bactérias surgiram de um mesmo ancestral (YAN et al, 2003).

2.2.1. Salmonelose em frangos

Nas granjas, Salmonella spp. € introduzida através de racgdes
contaminadas por matérias primas de origem animal, como farinha de carne,
0Ss0s, peixe, penas e visceras. Pode também ser introduzido pela agua,
pelo contato com aves ou outros animais portadores como insetos e
roedores, além do contato com pessoas e equipamentos contaminados
(HOFER, SILVA e REIS, 1998).




A ocorréncia e a quantidade de salmonelas presente na carne varia
de acordo com as condigdes de manejo durante a criagdo e com Os
cuidados higiénicos nas operagbes de abate dos animais e posterior
manipulagéo das carcagcas (CARVALHO e CORTEZ, 2005).

Durante o abate e processamento dos frangos, a presenca de
Salmonella spp. no intestino, pele, e penas das aves, resulta na
contaminagdo da carne e seus subprodutos (BRYAN e DOYLE, 1995). A
contaminacgao cruzada pode ocorrer principalmente em mercados e cozinhas
industriais e a refrigeragao imprépria do produto leva a bactéria a multiplicar-
se rapidamente (DUGUID e NORTH, 1991).

Levantamentos feitos em diferentes paises tém demonstrado que 30
a 50 % das carcagcas de frangos congeladas ou refrigeradas estdo
contaminadas por Salmonella. No Brasil, ha relatos de contaminagao por
Salmonella em frangos e seus derivados variando de 9,15 a 86,7 %
(CARVALHO e CORTEZ, 2005).

As infecgcdes causadas por Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium sdo denominadas de infec¢des paratiféoides. Sdo doencas
agudas ou crénicas das aves e de mamiferos incluindo o homem (GELLI,
1995). Afeta principalmente aves jovens com até duas semanas de idade,
tornando-se em geral, portadoras intestinais assintomaticas, por longo
periodo (SILVA e BOSQUIROLI, 1994). Estes agentes sao patogénicos para
todas as espécies de mamiferos domésticos e selvagens, que infectados
cronicamente, tornam-se portadores assintomaticos o que mantém a
contaminagcdo ambiental. Os roedores também sdo portadores de
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, além de insetos, acaros,
lagartos, os quais sao veiculos de contaminagao entre os galpdes,
perpetuando a infecgdo (SOLARI, 2000).

As infecc¢des paratiféides das aves séo resultantes da contaminagéo
oral e da entrada da bactéria através da casca do ovo. A superficie externa
da casca do ovo pode contaminar-se antes e durante a postura e a
penetracdo da bactéria através da casca, € favorecida pela umidade,

temperatura, tempo de exposig¢ao e qualidade da casca (PADRON, 1990).



As medidas de higiene e o alojamento de aves livre de
contaminagao por Salmonella spp. s&o imprescindiveis para que qualquer
programa de erradicagdo desse micro-organismo seja bem sucedido. No
entanto, um sistema produtivo de frangos, uma vez contaminado com essa
bactéria, demandara outras agbes complementares para o sucesso de um

programa de controle e erradicagao.

2.2.2. Salmonelose em humanos

A incidéncia global de doengas causadas por alimentos € de dificil
estimativa. No entanto, no ano de 2000, cerca de 2,1 milhdes de pessoas
morreram por doengas diarréicas, e em uma alta propor¢éo desses casos a
causa é atribuida a alimentos e agua contaminados (WHO, 2002).

A vigilancia de doengas de origem alimentar € complicada devido a
varios fatores. O fator importante € a ndo notificagcado de casos, pois 0 servico
médico muitas vezes nao é procurado, embora a doenga possa ser severa
ou até mesmo serem reportados freqliientemente casos fatais. Todavia sdo
mais comuns o0s casos com sintomatologia moderada. Outro fator de
destaque € que muitos patdégenos sdo transmitidos ndo sé por meio dos
alimentos, mas também através da agua ou de pessoa para pessoa, e essa
variedade de formas de transmissao dificulta o diagndéstico (MEAD et al,
1999).

A prevaléncia de salmoneloses aumentou durante as décadas de 80
e 90, em todo mundo (KWANG, LITTLEDIKE e KEEN, 1996), e atualmente
as salmoneloses ocupam uma das posi¢des mais destacadas no campo da
saude publica em todo o mundo, pois apesar de todo o desenvolvimento
tecnolégico e da adogado de melhores medidas de higiene, é crescente e
relevante o numero de casos de salmonelose humana e animal (PENHA et
al, 2008).

O perfil epidemiolégico de enfermidades causadas pela ingestdo de
alimentos no Brasil € pouco conhecido, somente alguns estados dispéem de
Programas de Vigilancia, estatisticas e levantamento de dados
epidemioldgicos sobre estes surtos (AMSON, HARACEMIV e MASSON,

2006). De acordo com dados da Secretaria de Vigilancia em Saude - SVS do
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Ministério da Saude (MS), Salmonella spp. foi responsavel por 23,8 % dos
4.716 surtos investigados no Brasil, no periodo de 1999 a 2005 (GERMANO
e GERMANO, 2008). Além disso, foi divulgado no Global Salmonella
Surveillance no Rio de Janeiro em setembro de 2005 pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que entre os sorovares identificados no
Brasil, no periodo de 2001 a agosto de 2005, havia o predominio de
Salmonella Enteritidis (TOZETTO, 2006). A maioria dos sorovares tem um
espectro de hospedeiros amplo e, tipicamente, provocam gastroenterites
sem complicacbes e sem necessidade de tratamento. Em criancas, idosos e
individuos com o sistema imunologico debilitado ou comprometido, ao
contrario, essas infeccdes podem ser severas. Os sorovares mais
importantes dessas salmoneloses em animais e humanos séo Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium (SILVA et al, 2007).

Entre 2003 e 2008, foram registrados 749 surtos de infecgao por
Salmonella no Brasil. Desse total, 277 foram causados especificamente pelo
consumo de ovos ou maionese caseira contaminados, principais meios de
veiculacdo da bactéria. Até o presente momento nao foi relatado nenhum
surto de infecgao por Salmonella de grande magnitude, como os surtos
multi-estaduais, relatados na literatura, mas mesmo assim, € preciso nao
descuidar do controle da enfermidade. No Brasil, os estados onde mais se
detectam surtos por Salmonella sdo Rio Grande do Sul, Parana e Sao Paulo
(LIMA, 2008).

De acordo com estudos conduzidos por Leon-Velarde et al (2004),
S. enterica sorovar Typhimurium era uma causa comum de salmoneloses
entre humanos e animais em muitos paises sendo responsavel por 40 a 70
% dos casos de salmoneloses humanas, apresentando como principais
sintomas a diarréia, febre, dor de cabeca, nauseas, dor abdominal, vomito e,
menos frequentemente, sangue nas fezes.

Porém, em varios paises, houve aumento de infeccdo por Salmonella
Enteriditis, que responde pelo aumento de casos esporadicos e de surtos de
salmonelose humana devido ao consumo de carne de aves, ovos e
derivados contaminados (ALCOCER et al, 2006). O aumento de incidentes

nacionais e internacionais envolvendo alimentos contaminados é devido a



emergéncia de Salmonella Enteritidis como agente causal de infeccbes
alimentares e a rapida globalizagado da produc¢do de alimentos (ZHAO et al.,
2006).

A contaminagao de carne crua de frango com Salmonella spp. ndo é
usualmente considerada um risco ao consumidor, uma vez que este
alimento é proprio para o consumo apds coccido. O verdadeiro problema
reside no contato de um alimento pronto para o consumo (cozido) com um
alimento cru, levando a contaminagédo cruzada (CAPITA et al, 2003). Os
casos mais frequentes de infeccdo por Salmonella spp. reportados em
humanos foram em decorréncia do manuseio de carne de frango crua e
produtos crus, junto com o consumo de carne de frango mal cozida
(PANISELLO et al, 2000).

Salmonella tem capacidade de se ligar a sitios especificos na
superficie das células epiteliais ou, ainda, sdo capazes de entrar na célula
epitelial, e viver como parasita intracelular. A entrada e a passagem dessa
bactéria para as células epiteliais provocam um processo inflamatério do
intestino; ha evidéncias de que uma enterotoxina (substancia tdxica para o
trato intestinal) seja produzida, causando vémitos e diarréia (LIMA, 2008).

O tratamento da infecgdo por salmonela é feito com hidratacéo por
meio de soro oral. Em alguns casos, também s&o utilizados antibidticos
especificos. Ha necessidade de tratamento quando o doente tem
desidratacdo severa ou quando a infecgao é extra-intestinal. Pessoas com
diarréia grave precisam de reidratagao, as vezes intravenosa. De modo geral
as salmoneloses ndo devem ser tratadas com antibioticos. Em alguns casos,
a antibioticoterapia agrava o quadro clinico e pode prolongar o estado de
portador (FRANCO E LANDGRAF, 2004). E importante destacar que algumas
salmonelas ja sao resistentes a diversos antibioticos, principalmente porque
essas drogas podem ser adicionadas as ragdes para animais (LIMA, 2008).

O aparecimento de sorovares de Salmonella spp. resistentes a uma
grande variedade de antibiéticos tem se tornado um problema para a saude
publica (CARRAMINANA et al, 2004). S0 conhecidas mais de 15 classes
de antimicrobianos que diferem entre si pela estrutura quimica e pelo

mecanismo de ag¢ao e, portanto, antibidticos especificos sao necessarios



para o tratamento de patégenos especificos (WHO, 2002). O uso de
antibidticos como promotores de crescimento em frangos de corte e
poedeiras de até 16 semanas de idade € usual nos Estados Unidos e no
Brasil (NUNES, 1999). A partir do ano de 2006, a Unido Européia impediu o
uso de qualquer antimicrobiano como promotor de crescimento animal.
Estas medidas foram adotadas com o intuito de contribuir para a redug¢ao do
surgimento de cepas bacterianas resistentes (KOTTWITZ, 2009).

2.3. Bacteriofagos

Virus sao particulas infecciosas de, aproximadamente, 20 a 200 nm
constituidos de um acido nucléico (DNA ou RNA) envolvido por uma capa
protéica (capsideo) e em alguns casos um envelope lipidico. Bacteriéfagos
(fagos) sao virus que infectam e lisam células bacterianas. Os bacteriéfagos
sao parasitas intracelulares obrigatérios, que n&o possuem metabolismo
préprio e requerem a maquinaria metabdlica da célula hospedeira para que
possam se reproduzir (GOODRIDGE e ABEDON, 2003; WITHEY et al, 2005;
HAGENS e OFFERHAUS, 2008).

Os bacteriéfagos sao as particulas mais abundantes do meio
ambiente, e seu numero total é estimado em 10* a 10% (KUTTER e
SULAKVELIDZE, 2005) por serem mais resistentes que as bactérias
hospedeiras a mudancas ambientais e podem persistir na auséncia de seu
hospedeiro (DURAN et al, 2002). Podem ser altamente especificos quanto
ao seu hospedeiro, ou seja, cada bacteriéfago pode ser especifico para uma
determinada bactéria e ser incapaz de infectar outra (HAGENS e
OFFERHAUS, 2008; WAGENAAR et al, 2005) ou podem apresentar uma
grande variedade de hospedeiros (SKURNIK e STRAUCH, 2006).

Os bacteriéfagos sdo facilmente isolados do solo, agua, esgoto e
também de ambientes colonizados por bactérias (MARKS e SHARP, 2000) e
até onde se sabe, sdo inofensivos para humanos, animais e plantas.
Rotineiramente, o homem esta exposto a diferentes bacteriéfagos, presentes
em quantidades muitas vezes elevadas, nos alimentos, agua e no meio
ambiente, sem contudo apresentar efeitos adversos. Em certos produtos

alimentares, 100 milhdes de bacteriéfagos.g”’ podem ser encontrados; em
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ecossistemas aquaticos, pode existir até 1 bilhdo de bacteriéfagos.mL™.
Bacteriéfagos contribuem com o equilibrio das populagbdes bacterianas na
natureza, mantendo o numero de bactérias sob controle. Além disso, n&o
alteram as caracteristicas sensoriais como a textura, estrutura, cor e cheiro
de produtos alimentares (HAGENS e OFFERHAUS, 2008).

A penetragao do bacteriéfago na célula hospedeira ocorre por difusdo
passiva. A adsorgcdo e a entrada sdo mediadas por receptores especificos
como carboidratos, proteinas e lipopolissacarideos na superficie da célula
hospedeira. Praticamente, todas as estruturas bacterianas expostas na
parede podem ser utilizadas pelos bacteriéfagos como receptores, tanto em
bactérias gram-positivas como gram-negativas, bem como estruturas
acessoérias em alguns casos (pili, flagelo e capsula) (GREGORACCI,
SILVEIRA e BROCCHI, 2006; SKURNIK e STRAUCH, 2006). O bacteriéfago
injeta seu material genético dentro da célula hospedeira, e utiliza a
maquinaria metabdlica do hospedeiro para replicar seu material genético e
sintetizar novos capsideos protéicos e desta forma produzir novas particulas
virais. O numero de bacteriéfagos produzidos durante um ciclo de infecgao
pode variar de 20 a 100, dentro de 30 a 40 minutos (THIEL, 2004) ou de 50
a 200 novas particulas viaveis (MARKS e SHARP, 2000).

Os bacteriéfagos s&o divididos em dois grupos: virulentos e
temperados. Os virulentos induzem a infeccédo litica, resultando na lise da
célula hospedeira e producao de zonas claras em meios solidos (placas de
lise) nos locais onde as bactérias susceptiveis estdo presentes.
Bacteriéfagos temperados integram seu DNA no genoma da célula
hospedeira formando um profago dormente, resultando em uma infecgéo
lisogénica e, no momento que a ceélula hospedeira se divide, o genoma do
bacteriéfago vai sendo transmitido para as células filhas (MARKS e SHARP,
2000). Agentes que afetam o DNA, como luz ultravioleta e agentes quimicos
podem desencadear alteragdes fisioldgicas que culminam com a indugao do
profago, que passa para o ciclo litico, replicando-se e lisando o hospedeiro
(CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN,
2004; GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI, 2006; SKURNIK e
STRAUCH, 2006).
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Existe ainda, um ciclo controverso conhecido como pseudolisogénico
que apesar de pouco conhecido, acredita-se que seja o mais difundido na
natureza. Neste ciclo o material genético viral ndo € inserido no genoma do
hospedeiro, como no ciclo lisogénico, e ndo ha lise da maior parte da
populagao infectada, como ocorre no ciclo litico. No entanto, uma parte da
populacdo infectada sofre lise liberando novas particulas virais. Existem
varias explicagdes para a existéncia deste estado, como incapacidade de
infeccdo devido a destruicdo enzimatica, ou pela falta de receptores, ou
ainda por alguma imunidade promovida por bacteriéfago lisogénico que muta
freqientemente para ciclo litico (WEINBAUER e RASSOULZADEGAN,
2004; GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI, 2006).

A célula hospedeira pode desenvolver alguns mecanismos de
resisténcia aos bacteriéfagos por perdas ou mudangas nas moléculas
receptoras na superficie de sua célula (MARKS e SHARP, 2000).

2.3.1. Fagoterapia

Fagoterapia (ou bacteriofagoterapia) é o uso de virus que infectam e
lisam bactérias para tratar infecgdes bacterianas (HIGGINS et al, 2005).
Logo apds a descoberta dos bacteriéfagos, na segunda década do século
passado, teve-se um grande interesse no uso desses organismos para
combater infec¢gées bacterianas (SCHOOLNIK, SUMMERS e WATSON,
2004; GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI, 2006). Entretanto, devido ao
desenvolvimento da penicilina e outros antibidticos por volta de 1940, os
trabalhos na area de fagoterapia diminuiram (MARKS e SHARP, 2000;
GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI, 2006). No entanto, na Europa
oriental, os trabalhos nessa area de pesquisa continuaram e um grande
numero de estratégias foram desenvolvidas para combater diferentes tipos
de bactéria, incluindo estafilococos, pseudomonas, Proteus spp. e bactérias
entéricas patogénicas (CHANISHVILI et al, 2001). Estudos sobre fagoterapia
tiveram um aumento no final da década de 80, em fungcdo do aumento da
resisténcia bacteriana aos antibiéticos. Os trabalhos mais recentes tém
focado em animais como modelos para infecgdo humana ou para aplicacées

veterinarias (BISWAS et al, 2002; HUFF et al, 2002; SCHUCH, NELSON e
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FISCHETTI, 2002; ATTERBURY et al, 2003; GOODE, ALLEN e BARROW,
2003; ATTERBURY et al, 2005; TORO et al, 2005; ATTERBURY et al,
2007;).

A fagoterapia oferece uma série de vantagens sobre a terapia com
antibidticos, pois ndo atua na selecdo de micro-organismos resistentes e
pode ser usada como uma terapia alternativa para pacientes com alergia a
antibioticos (MARKS e SHARP, 2000). Os bacteriofagos tém sido avaliados
para o controle de contaminacdo bacteriana na industria de alimentos, no
controle de patdégenos transmitidos por agua contaminada, como o Vibrio
cholerae e no controle de patégenos transmitidos no ambiente hospitalar
(MARKS e SHARP, 2000).

Mcnerney e Traore (2005) estimaram que 10%° bacteriéfagos iniciem
um novo ciclo de infecgdo a cada segundo do dia. Enquanto as bactérias
estdo limitadas pela divisdo célula a célula, um unico bacteriéfago usa uma
célula hospedeira para fazer copias de si mesmo em um periodo curto de
tempo, e consegue langcar centenas de geragbes viaveis no ambiente
externo a célula hospedeira que saem imediatamente a busca de novos
hospedeiros.

Lorch (1999) comparou o uso de bacteriéfagos e antibioticos quimicos
no tratamento de infecgbes, enumerando diversas vantagens da fagoterapia.
Uma unica bactéria, com um tempo de divisdo de 30 minutos, para
conseguir 10° células levaria oito horas, enquanto um bacteriéfago, em duas
horas, pode replicar e produzir 10® novas particulas virais. Na fagoterapia
nao € o crescimento bacteriano que é esperado, e sim a replicacdo do
bacteriéfago. Os bacteriéfagos sendo auto-replicantes e auto-limitantes tém
impacto no habitat limitado pela disponibilidade de bactérias hospedeiras
(GOODRIDGE e ABEDON, 2003; THIEL, 2004).

As interagbes de bacteriofagos com hospedeiros ndo s&o importantes
somente para a manutengcdo do equilibrio ecolégico, mas também por
constituirem o maior componente da rede de transferéncia lateral de genes
entre os micro-organismos. Como os bacteridfagos s&o os responsaveis pela
homeostase bacteriana, eles podem ser utilizados no controle de patégenos

de origem alimentar (CARRILLO et al, 2005). Em particular, a criagdo de
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frangos de corte é o alvo principal de uma intervengao com bacteriéfagos,
dado a escala de colonizagao das aves e os numeros relativamente grandes
de incidéncia de patdégenos no trato gastrointestinal e nas secregbes das
aves colonizadas (ATTERBURY et al, 2003).

Bacteriofagos virulentos causam lise da bactéria hospedeira,
atuando ndo apenas como controle da populacédo bacteriana, mas também
como indicador de contaminagdo bacteriana (MILLER, SCHULER e
SECKLER, 1998a; TANJI et al, 2003) bem como ferramenta para
identificacdo (fagotipagem) de cepas bacterianas especificas (SINTON,
FINLAY e HANNAH, 1998; BRENNER, BRENNER e SCHWARTZ, 1999;
LECLERC et al, 2000).

Estudos mostram que bacteriéfagos liticos sdo agentes potenciais
de controle de micro-organismos patogénicos para humanos, animais e
plantas (ALISKY et al, 1998; KUDVA et al, 1999; BORAH, JINDAL e
VERMA, 2000; LEVERENTZ et al, 2001; LORCH, 1999; SCHUCH, NELSON
e FISCHETTI, 2002). Dessa forma, estes bacteridfagos podem ser utilizados
no controle biolégico em alimentos (GREER, 2005; HUDSON et al, 2005)
como no controle de contaminagao por Salmonella em frangos de corte
(GOODE, ALLEN e BARROW, 2003; TORO et al, 2005), brotos (PAO et al,
2004) e frutas (LEVERENTZ et al, 2001), na fagoterapia (BRUSSOW, 2005)
e no tratamento de efluentes (WITHEY et al, 2005).

Segundo Carlton et al (2005), um ponto de grande interesse para o
desenvolvimento de métodos diagnodsticos é o fato dos bacteriéfagos serem
especificos e ndo atacarem as bactérias de interesse ou benéficas para a
obtencdo do alimento. Outro atrativo para o emprego desses virus como
indicadores da inocuidade dos alimentos, se deve ao fato de seus eventuais
produtos de lise consistirem exclusivamente de aminoacidos e acidos
nucléicos nao sendo, desta forma, xenobidticos, o que os diferencia dos
antibidticos e dos agentes antissépticos, permitindo que sua introdugéo e
disseminagdo no ambiente possam ser feitas como um processo de
ocorréncia natural.

A fagoterapia tem vantagens especificas comparadas com

antimicrobianos quimicos que podem ser enumeradas como: O0S
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bacteriéfagos sao particulas que ndo se modificam e assim nao interferem
com o metabolismo animal; melhoram a eficacia do tratamento uma vez que
ha aumento do numero de particulas virais ao longo do tratamento, pois
replicam-se no interior do micro-organismo hospedeiro; sao ubiquitarios e
possuem grande diversidade atuando sobre um alvo especifico, sao ativos
contra as bactérias resistentes a antibidticos e além disso, bacteridfagos séo
seguros, baratos e faceis de serem produzidos (GOODRIDGE e ABEDON,
2003MATTEY e SPENCER, 2008).

Apesar das muitas vantagens da fagoterapia sobre antibacterianos
quimicos, essas nao sao suficientes para que represente uma alternativa
viavel para ser usada como padrao. Ha algumas desvantagens que limitam o
seu uso. A primeira delas é o fato de, ao longo do ciclo lisogénico,
bacteriéfagos poderem tornar bactérias inécuas em patogénicas (WAGNER
e WALDOR, 2002). Além disso, o hospedeiro tem que ser especifico. Ha
também a necessidade de fazer o isolamento, purificacdo e propagagao do
bacteriéfago de interesse que podem perder a capacidade de infeccdo. E
importante destacar que esses virus podem carregar fatores de viruléncia e
genes que sao codificados para a producado de toxinas (BRUSSOW et al,
2004; McGRATH, FITZGERALD e VAN SINDEREN, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem

Para o isolamento de bacteriofagos de Salmonella spp. foram
analisadas 45 amostras de fezes de galinhas caipira coletadas em 15
diferentes propriedades da microrregiao de Vigosa/MG. No isolamento de
Salmonella spp., foram analisadas as 45 amostras de fezes utilizadas para o
isolamento dos bacterifagos e também outras 44 amostras de fezes
coletadas em sete propriedades aleatoriamente escolhidas na microrregido
de Vicosa/MG. Das 44 amostras de fezes analisadas para o isolamento do
patdgeno, 12 eram provenientes de galinhas poedeiras, 16 de frangos de
corte e 16 de galinhas caipira. As amostras coletadas foram colocadas em
sacos plasticos e transportadas em caixas de isopor para o Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa para execugao das analises.

O critério de selecdo dos bacteriéfagos foi estabelecido por
comparagado da intensidade de lise do bacteriéfago isolado com a do
bacteriéfago usado como controle (bacteriéfago P22). O bacteriéfago P22 foi
doado pelo Centro Nacional de Pesquisa e Tecnologia Agroindustrial de
Alimentos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) do
Rio de Janeiro/RJ e € um virus caudado, com DNA fita dupla e apresenta
atividade litica contra Salmonella enterica sorovar Typhimurium e Salmonella

enterica sorovar Enteritidis.

3.2. Isolamento de bacteriéfagos de Salmonella spp.

Para o isolamento de bacteriéfagos de Salmonella spp., foi utilizada a
metodologia adaptada de Atterbury et al (2005). Um grama de fezes foi
diluido (1:10) em tampao SM (50 mM Tris-HCI [pH 7,5], 0,1 M NaCl, 8 mM
MgS04.7H,0, 0,01 % gelatina) e ressuspendido por agitagdo durante 5 min.
Esta suspensao foi incubada sob condicbes de aerobiose, a 17 °C, sob
agitacdo de 100 rpm (Agitador Certomat MO Il) por 24 h, para permitir a
eluicdo do bacteriofago. Apos este periodo, uma aliquota de 8 mL da
solugédo foi transferida para um tubo de centrifuga esterilizado e submetida a
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centrifugacédo a 13.000 g (Centrifuga Sigma 3K30, rotor Sigma Nr 12111-H)
por 5 min para remover detritos em suspensdo. Em seguida, o sobrenadante
foi filtrado em membrana de acetato de celulose (Sartorius Biolab Products
com poro de 0,22 uym) para remover células e restos celulares e o filtrado foi
avaliado para presenga de bacteriéfagos capazes de lisar Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028).

Para avaliar a presenca de bacteri6fagos a partir do método de
isolamento proposto, foi utilizada técnica de microgota em superficie
conforme proposta por Adams (1959).

Os sorovares de Salmonella foram cultivados por 24 h a 37 °C em
caldo BHI (Mbiolog) suplementado (37 g.L™" de caldo BHI, 0,1 g.L”' de CaCl,,
2,5 g.L" de MgS0,4.7H20). Um volume de 0,5 mL de cada suspensdo dos
sorovares foi adicionado a 5 mL de agar BHI sobrecamada (caldo BHI
suplementado adicionado de 0,7 % de agar-agar) a temperatura de,
aproximadamente, 45 °C e espalhados sobre a superficie seca de placas de
Petri contendo agar base BHI. Apds solidificacdo, aliquotas de 10 pL de
cada suspensao de bacteriéfagos foram depositadas sobre esta superficie,
sendo dispostos nove bacteriéfagos isolados em cada placa. As placas
foram incubadas a 37 °C por 18 h, para verificar a formacao de placas de

lise como observado na placa controle que possuia o bacteriéfago P22.

3.3. Purificacéo de bacteriofagos e producéo de estoque

ApoOs a identificacdo das suspensdes de bacteriofagos ativos contra
Salmonella Enteritidis e de Salmonella Typhimurium, realizou-se a
propagacao e a purificagdo, segundo metodologia adaptada de Kudva et al
(1999). Aliquotas de 500 pL da cultura de Salmonella Enteritidis (ATCC
13076) e, ou de Salmonella Typhimurium cultivadas em caldo BHI
suplementado por 24 h a 37 °C e de 100 pL de suspensao de bacteriéfagos
pré-selecionados foram colocadas em 5 mL de agar BHI sobrecamada a um
temperatura de 45 °C e posteriormente vertido em placa contendo agar BHI.
Seguiu-se de incubagéo a 37 °C por 18 h. O local do agar que apresentou
uma unidade formadora de placa (PFU) foi cortado e colocado em um tubo

contendo 5 mL de caldo BHI suplementado e 500 pL da cultura de
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Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e, ou de Salmonella Typhimurium
(ATCC 14028) cultivadas em caldo BHI suplementado por 24 h a 37 °C.
Esse tubo foi incubado a 37 °C por 18 h. Em seguida, a cultura foi
centrifugada (Centrifuga Sigma 3K30, rotor Sigma Nr 12111-H) a 13.000 g
por 5 min. Retirou-se o sobrenadante, que foi diluido até 10® em tampao
SM. Posteriormente, 100 uL da suspens&o de bacteriéfagos na diluicdo 107,
juntamente com 500 pL da cultura de Salmonella em caldo BHI
suplementado foram colocados em agar BHI de sobrecamada e vertido em
placa contendo agar BHI, que foi incubada a 37 °C por 18 h. O procedimento
de remover o agar com uma unidade formadora de placa isolada foi repetido
por trés vezes consecutivas para garantir que as suspensdes de
bacteriéfagos estivessem puras. Na quarta propagacéo, a placa de agar BHI
foi feita sem diluir o sobrenadante, de maneira a obter uma maior quantidade
possivel de bacteriéfagos para serem estocados. Sobre esta placa, foram
colocados 10 mL de solugdo tampéao SM, seguida de incubagdo a 17 °C, sob
agitacédo de 100 rpm (Agitador Certomat MO |II), por 24 h. Apés este periodo,
retirou-se uma aliquota de 8 mL de tampao SM dessa placa que foi
centrifugada a 13.000 g por 5 min para diminuir células bacterianas em
suspensao, filtrou-se o sobrenadante em membrana de acetato de celulose
(Sartorius Biolab Products com poro de 0,22 um), sendo o filtrado guardado
sob refrigeragdo em tubo de ensaio esterilizado, para posterior analise

microscopica.

3.3.1. Determinacao da concentracéo de bacteri6fagos na solucao
estoque

Apds a propagacgao, os bacteriéfagos foram analisados quando ao
potencial de lise e contados para determinagcdo de sua concentracido na
solugao estoque.

Realizaram-se diluicbes sucessivas da suspensdo de bacteridéfagos
em solugdo salina 0,1 %. Uma placa de agar BHI contendo a bactéria
hospedeira foi preparada conforme a metodologia descrita no item 3.2. Apos
solidificacdo do meio semi-sélido, as placas receberam, cuidadosamente, 10
ML da amostra de bacteriéfago a ser titulada, seguidas de incubagéo a 37 °C

por 18 h. Um numero de 10 a 100 placas de lise foram contadas e os
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resultados expressos em unidades formadoras de placas por mililitro
(PFU.mL™") (CARRILLO et al, 2005).

3.4. Isolamento de Salmonella spp.

O isolamento de Salmonella spp. foi executado segundo a
metodologia preconizada na Instrugdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2003).

O procedimento para isolamento foi realizado com pré-enriquecimento
em agua peptonada tamponada 0,1 %, seguido de enriquecimento em caldo
seletivo, no qual aliquotas das amostras pré-enriquecidas foram adicionadas
a tubos contendo caldo Selenito-cistina (Himedia) e tubos com caldo
Rappaport-Vassiliadis (Acumedia), ambos o0s meios adicionados de
novobiocina 4 %; sendo incubados por 24 h a 37 °C e 43 °C,
respectivamente. Posteriormente foi realizado o plaqueamento seletivo
diferencial em placas contendo agar Xilose Lisina Tergitol 4 (XLT4) (Difco™)
e em placas contendo agar Salmonella-Shigella (SS) (Merck) sendo
incubados por 24 h a 37 °C. A confirmagdo de colbnias suspeitas foi
realizada pelas provas bioquimicas (SILVA et al, 2007). As colénias foram
semeadas em &gar triplice actcar ferro (TSI) (Difco™) inclinado, agar lisina
ferro (LIA) (Difco™) inclinado e em caldo uréia (Micro Med), seguido de
incubacdo por 24 h a 37 °C. As colbnias que apresentaram caracteristicas
bioquimicas compativeis com o género Salmonella foram semeadas em
meio agar nutriente, incubadas por 24 h a 37 °C e estocadas sob

refrigeragao para posterior analise soroldgica.

3.5. Identificacdo sorolégica de amostras positivas de Salmonella spp.

As colbnias com caracteristicas bioquimicas compativeis com o
género Salmonella foram submetidas a prova de deteccdo de antigenos
somaticos (O) mediante o uso de soro Salmonella O, anti-soro poly A - |
(Probac). A prova de deteccdo de antigenos foi realizada e uma colénia
coletada com auxilio de uma alca de platina ressuspendida em 100 uL de
solucdo salina. A suspensao de células foi depositada sobre uma lamina de
vidro, seguida de homogeneizag&o até atingir uma mistura branca leitosa e

posteriormente adicionada de uma gota do soro. Apds homogeneizagao, a
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prova foi considerada positiva quando foi evidenciada a formacado de

grumos.

3.6. Avaliacdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados

A especificidade dos bacteridfagos isolados de fezes foi testada em
bactérias autéctonas (isoladas conforme descrito no item 3.4) e também
contra Escherichia coli (ATCC 11229), Klebsiella pneumoniae (ATCC
10031), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Cronobacter muytjensii
(ATCC 51329), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella
Gallinarum (ATCC 9184), Salmonella Abony (ATCC 6017), Salmonella
Pullorum (ATCC 9120), Salmonella Thyphi (ATCC 6539), Salmonella
Cholerasuis (ATCC 10708), Salmonella Arizonae (ATCC 13314) cedidas
pela Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ/RJ).

Cada cultura bacteriana foi plaqueada de acordo com a metodologia
proposta por Adams (1959) descrita no item 3.2. Apés solidificagdo do meio
semi-solido inoculado com as bactérias, as placas receberam,
cuidadosamente, 10 yL de cada bacteriéfago, e apds a secagem das gotas,
incubadas a 37 °C por 18 h. A observagdao de diferentes graus de lise
bacteriana nos pontos de aplicacdo das amostras foi avaliada apds

incubacao.

3.7. Exame da morfologia do bacteriofago de Salmonella spp.

Para que os bacteriéfagos fossem visualizados por microscopia
eletrénica, inicialmente foi realizada a remogao de materiais que interferem
na visualizagao, baseado na metodologia adaptada de Oliveira et al (2009).
As particulas virais foram sedimentadas em centrifuga (Sigma 3K30, rotor
Sigma Nr 12111-H) a 40.000 g por 52 min, lavadas e ressuspendidas por
duas vezes com acetato de aménia 0,1 mol.L™", pH 7,0. A ressuspensao final
foi realizada com agua destilada esterilizada e o conteudo foi filtrado em
membrana de acetato de celulose (Sartorius Biolab Products com poro de
0,22 ym) e estocado a temperatura de 4 °C para posterior analise.

A avaliagao da morfologia do bacteriéfago foi realizada de acordo com

a metodologia adaptada de Atterbury et al (2003) utilizando microscopia
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eletrdnica. Adicionou-se um volume de 8 L de uma suspenséo de 10° a 10°
PFU.mL™" do bacteriéfago na superficie de um grid de 200 mesh revestido
com formvar-carbono (Koch Electron Microscopy). Em cada grid, colocou-se
uma gota do contraste acetato de uranila a 2 % (solugado aquosa, p/v), que
depois de 15 s de contato com o bacteriéfago, foi removido com papel
absorvente comum. As telas foram submetidas a secagem a temperatura
ambiente (23 °C) por 20 min e, posteriormente, visualizadas por microscopia
eletrbnica de transmisséo (Microscopio Eletronico, Zeiss EM109), do Nucleo

de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento, purificacdo e propagacdo de bacteriéfagos de

Salmonella spp.

Como pode ser observado na Tabela 2, das 45 amostras de fezes de
galinhas caipira usadas para verificacdo da presenca de bacteriéfagos, 33
amostras, ou seja, 73,3 % apresentaram bacteriofagos com acéo litica sobre
Salmonella enterica sorovar Typhimurium e Salmonella enterica sorovar
Enteritidis. Foram isolados 29 bacteri6fagos usando Salmonella
Typhimurium (ST) como hospedeiro e 24 bacteriéfagos usando Salmonella
Enteritidis (SE) como hospedeiro. Em nove (amostras 2, 13, 23, 26, 33, 34,
35, 37 e 38) das 45 amostras analisadas (20 %) isolou-se bacteriéfagos que
apresentaram atividade litica somente sobre Salmonella Typhimurium; em
outras quatro amostras (8,9 %) isolou-se bacteri6fagos que apresentaram
atividade litica apenas em Salmonella Enteritidis (amostras 15, 18, 22, e 29);
em 20 amostras (44,4 %) foram isolados bacteri6fagos com acgao litica tanto
em Salmonella Typhimurium como em Salmonella Enteritidis. Em 12
amostras (26,7 %) nao foram isolados bacteriéfagos. Pode-se observar
ainda (Tabela 2) que dos 53 bacteri6fagos isolados, nove (17 %)
apresentaram atividade litica somente em Salmonella Typhimurium (fST2,
fST13, fST23, fST26, fST33, fST34, fST35, fST37 e fST38), quatro (7,5 %)
lisaram apenas Salmonella Enteritidis (fST15, fST18, fST22, e fST29),
enquanto 40 bacteriéfagos (75,5 %) apresentaram atividade litica para os
dois sorovares de Salmonella.

Os dados obtidos neste estudo estdao conforme os dados disponiveis
na literatura que mostram o isolamento de bacteri6fagos em ambientes de
criacao e fezes de aves de granja (FIORENTIN et al, 2004; ATTERBURY et
al, 2007; FILHO et al, 2007) e de aguas residuais (HIGGINS et al, 2005;
CAREY-SMITH et al, 2006; MCLAUGHLIN et al, 2006; ATTERBURY et al,
2007).

O percentual de amostras com bacteriéfagos de Salmonella spp.
varia entre os estudos relatados na literatura conforme a origem de

isolamento. Resultados elevados como os do presente trabalho foram
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encontrados por Carey-Smith et al (2006), que isolaram bacteriéfagos de
Salmonella spp. em 100 % de amostras de esgoto analisadas. Por outro
lado, Fiorentin et al (2004) e Filho et al (2007) encontraram um baixo
percentual de amostras de fezes de aves de granja contendo bacteriéfagos
de Salmonella spp.. Fiorentin et al (2004) isolaram bacteriéfagos de 4,67 %
das amostras e Filho et al (2007) em 4,16 % das amostras analisadas.

Nas mesmas amostras onde foram isolados os bacteriofagos para
Salmonella spp., buscou-se isolar o patégeno (Tabela 2). Das 33 amostras
de fezes das quais se isolou os bacteriéfagos para Salmonella spp., em
apenas trés (9,1 %) foi possivel isolar bactérias positivas para o teste
sorologico do género Salmonella spp. e em 90,9 % n&o havia presenga
deste patogeno. Isto indica que obrigatoriamente o isolamento do
bacteriéfago ndo implica no isolamento simultdneo do hospedeiro. Estes
resultados sao corroborados pelos estudos realizados por Aziz e Ibrahim
(1969), os quais verificaram presenca de bacteri6fagos em amostras
negativas para Salmonella, sugerindo que este € um indicio de que os
bacteriéfagos podem estar controlando a bactéria.

Por outro lado, uma outra explicagdo para esta baixa recuperagao do
patdgeno é suportado por estudo conduzido por Fiorentin et al (2004), que
mostram a dificuldade da deteccdo de Salmonella por métodos
bacteriolégicos convencionais quando o numero de contaminantes no
ambiente é baixo, e a deteccdo de bacteriofagos € mais facil uma vez que
eles resistem por um tempo maior no ambiente e sao eliminados em grande
namero.

Em contrapartida, nos estudos obtidos por Higgins et al (2008), a
maior parte dos bacteriofagos para Salmonella spp. foram isolados de
ambientes onde isolou-se, simultaneamente, o patégeno, e sugeriram que
no local onde ha o patégeno, a quantidade de bacteri6fagos para esse
micro-organismo sera maior e, quando o numero do patégeno diminui a
proporgao de bacteridfagos também diminuira, visto que estes ndo possuirao
o hospedeiro para replicarem.

A presenca de bacteriéfagos foi detectada pela formagao de placas

de lise, como mostrado na Figura 1 e, apds propagacao dos bacteriéfagos
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Tabela 2: Isolamento de bacteri6fagos com acao litica sobre Salmonella
Typhimurium (ST) e Salmonella Enteritidis (SE) e avaliagdo da
presenca de Salmonella spp..

Bacteri6fagos

Bactérias isoladas de fezes com

Amostras | Propriedade . Hospedeiro resultados positivos em prova
P Hospedeiro ST pSE sorolbgica pgra SalmoneIIF;spp.
1 - - -
2 A + (fST2)* - -
3 - - -
4 - - -
5 B - - -
6 + (fST6) + (fSE6)* -
7 + (fST7) + (fSE7) -
8 C - - -
9 + (fST9) + (fSE9) -
10 + (fST10) + (fSE10) -
11 - - -
12 D + (fST12) + (fSE12) -
13 + (fST13) - -
14 + (fST14) + (fSE14) -
15 E - + (fSE15) -
16 + (fST16) + (fSE16) +
17 - - -
18 - + (fSE18) -
19 F + (fST19) + (fSE19) -
20 + (fST20) + (fSE20) +
21 G - - -
22 - + (fSE22) -
23 + (fST23) - -
24 - - -
25 H - - -
26 + (fST26) - -
27 - - -
28 | - - -
29 - + (fSE29) +
30 + + (fSSE30) -
31 + (fST31) + (fSE31) -
32 J + (fST32) + (fSE32) -
33 + (fST33) - -
34 + (fST34) - -
35 + (fST35) - -
36 L + (fST36) + (fSE36) -
37 + (fST37) - -
38 + (fST38) - -
39 M + (fST39) + (fSE39) -
40 + (fST40) + (fSE40) -
41 N + (fST41) + (fSE41) -
42 + + (fSE42) -
43 o + + (fSE43) -
44 + + (fSE44) -
45 P + + (fSE45) -
15
Total propriedades 29 24 3

* Areas escuras: Bacteriéfagos de ST e SE selecionados para o presente estudo.
(+) Presenca de bacteriéfagos para ST e SE e presenca de Salmonella spp.; (-) Auséncia
de bacteriéfagos para ST e SE e auséncia de Salmonella spp..
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selecionados pela maior atividade litica na etapa de purificacdo, a
quantidade de bacteriéfagos em cada solugao estoque apresentou numeros
variados conforme mostrado na Tabela 3.

Observou-se que a concentragdo dos bacteriéfagos de ST variou de
1,0 x 10° a 2,9 x 10" PFU/mL e os de SE a concentragdo da suspens&o
variou de 3,0 x 10" a 3,0 x 10" PFU/mL (Tabela 3). Foram selecionados 24
bacteriofagos de ST que apresentaram intensidade de lise maior ao
comparar com a lise formada pelo bacteriofago P22 e 24 bacteriéfagos de

SE, totalizando 48 bacteriéfagos para estudos posteriores.

Figura 1: Placas de lise tipicas em culturas de Salmonella Enteritidis usando
diferentes bacteriéfagos isolados.
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Tabela 3: Numero de PFU/mL nas solugdes estoque dos bacteriéfagos de
Salmonella Typhimurium (ST) e Salmonella Enteritidis (SE) apos
purificacdo e propagacao.

BACTERIOFAGO de ST| PFU/mL | BACTERIOFAGO de SE| PFU/mL
F2 7,0 x 10° F6 6,5 x 10°
F6 6,5x 10° F7 2,9x 10"
F7 2,9x10" F9 9,0 x 10°
F9 9,0 x 10° F10 1,1 x 108
F10 1,1 x10° F12 1,2 x 10°
F12 1,2x10° Fl14 1,6 x 10®
F13 1,9x 10" F15 1,4 x10°
F14 1,6 x 10® F16 1,1x10"
F16 1,1 x 10" F18 3,0x 108
F19 3,0x 10’ F19 3,0x 10’
F20 8,6 x 10" F20 8,6 x 10"
F23 1,0 x 10° F22 1,3x 10"
F26 1,0 x 10° F29 2,0x 10"
F31 2,0x 10" F30 1,3x 10"
F32 2,3x10" F31 2,0x 10"
F33 1,0x 10" F32 2,3x 10"
F34 8,0 x 10° F36 2,6x10"
F35 2,4 x 108 F39 7,8x 10"
F36 2,6x10" F40 3,9x10°
F37 3,2x10" Fa1 4,8 x10°
F38 1,8 x 10° F42 3,0x 10"
F39 7,8x10" F43 2,8x 10"
F40 3,9x108 F44 57 x 10°
F41 4,8 x 10° F45 1,4 x 10"

4.2. Isolamento de Salmonella spp.

Buscou-se isolar o patégeno em outras amostras de fezes de aves
provenientes de diferentes criagbes (frangos de corte, poedeiras e galinhas
caipira) que foram coletadas em diferentes propriedades (Q, R, S, T, U, V, X)
para verificar a acgao litica dos bacteri6fagos isolados em hospedeiros
isolados de outros ambientes.

Dos 64 isolados positivos nas provas bioquimicas nos meios LIA, TSI
e Uréia como tipicas de Salmonella spp. (das 89 amostras de fezes
analisadas), 17,2 % foram confirmadas pelo teste soroldgico conforme

mostrado na Tabela 4.
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Este resultado assemelha-se aos dados de isolamento de Salmonella
spp. a partir de amostras de abatedouro e de visceras de aves em estudo
conduzido por Leon-Velarde et al (2004) onde 5,5 % das amostras foram
confirmados por sorologia como Salmonella spp.. Ozbey e Ertas (2006)
analisaram 1250 amostras provenientes de carcacga, intestino, figado,
vesicula biliar e bago de frangos e isolaram Salmonella spp. contaminante
em, respectivamente, 12,0 %, 7,2 %, 4,0 %, 2,0 % e 1,6 % das amostras.

Em contrapartida, no estudo realizado por Fiorentin et al (2004), ndo
foi realizado o isolamento de nenhuma bactéria do género Salmonella em
107 amostras de fezes de aves. Asheg et al (2001) afirmaram que a
deteccdo de Salmonella em fezes de aves é dificultada uma vez que as aves

eliminam baixas quantidades desse patdégeno em suas fezes.

Tabela 4: Relagdo entre as amostras de fezes coletadas e os isolados de
Salmonella spp. confirmados por provas bioquimicas e soroldgicas.

Propriedade n°de Isolados confirmad_os por Isolados pOSiti,VQS em
amostras provas bioquimicas prova sorolégica
A (caipira) 3 0 0
B (caipira) 2 0 0
C (caipira) 5 4 0
D (caipira) 3 0 0
E (caipira) 4 4 1 (25 %)
F (caipira) 3 4 1 (25 %)
G (caipira) 2 0 0
H (caipira) 4 2 0
| (caipira) 4 6 1(17 %)
J (caipira) 4 0 0
L (caipira) 3 1 0
M (caipira) 3 4 0
N (caipira) 2 2 0
O (caipira) 2 0 0
P (caipira) 1 1 0
Q (caipira) 5 7 0
R (caipira) 4 6 1(17 %)
S (caipira) 2 12 4 (33 %)
T (poedeira e corte) 10 2 2 (100%)
U (corte) 10 3 1(33 %)
V (poedeira) 8 2 0
X (caipira) 5 4 0
Total 89 64 11 (17 %)

27




4.3. Especificidade dos bacteri6fagos isolados

Os 48 fagos selecionados (24 para ST e 24 para SE) foram testados
para verificagdo da ocorréncia de lise em cultura de diferentes patégenos de
origem alimentar e nos isolados de Salmonella spp.. Os resultados da
interacdo dos 48 bacteriofagos com bactérias conhecidas s&o apresentados
nas Tabelas 5 e 6.

Salmonella Galinarum foi a unica bactéria lisada por todos os 24
bacteriéfagos isolados para ST (Tabela 5), enquanto L. monocytogenes e K.
pneumoniae nao apresentaram lise por esses bacteriofagos. Salmonella
Pullorum foi lisada por 95,8 % dos bacteridéfagos, Salmonella Arizonae por
91,6 %, Salmonella Abony por 87,5 %, Salmonella Typhi por 79,1 %,
Salmonella Enteritidis por 62,5 %, Salmonella Cholerasuis e E. coli por 50,0
% dos bacteriéfagos e P. aeruginosa e C. muytiensii foram lisadas por 4,1 %
dos bacteriéfagos.

Quando o teste foi feito com os 24 bacteriéfagos de SE, Salmonella
Galinarum e E. coli foram lisadas por todos, enquanto L. monocytogenes néo
apresentou lise (Tabela 6). Salmonella Abony, Salmonella Pullorum e
Salmonella Typhi apresentaram lise por 958 % dos bacteri6fagos,
Salmonella Cholerasuis por 75,0 %, Salmonella Typhimurium por 62,5 %
Salmonella Arizonae por 50,0 %, C. muytiensii por 29,1 %, P. aeruginosa por
16,6 % e K. pneumoniae apresentou lise por 12,5 % dos bacteriéfagos de
SE.

De acordo com as Tabelas 5 e 6 observa-se que os bacteriéfagos,
apesar de isolados mediante lise especifica usando SE e ST, néo
apresentaram especificidade para estes dois patégenos. Ao contrario,
mostraram capacidade de lise em diferentes micro-organismos. Falta de
especificidade de bacteriofagos também foram encontrados nos estudos de
Aziz e Ibrahim (1969), O’Flynn et al (2006), Bielke et al (2007) e Filho et al
(2007).

O’Flynn et al (2006) testaram dois bacteriéfagos de Salmonella spp.
isolados de fezes de suinos e um bacteriéfago controle (denominado Felix 1)
em diferentes sorovares de S. enterica e em outras bactérias gram-negativas

(E. coli e P. fluorescens), constatando que S. enterica sorovar Branderup foi
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Tabela 5: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Typhimurium em relagdo a
patdgenos de interesse em alimentos.

) BACTERIOFAGO | 5 | g | 7 |9 |10 |12 |13 |14 |16 |19 |20 |23 |26 |31 |32|33 |34 |35 |36 |37 |38 |39 40|41
PATOGENO

L. monocytogenes e e el el el e R e e e e e A B B B e B B B I B P

C. muytjensii e el e I Rl R R R B i B R N B IR I S B R N BN I

P. aeruginosa el Il I I e B B el B B B B B e A R B e B e R B e

K. pneumoniae e e el el el e R e e e e e A B B B e B B B I B P

E. coli o T S [y (e e L I I T A S A N S I R SO A A O ) I R O e
Salmonella Abony S I T N T N T I S O N O [ e B I I T N (O IR B I O
Salmonella Pullorum + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||| -]+
Salmonella Typhi o T e I R T A S I T R I IR R S N A N N I I N A N I S B S I
Salmonella Cholerasuis R T <A T < IS Sy iy i o e I I S I B R T i T i T i A S
Salmonella Arizonae S S S O O T O T O O O S S A O O SO N O O A A O T T O R T R
Salmonella Galinarum + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |||+ |+ O+
Salmonella Enteritidis — |+ |+ |+ |+ |+ | -]+ |+ |+ |+ |- =]+ |+ | ===+ ==+ |+ ]|+
SalmonellaTyphimurium + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ |+ ||+ |||+ |+ |+

(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa.
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Tabela 6: Avaliacao da especificidade dos bacteriéfagos
patdgenos de interesse em alimentos.

isolados usando como hospedeiro Salmonella Enteritidis

em relacdo a

] BACTERIOFAGO
PATOGENG 6791012 |14 | 15|16 |18 |19 (20| 22 |29 |30 |31 |32 |36 |39 |40 |41 |42 | 43 | 44 | 45
L. monocytogenes e e e e e B e I R e e R e B e e P BT I I B B
C. muytjensii == - | o - - - + + + + S I I T R - — | - + | -
P. aeruginosa Sl e el e e (e e e et e e Al e et Al e At Al N A N IR
K. pneumoniae il Bl Bl B - + - - -- - - + + - - - - - - - - — —
E. coli + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Salmonella Abony S B S A A S A S A I A S T e T N A O I A R I
Salmonella Pullorum + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + +
Sa|m0ne”a'|'yphi + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + +
Salmonella Cholerasuis S N T R A O O I N e I R R T I T R R I R
Salmonella Arizonae S Bl T A e + -- + + + + - -] - + S R I R T + + +
Salmonella Galinarum S T O O A A A N N N A A N (N S A S N N (O B S A
SalmonellaTyphimurium S I O I R I A N I i I I R I I e e
Salmonella Enteritidis S L e N B + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa.
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a unica bactéria resistente aos trés bacteriéfagos, e os dois bacteriéfagos
isolados das fezes lisaram a maioria dos sorovares de S. enterica testados,
mostrando uma capacidade litica elevada quanto a do bacteriéfago Felix 1.

Resultados semelhantes foram observados por Aziz e Ibrahim (1969),
0s quais mostraram que bacteriéfagos isolados para E. coli apresentaram
acgao litica em bactérias do género Salmonella, indicando a possibilidade de
que os bacteriéfagos lisem diferentes membros da familia
Enterobacteriaceae. Dessa forma, demonstraram que um bacteriéfago pode
possuir hospedeiros de género diferente. Em outro estudo, a especificidade
de quatro bacteriofagos foi testada em diferentes sorovares de Salmonella
spp. e os autores observaram a formacgao de placas de lise em diferentes
sorovares e variagao do perfil litico, 0 que sugere que os bacteriofagos nao
eram especificos para um unico sorovar (FILHO et al, 2007). A nao
especificidade de bacteriéfagos para Salmonella também é demonstrada nas
pesquisas de Bielke et al (2007) que observaram a acado litica de 44
bacteriéfagos para SE em 10 diferentes sorovares de S. enterica.

No entanto, Robeson, Retamales e Borie (2008) ao testarem a
capacidade litica trés bacteridfagos para SE, isolados de fezes de aves,
contra diferentes sorovares de Salmonella spp., constataram que os
bacteriéfagos apresentaram atividade litica apenas contra o sorovar
Enteritidis, e esses trés bacteriéfagos ndo foram liticos também em estirpes
de bactérias presentes na microbiota intestinal de frangos de corte e,
portanto, a utilizagdo desses bacteriéfagos “in vivo” ndo resultaria em
disbiose, fato que pode ser causado pelo uso de antibibticos.
Concomitantemente, nos estudos de McLaughlin et al (2006), foi constatado,
ao testarem a especificidade de 66 bacteriofagos de Salmonella com
Salmonella Thyphimirium, Salmonella Enteritidis, Citrobacter youngae, E.
coli, E. fergusonii, Proteus mirabilis, Providencia rettgeri e Serratia
marcescens, a ocorréncia de lise apenas em Salmonella Enteritidis e
Typhimurium, indicando uma provavel especificidade dos bacteridfagos

estudados.
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A especificidade de bacteriofagos de Salmonella também foi
demonstrada por Carey-Smith et al (2006), em que os bacteriofagos
avaliados foram liticos apenas em sorovares do género Salmonella e n&o
afetaram E.coli. Segundo Hill (1993), as diferengas na susceptibilidade das
estirpes bacterianas aos diferentes bacteriofagos podem ser atribuidas a
variagbes nas moléculas receptoras que bloqueiam a adsor¢do do
bacteriéfago ou a outros mecanismos de resisténcia, como infecgéo abortiva.

As tabelas 7 e 8 mostram a agao litica dos bacteriéfagos sobre os 64
isolados de fezes de aves. Observa-se uma acgao litica diferenciada frente
aos isolados com caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp.. Com base
na observagdo das Tabelas 7 e 8, percebe-se que os 48 bacteriéfagos
isolados ndo séo especificos para um unico género, uma vez que a maioria
desses isolados, como foi mostrado no item 4.2, nao foi identificada pelo
teste sorolégico como Salmonella spp. e mesmo assim foi lisada por
diferentes bacteriéfagos de ST e de SE.

Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura, como no
estudo de Jensen et al (1998) e Greene e Goldberg (1985). Jensen et al
isolaram bacteriéfagos com capacidade de lisar tanto Sphaerotilus natans e
E. coli ou Pseudomonas aeruginosa e E. coli. Ja Greene e Goldberg
isolaram bacteriéfagos capazes de lisar mais de uma espécie de
Streptomycetes. Segundo Bielke et al (2007), os bacteriéfagos com varios
hospedeiros diferentes sdo melhores para serem usados no tratamento por
contaminagao bacteriana, pois uma pequena combinagdo de fagos poderia
tratar uma vasta gama de infecgbes. No entanto, segundo Ackerman et al,
(1978), muitos bacteriéfagos sdo hospedeiro-especificos e muitas vezes,
infectam uma unica espécie bacteriana ou apenas um sorovar dentro de
uma espécie. Essa propriedade dos bacteriofagos € importante para
classificagao bacteriana, mas é um fator limitante no tratamento terapéutico
de infeccdes bacterianas.

Apos analise dos resultados apresentados nas Tabelas 5 e 6, os 48
bacteriéfagos foram divididos em diferentes grupos de acordo com o perfil de
lise sobre bactérias patogénicas conhecidas, ou seja, aqueles bacteriéfagos

que lisaram a mesma bactéria ou o0 mesmo grupo de bactérias,
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Tabela 7: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Typhimurium em relagdo aos
isolados de Salmonella spp de fezes de aves.

BACTERIOFAGO
ISOLADOS 2|6 7|9 (10|12 (13|14 16|19 20|23 |26 |31|32|33|34|35|36|37|38|39]|40|41
11 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
13 + | - | -+ |+ |+ + + | + | + + + | =] =] =] =1 <71 =1+ + | + | + + | +
| 4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
|5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 6 S R L R e 0 [ ey + - | - + - | - + - -] - + + + - | -
| 7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 8 + + + + + + + + - + - - - - - - + -- - - + + - | -
19 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 10 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
111 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 12 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
113 e e e T e e e e O O O e B e B B e B N e e e e
| 14 U U U RO I Uh e RO U e + + + + + + + + + U TR R U ey e
115 e I B N e e s + + + + + + + + + + + + + + | +
| 16 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa. Continua ...
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Continuacgéo...

Tabela 7: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Typhimurium em relagdo aos
isolados de Salmonella spp de fezes de aves.

BACTERIOFAGO
SOLADOS 2 | 6 |7 ]9|10({12|13|14|16|19 20|23 |26|31(32|33(34|35|36|37|38|39]40)41
117 e e e e R O e I B e B e B B R i Bt R B AR R B R
|18 R e T I I I B I IS + + + + + + + + + + + + + | +
119 - - -] - -] -] -] ~-|=-|-]-]~-|=-|-]-]~-|=-1-1]-1-
| 20 + + + + + + + + + O T T e e e e e B I T B T B
21 -l - -] -|=-]1-|=-]-|=-]|-|-]-|-|-|-|-/-|=-/|-|=-|-1|-/1-/1-
| 22 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 23 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 24 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 25 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 26 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - - + | -
| 27 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 28 + + + + + + + + + + + + + + + - - - + + + + + +
| 29 + + + + + -- + + + + + + + + + + + -- - - - -- - +
| 30 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
|31 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa. Continua ...
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Continuacgéo...

Tabela 7: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Typhimurium em relagdo aos

isolados de Salmonella spp de fezes.

BACTERIOFAGO
SOLADOS 2 | 6|7 ]910(12|13|14|16|19 20|23 |26|31(32|33(34|35|36|37|38|39]40)41
| 32 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 33 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
134 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 35 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 36 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 37 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 38 + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + +
| 39 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
140 -- - - - -- - - - -- - - - -- - - - -- - + + + + + +
141 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
142 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 43 R e T T e e e B B B B e e T e e e + + + + + | +
| 44 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 45 e e D T T e T e O I e I B e B e B e B I B R e B
| 46 e e D T T e e O O O B e B e B B e B e I e e e
| 47 e e D T T e e O O O B e B e B B e B e I e e e
(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa. Continua ...
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Tabela 7: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando
isolados de Salmonella spp de fezes.

como hospedeiro Salmonella Typhimurium

Continuacgéo...

em relacédo aos

BACTERIOFAGO
ISOLADOS

10

12

13

14

16

19

20

23

26

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

148

| 49 — =TT =1=1=-1=1=1=-1=]=1=-1=-]=1=-1~]=1=-1~-]=1=-1-1-71-
1 50 — =l =-T=1=1T=-1=-1=1=-1=]=1=-1=-]=1=-1=-]=1=-1=-]=1=-1-1=7-
| 54 N R R R R U DR QR R D R U DU [ R DU [ S DU U S D
| 56 — =TT =1=1=-1=1=1=-1=]=1=-1=-]=1=-1~]=1=-1~-]=1=-1-1-71-
| 58 = - -+ + ] - -] -] = =] -] === =]=1=]=1=1=1]=1-=
1 59 — =T =-1=1=1T=-1=-1=1=-1=]=1=-1=-]=1=-1~-]=1=-1~-]=1=1-1-7-
| 60 S I I T I T TN R (R R R [ S R 0 R T IR U IR IS DR IR S T
| 61 e I I e I e I T T NS B BN IR DR I R N
| 62 N I I [ (S [ [ R R T T 0 R I (R R DR R R R e
1 63 — =TT =1=1=-1=1=1=-1=]=1=-1=-]=1=-1~]=1=-1~-]=1=-1-1-71-
| 64 — =l =-T=1=1T=-1=-1=1=-1=]=1=-1=-]=1=-1=-]=1=-1=-]=1=-1-1=7-

(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa.
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Tabela 8: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Enteritidis em relagdo aos
isolados de Salmonella spp de fezes de aves.

BACTERIOFAGO
SOLADOS 6 | 719 (10|12 |14 |15|16 (18|19 (20|22 (29|30 (31|32|36|39 |40 |41 |42 |43 |44 45
11 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
|3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - | - + + +
| 4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
|5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 6 - - _— - | - - _— - - + + + + + + - | - - + + + + + +
| 7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 8 - + - + + + + - - - - - + + + - - - - + - - - -
19 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 10 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
111 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
112 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
113 e I R B I R B R + + + + + + + + + + + + + + | +
114 e e e e R O e I B e B e B B R i Bt R B AR R B R
| 15 I e H S i e e I T i G T S N S " (R IR [y [ R
| 16 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
|17 e T T e L e e T e e e I - (i (i I e S I + + + + | +
(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa. Continua. ...
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Continuacgéo...
Tabela 8: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Enteritidis em relagdo aos
isolados de Salmonella spp. de fezes de aves.

BACTERIOFAGO
SOLADOS 6 | 719 (10|12 |14 |15|16 (18|19 (20|22 (29|30 (31|32|36|39 |40 |41 |42 |43 |44 45
118 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
119 e e B T e T O T O e I I O B B e B B B B IR R R
120 e e B B e e e O = - R A B B I HE R I R T R I R
121 e e B B e e e O = - R A B B I HE R I R T R I R
| 22 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 23 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 24 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 25 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 26 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 27 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 28 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 29 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 30 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 31 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 32 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa. Continua ...
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Continuacéo...
Tabela 8: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Enteritidis em relagdo aos
isolados de Salmonella spp de fezes de aves.

BACTERIOFAGO
SOLADOS 6 | 79 (10|12 |14 |15|16 (18|19 |20|22|29 |30 |31 32|36 |39 |40 |41 |42 |43 |44 |45
| 33 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
134 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 35 + + + + + + + + + - + - + + + + + + + + + + + +
| 36 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 37 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 38 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 39 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 40 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
141 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
142 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 43 B D D D D D e e D e e e e Y D D e
| 44 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
| 45 e e B T e T O T O e I I O B B e B B B B IR R R
| 46 e e B B e e e O = - R A B B I HE R I R T R I R
| 47 e e B B e e e O = - R A B B I HE R I R T R I R
| 48 - - - ===~ =-|=-|=-|=-|-|-|=-|=-|=-|=-|=-|-=-|-|-1-1-=
| 49 - - - ===~ =-|=-|=-|=-|-|-|=-|=-|=-|=-|=-|-=-|-|-1-1-=
(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa. Continua ...
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Continuacgéo...

Tabela 8: Avaliagdo da especificidade dos bacteriéfagos isolados usando como hospedeiro Salmonella Enteritidis em relagdo aos
isolados de Salmonella spp de fezes.

BACTERIOFAGO
ISOLADOS

10

12

14

15

16

18

19

20

22

29

30

31

32

36

39

40

41

42

43

44

45

I 50

51 e e e T e O O O e e I e B B B I T e B B R I R
| 52 - - - == -]~ =-]=-|=-]|=-|=-|=-|=-|=-|=-|=-|=-/|=-/|\=-/|=-/|=-/|=-/1-
|53 - - - - -] -] -]=-]|-|=-|-|-|-|=-|=-|=-|=-|=-|-|=-|-1|-1-
| 54 - - - - -] -] -]=-]|-|=-|-|-|-|=-|=-|=-|=-|=-|-|=-|-1|-1-
| 55 - - - - - -] -] =-|=-|=-|-|-|-|=-|=-|=-|=-|=-|\=-|=-|-1-1-
| 56 - - - - - -] -] =-|=-|=-|-|-|-|=-|=-|=-|=-|=-|\=-|=-|-1-1-
| 57 e e e T e O O O e e I e B B B I T e B B R I R
| 58 S e O T T I e I e e I (e e e T IS (e
159 - - - == -]~ =-]=-|=-]|=-|=-|=-|=-|=-|=-|=-|=-/|=-/|\=-/|=-/|=-/|=-/1-
| 60 o T O e e T e N Bk o B o B DL D L DU I (U [ S
| 61 B Y T T T O N U D ) e ) e e
| 62 e e T - S R O S N SO R i e I R I N IR ey
| 63 - - - - - -] -] =-|=-|=-|-|-|-|=-|=-|=-|=-|=-|\=-|=-|-1-1-
| 64 e e e T e O O O e e I e B B B I T e B B R I R

(+) Resultado de lise positiva; (--) Resultado de lise negativa.

40




provavelmente sao idénticos, e foram colocados no mesmo grupo como

pode ser observado nas Tabelas 9 e 10. De acordo com o perfil de agao

litica, observou-se a formagao de oito grupos diferentes de bacteriéfagos

para ST e nove grupos de bacteriéfagos para SE. Atterbury et al (2007)

agruparam os 232 bacteridfagos de Salmonella spp. isolados de fezes de

aves em mais de 80 perfis de acao litica, demonstrando a diversidade destes

bacteriofagos.

Tabela 9: Agrupamento dos bacteriéfagos isolados quando Salmonella
Typhimurium foi utilizada como hospedeiro de acordo com o perfil
de acao litica sobre diferentes patdgenos.

GRUPOS DE BACTERIOFAGOS DE ST

1 2 3 4 5 6 7 8
F2 F6 | F10 | F13 | F19 | F33 | F38 | F40
F23 | F7 | F12 | F26 | F20
Fagos FO | F31 | F34
F14 | F32 | F35
F16 | F36 | F37
F41 | F39

Tabela 10: Agrupamento dos bacteriéfagos isolados quando Salmonella
Enteritidis foi utilizada como hospedeiro de acordo com o perfil de
acao litica sobre diferentes patdégenos.

GRUPOS DE BACTERIOFAGOS DE SE

1|2 3|4 |5 |6 | 7]8]09
F6 | F7 | F15 | F18 | F20 | F22 | F32 | F40 | F44
F9 | F12 | F29 | F43 F41

F10 | F36 | F30 | F45 F42

Fagos | F14 | F39

F16

F19

F31

4.4. Morfologia dos bacteriofagos de Salmonella spp.

Apds o agrupamento dos bacteriéfagos de acordo com o perfil de

acgao litica sobre diferentes patdégenos selecionou-se um representante de

41



cada grupo (Tabela 9 e 10) para a caracterizagcdo morfolégica por
microscopia eletrénica de transmissao.

Foram encontradas algumas diferengcas morfolégicas entre os
bacteriéfagos isolados, os quais apresentaram cabega icosaédrica, alguns
apresentando cauda, longa ou curta podendo ser ou ndo contratil. Dessa
forma, e com base em dados relatados na literatura, os bacteriéfagos do
presente estudo possivelmente deverao ser classificados em uma dessas
familias conhecidas: familia Siphoviridae (possuem cauda longa nao
contratil), familia Myoviridae (aqueles que possuem cauda longa contratil),
como pode-se verificar na Figura 2a, nas letras A e B e familia Podoviridae
(constituida por representantes de cauda curta) como mostram as Figuras
2a e 2bnas letras C, D, E, F, G e H. Todas as trés familias de bacteriéfagos
citadas pertencem a ordem Caudovirales.

Os resultados da analise morfolégica dos bacteriéfagos do presente
trabalho sdo coerentes a dados apresentados na literatura, como nos
estudos de Atterbury et al (2007), que observando a morfologia de
bacteriéfagos de S. enterica encontraram representantes pertencentes a
familia Myoviridae e a familia Siphoviridae. Carey-Smith et al (2006) também
observaram a morfologia de bacteri6fagos de Salmonella encontrando
representantes da familias Myoviridae, bacteri6fago de cauda contrétil, e
Siphoviridae bacteriéfago de cauda longa nao contratil.

Da mesma maneira, através da micrografia eletrénica, Bigwood et al
(2008) caracterizaram bacteriéfagos especificos para Salmonella
Typhimurium isolados de fezes de frango, o qual apresentou caracteristicas
pertencentes a familia Siphoviridae (com uma cauda longa e n&o contratil).
Em 2006, nos estudos de O’Flynn et al foram isolados e caracterizados dois
bacteriéfagos de Salmonella spp., os quais apresentaram uma cauda longa
e nao contratil e uma cabeca icosaédrica, sendo classificados na familia
Siphoviridae e nos estudos de McLaughlin et al bacteriéfagos de Salmonella
spp. foram classificados como pertencentes a familia Podoviridae. Robeson,
Retamales e Borie (2008) observaram a morfologia de trés fagos isolados de

SE incluindo-os nas familias Siphoviridae e Myoviridae.
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(A) F20 de SE (85.000x) (B) F7 de SE (140.000x)

(C) F18 de SE (85.000x) (D) F29 de SE (85.000x)

Figura2a: Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo de
bacteriofagos de Salmonella Enteritidis corados negativamente
com acetato de uranila.

(E) F13 de ST (85.000x) (F) F13 de ST (140.000x)
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(G) F22 de ST (85.000x) (H) F38 de ST (140.000x)

Figura 2b: Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo de
bacteriofagos de  Salmonella  Typhimurium  corados
negativamente com acetato de uranila.
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5. CONCLUSAO

e No presente trabalho isolou-se 48 bacteriéfagos de Salmonella spp. de
fezes de aves, sendo 24 isolados mediante o uso de Salmonella Enteritidis
como hospedeiro e 29 usando Salmonella Typhimuruim como hospedeiro e
apos purificagdo e propagagao, conseguiu-se obter uma alta concentragao

de bacteriofagos na solugéo estoque.

e Foi observado também que nem sempre, de uma mesma amostra,

consegue-se isolar o bacteriéfago e o hospedeiro simultaneamente.

e Os bacteriofagos isolados ndo foram especificos para o género
Salmonella, uma vez que apresentaram atividade litica ndo apenas contra
Salmonella spp., mas também contra outros géneros da familia
Enterobacteriaceae. O fato desses bacteriéfagos ndo serem especificos tem
uma relevancia muito grande, uma vez que poderdao ser utilizados para
biocontrole de diferentes micro-organismos patogénicos e deteriadores que

ainda sao um grande problema em saude publica.

e De acordo com as caracteristicas morfologicas, observou-se que os
bacteriéfagos isolados apresentaram cabecga icosaédrica com cauda longa
ou curta e provavelmente podem ser classificados como pertencentes as
familias Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae, todos pertencentes a ordem

Caudovirales.
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