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RESUMO

ALBINO, Luiz Augusto Aguiar, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2016. Utilizacdo de bacteriéfagos no biocontrole de Salmonella sp. Orientadora:
Regina Célia Santos Mendonga. Coorientadores: Marcos Horacio Rostagno, José
Antdnio Marques Pereira e Melissa Izabel Hannas.

A elevacédo da producdo e comercializacdo de alimentos € acompanhada pelo
aumento das infeccbes, hospitalizacbes e mortes relacionadas ao consumo de
alimentos contaminados. Entre os alimentos relacionados a infe¢cdes alimentares,
podemos destacar a carne suina e 0s ovos, Como 0S principais responsaveis pelos
casos de infec¢des alimentares, e o principal patégeno envolvido no consumo destes
alimentos no mundo, s&o Salmonella Enteritidis em ovos e Salmonella Typhimurium
em carne suina. O uso indiscriminado de antimicrobianos na producdo animal
promoveu diversos mecanismos de resisténcia em Salmonella, dificultando o controle
e a eliminacdo deste patdgeno. Desta forma, ha uma necessidade de
desenvolvimento de novas praticas terapéuticas e os bacteriéfagos ressurgem como
uma alternativa de controle. O objetivo deste trabalho foi isolar e avaliar a atividade
de bacteriofagos contra Salmonella Typhimurium e/ou Salmonella Enteritidis em
poedeiras, ovos, suinos e na carne suina. No primeiro capitulo € apresentado a
utilizacao de bacteriofagos em poedeiras e nas superficies de ovos para a avaliacao
de seu efeito como método de controle de Salmonella Enteritidis. Foram realizados 2
experimentos distintos. O primeiro experimento avaliou o efeito de bacteriéfagos livres
e microencapsulados em ovos (clara, gema e casca) de galinhas poedeiras
contaminadas com Salmonella Enteritidis. Foram utilizadas 50 poedeiras, distribuidas
em 5 tratamentos, sendo T1 — Controle positivo — Aves contaminadas com Salmonella
Enteritidis (ACSE); T2 — ACSE e inoculadas com bacteriéfagos livres (BL); T3 — ACSE
e inoculadas com bacteriofagos microencapsulados (BM); T4 — Nao CSE e inoculadas
com BL; T5 — Ndo CSE e inoculadas com BM. As aves do T1, T2 e T3 foram
contaminadas oralmente pela ingestdo de 1 mL de Salmonella Enteritidis (~10°
UFC-mL1) enquanto os tratamentos T4 e T5 receberam apenas 1 mL de solucéo
tampado PBS esterilizado. Seis horas apds a inoculacdo do patdogeno, e em todo
periodo experimental, as aves do T2 e T4 receberam 1 mL da suspencdo de
bacteriéfagos (~10° UFP-mL1), enquanto as aves dos tratamentos T3 e T5 receberam

xii



1 mL da suspencdo de bacteriéfagos micro encapsulados (~10% UFP-mL1). A aves
tratadas com bacteridfagos livres apresentaram menor detec¢cdo do patdégeno na
superficie da casca, sugerindo que possa ter ocorrido reducéo da contaminacédo pelo
patdgeno. Foi possivel isolar bacteriofagos na casca de todas os tratamentos em que
ele foi utilizado. Além disso, também foi possivel seu isolamento na clara dos ovos do
T2. A utilizag&o de bacteriéfagos ndo eliminou o patégeno, mas reduziu o numero de
amostras positivas ao longo do tempo. O experimento dois avaliou diferentes
metodologias de higienizacdo de ovos em relagdo a presenca de Salmonella
Enteritidis em diferentes temperaturas e intervalos de tempo. Os ovos (n =720) foram
separados em 8 grupos contendo trés diferentes combinacdes de tratamentos, com
90 ovos cada, sendo os tratamentos: higienizado (H), ndo higienizado (H),
pasteurizado (P), ndo pasteurizado (P), com bacteriéfagos (B), e sem bacteriéfagos (
B), sendo representados por T1 (HPB), T2 (HPB), T3 (HPB), T4 (HPB), T5 (HPB), T6
(HPB), T7 (HPB), T8 (HPB). Os tratamentos foram incubados a 4 °C, 7 °C e 24 °C e
analisados nos intervalos de 1, 3, 7, 14 e 28 dias. A presenca do patdgeno foi
observada em todas as amostras de casca incubada em todas as temperaturas e
intervalos de tempos. Entretanto sua deteccao na clara e na gema nao foi possivel
quando os ovos foram incubados a 4 °C. Os tratamentos higienizados (T5 (HPB), T6 (
HPB), T7 (HPB) e T8 (HPB)) apresentaram os maiores valores (p < 0,05) em relacédo
aos outros tratamentos ao longo do tempo nas diferentes temperaturas. Além disso, o
tratamento T2 (HPB) obteve, os menores valores médios de crescimentos (log
UFC-mL™1) do patégeno em todas as temperaturas e amostras analisadas (p < 0,05).
Estes resultados sugerem que a higienizacdo e a pasteurizacdo dos ovos podem
contribuir para a contaminacgao e penetracao do patdgeno ao longo do tempo, mesmo
em baixas temperaturas. Além disso, a utilizagdo de bacteriéfagos resultou em uma
contagem média (log UFC-mL™?) do patégeno inferior na maioria dos tratamentos em
que foi utilizado. O capitulo dois apresenta o isolamento de bacteriéfagos especificos
para as duas principais estirpes de Salmonela e sua utilizacao no controle do patégeno
em ovos liquidos e em carne suina moida. Os ovos liquidos e a carne moida suina
foram contaminados com os patdgenos, incubados a 4 °C e a 24 °C e as amostras
analisadas quanto a reducao do patdégeno em diferentes intervalos de tempos (1 dia,
7 dias e 14 dias. A Multiplicidade de Infeccéo (MOI) utilizada em todos os tratamentos

foi de 1x 10! UFP/UFC. Foi possivel observar reducéo significativa (p < 0,05) da
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concentracdo dos patégenos em todos os tratamentos realizados a 24 °C. A 4 °C o
bacteriéfago foi capaz de reduzir (p < 0,05) a concentracdo de Salmonella
Typhimurium em um dia e uma semana de incubacéo na carne suina moida e no ovo
liguidos. Entretanto, s6 foi possivel observar a reducdo (p < 0,05) de Salmonella
Enteritidis nas amostras de carne suina moida incubadas por 1 dia e 1 semana a 4
°C. Ap6s duas semanas de inoculacdo a 4 °C ndo houve reducéo significativa (p >
0,05) dos patdgenos em nenhum dos alimentos avaliados. Os maiores indices de
redugéo ocorreram a 4 °C quando Salmonella Typhimurium foi o hospedeiro, sendo
de 1,65 logio UFC-g* em carne suina moida e 3,14 logio UFC-g* em ovos liquidos.
Concluiu-se que o bacteriéfago foi capaz de reduzir a contaminacdo de Salmonella
Typhimurium em ambos alimentos, entretanto seu efeito foi n&o significativo para o
controle de Salmonella Enteritidis em ovos liquidos. O terceiro capitulo teve como
objetivo avaliar o efeito causado pelos bacteriéfagos no trato gastrointestinal de suinos
em relacdo ao efeito causado pelos antibidticos utilizados como melhoradores de
desempenho. Dezoito suinos utilizados para o experimento foram divididos em trés
tratamentos: Tratamento controle (TC), tratamento com antibioticos (TA) e tratamento
com bacteriéfagos (TB). A racéo dos suinos do TA foi suplementada com AUREO S-
P 250®. Os animais do TB receberam diariamente, via oral, 5 mL do coquetel
contendo 1,0 x 10%° UFP-mL de bacteriéfagos e os suinos do TC receberam apenas
a racdo basal. Apds os 21 dias de tratamento os animais foram novamente pesados
e abatidos, e o conteudo fecal do ileo, ceco e colon foram coletados para a realizacao
das analises. Para avaliar a diversidade de bactérias no colén, ileo e ceco, a regiao
V3 do gene 16S rRNA do DNA metagendmico foi amplificada pela reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), usando os primers 338F e 518R e analisada pela
DGGE. Analisando o dendograma foi possivel observar que a maioria das amostras
do ceco e do cdllon se agruparam de forma heterogénea. Estes agrupamentos
apresentaram diferenca significativa (p < 0,01) na composi¢cdo microbiana presentes
em cada amostra. Mesmo os efeitos dos tratamentos nao terem se agrupado de forma
homogénea no dendograma, os padrées de amplicons das amostras mostrou efeito
significativo (p < 0,10) somente na comparacéo entre o TA e o TC, enquanto para as
outras comparacdes (TB x TC e TB x TA) os efeitos ndo foram significativos (p > 0,05).
Este resultado sugere uma pequena mudanca na composicdo da microbiota dos

animais do TB, apesar do resultado néo ter sido estatisticamente significativo.
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ABSTRACT

ALBINO, Luiz Augusto Aguiar, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February,
2016. Utilization of bacteriophages on biocontrol of Salmonella sp. Adviser:
Regina Célia Santos Mendonca. Co-Advisers: Marcos Horécio Rostagno, José
Antdnio Marques Pereira e Melissa Izabel Hannas.

The increase in production and marketing of food is accompanied by an increase
in infections, hospitalizations, and deaths related to the consumption of contaminated
food. Among the foods related to food infections, we can highlight the pork and eggs
as the main responsible for cases of foodborne iliness, and the main pathogen involved
in the consumption of these foods in the world, are Salmonella Enteritidis in eggs and
Salmonella Typhimurium in pork. The indiscriminate use of antimicrobials in animal
production promoted several mechanisms of resistance in Salmonella, making it
difficult to control and elimination of this pathogen. Thus, there is a need to develop
new therapeutic approaches and bacteriophages reappeared as a control alternative.
The objective of this study was to isolate and evaluate the bacteriophage activity
against Salmonella Typhimurium and / or Salmonella Enteritidis in laying, eggs, pigs
and pork. In the first chapter is presented the use of bacteriophages in layers and the
surfaces of eggs for the evaluation of its effect as Salmonella Enteritidis control
method. Two separate experiments were performed. The first experiment assessed
the effect of free and microencapsulated bacteriophage eggs (clear, yolk and shell)
laying hens infected with Salmonella Enteritidis. 50 laying hens were distributed in five
treatments: T1 - Positive Control - Poultry contaminated with Salmonella Enteritidis
(ACSE); T2 - ACSE and inoculated with free bacteriophages (BL); T3 - ACSE and
inoculated with microencapsulated bacteriophage (BM); T4 - Not CSE and inoculated
with BL; T5 - Not CSE and inoculated with BM. The birds T1, T2 and T3 were infected
orally by ingestion of Salmonella enteritidis 1 mL (~ 106 CFU-ml) while T4 and T5
treatments only received 1 ml of PBS sterile buffer. Six hours after inoculation of the
pathogen, and throughout the experimental period the birds T2 and T4 received 1 ml
of suspension of bacteriophages (~10° PFU-mlt), while birds T3 and T5 treatments
received 1 ml of suspension micro encapsulated bacteriophages (~ 108 PFU-mlt). The
birds treated with free bacteriophages showed lower detection of the pathogen in the

shell surface, suggesting that may have occurred reduction of contamination by the
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pathogen. It was possible to isolate bacteriophage hulls of all treatments in which it
was used. Furthermore, it was also possible in isolation of clear eggs T2. The use of
bacteriophages did not eliminate the pathogen, but reduced the number of positive
samples over time. The second experiment evaluated different eggs sanitization
methods for the presence of Salmonella Enteritidis at different temperatures and time
intervals. The eggs (n = 720) were separated into 8 groups containing three different
combinations of treatments with 90 eggs each, the treatments being: sanitized (H) not
sanitized (H), pasteurized (P), non-pasteurized (P), with bacteriophage (B) and without
bacteriophages (B), being represented by T1 (HPB), T2 (HPB), T3 (HPB), T4 (HPB),
T5 (HPB), T6 (HPB), T7 (HPB) and T8 (HPB). The treatments were incubated at 4 °C,
7 °C and 24 °C and analyzed at intervals of 1, 3, 7, 14 and 28 days. The pathogen
was observed in all the samples incubated peel at all temperatures and time intervals.
But its detection in the clear and the yolk was not possible when the eggs were
incubated at 4 °C. The sanitized treatments (T5 (HPB), T6 (HPB), T7 (HPB), and T8 (
HPB)) showed the highest values (p < 0.05) compared to other treatments over time at
different temperatures. Furthermore, the treatment T2 (HPB), gave the smallest
average values of growth (log CFU-mlIt) pathogen at all temperatures and the samples
analyzed (p < 0.05). These results suggest that the cleaning and pasteurization of eggs
can contribute to contamination and pathogen penetration over time, even at low
temperatures. Furthermore, the use of bacteriophages resulted in an average count
(log CFU-ml1) pathogen in the lower most treatments that was used. The chapter two
presents the isolation of bacteriophages specific to the two main strains of Salmonella
and their use in pathogen control in liquid egg and ground pork. Liquid egg and pork
ground beef were contaminated with pathogens, incubated at 4 °C and 24 °C and the
samples analyzed for the reduction of the pathogen in different time intervals (1 day, 7
days and 14 days. Multiplicity of Infection (MOI) used in all treatments was 1 x 10!
PFU/CFU. it was observed a significant reduction (p < 0.05) the concentration of
pathogens in all treatments carried out at 24 °C. the bacteriophage 4 °C was able to
reduce (p < 0.05) the concentration of Salmonella typhimurium in a day and a week of
incubation in the ground pork and egg liquids. However, it was only possible to observe
a reduction (p < 0.05) in Salmonella Enteritidis samples minced pork incubated for 1
day and 1 week at 4 °C. After two weeks of inoculation at 4 °C showed no sign ificant
reduction (p > 0.05) of the pathogens in any of the evaluated food. the largest reduction
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ratios occurred at 4 °C when Salmonella Typhimurium has been the host, and 1.65
log® CFU-g* in ground pork and 3.14 log'® CFU-g for liquid eggs. It was concluded
that the bacteriophage is capable of reducing contamination of Salmonella
Typhimurium in both foods, though its effect was not significant to control Salmonella
Enteritidis in liquid eggs. The third chapter aimed to evaluate the effect caused by the
bacteriophages in the gastrointestinal tract of pigs in relation to the effect caused by
the antibiotics used as performance enhancers. Eighteen pigs used for the experiment
were divided into three treatments: control treatment (TC) treatment with antibiotics
(TA) and treated with bacteriophage (TB). The ration of the TA pigs was supplemented
with AUREO S-P 250®. The animals received daily TB orally 5 ml cocktail containing
1.0 x 10%° PFU-ml ! bacteriophages and TC pigs received only the basal ration. After
21 days of treatment the animals were weighed again and killed, and the faecal
contents of the ileum, cecum and colon were collected for the analyzes. To evaluate
the diversity of bacteria in the colon, ileum and cecum, the gene 16S rRNA V3 region
of metagenomic DNA was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using primers
338F and 518R and analyzed by DGGE. Analyzing the dendrogram was observed that
most of the samples of the cecum and colon were grouped heterogeneously. These
groups showed significant differences (p < 0.01) in the microbial composition present
in each sample. Even the effects of treatments have not been grouped homogeneously
in the dendrogram, amplicon patterns of the samples showed significant effect (p <
0.10) only in the comparison between TA and TC, while other comparisons (TB x CT
x TA and TB) the effects were not significant (p > 0.05). This result suggests a slight
change in the composition of the microbiota of animals of TB, despite the result was

not statistically significant.
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1. INTRODUCAO GERAL

O crescimento econémico dos paises emergentes, somados ao crescimento da
populacdo mundial, resultaram em uma demanda elevada da producédo de alimentos.
Com o aumento da renda, a populagéo tem a opcéo de diversificar a dieta, sendo a
proteina animal o principal item escolhido (HEINRICH BOLL FOUNDATION, 2014;
FAO,2015). Dentre os alimentos de origem animal mais consumidos no mundo,
podemos destacar a carne suina e os ovos (KAYSER, NITZKO e SPILLER, 2013). A
carne suina é a fonte de proteina animal mais consumida no mundo, sendo
praticamente o dobro da carne bovina (McGLONE, 2013; ABPA, 2014; FAOSTAT,
2015). Ja o ovo é considerado o alimento mais completo que existe, compostos por
proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, resultado de uma eficiente transformacao
biolégica feita pela poedeira (BERTECHINI e MAZZUCO, 2013).

A elevacao da producao, consumo e da comercializacédo de alimentos tem sido
acompanhada pelo aumento das infeccfes, hospitalizacdes e mortes relacionadas ao
consumo de alimentos contaminados. Entre os alimentos relacionados a infecbes
alimentares, podemos destacar a carne suina e 0S 0OvOoS COmO 0S principais
responsaveis por casos de infeccdes alimentares e o0s principais patdgenos
associados ao consumo destes alimentos no mundo, sdo Salmonella Enteritidis em
ovos e Salmonella Typhimurium em carne suina (EFSA, 2015; CDC, 2015a). Estes
patégenos pertencem ao grupo de patdgenos resistentes a antimicrobianos que mais

preocupam os setores de saude publica (CDC, 2013).

Para reduzir a incidéncia clinica de patdgenos resistentes a antibioticos,
diversos paises estao proibindo a utilizacdo de antibioticos nos sistemas de criacéo
de animais e estimulando a reduc¢ao de sua prescri¢éo para humanos (ANDERSSON
e HUGHES, 2010; MATHER et al., 2013; WHO, 2015). Além disto, outro fator que
estimula a remocéao dos antibidticos da cadeia de producao de animais, € o crescente
aumento do interesse do consumidor por alimentos produzidos de forma organica e
livres de residuos quimicos, entre eles os antibiéticos (LI et al., 2011; BAJPAI et al.,
2012; RICKE et al., 2012; VAN LOO et al., 2012). Esta nova tendéncia alimentar vem
estimulando o desenvolvimento de novas metodologias de controle biologico de

patogenos, visando aumentar a seguranca e a qualidade dos alimentos.



Com isto, os bacteriéfagos ressurgem como uma importante estratégia no
controle de patdgenos, ja que podem ser utilizados em todos os estagios da linha de
producado de alimentos sem, contudo, afetar as propriedades sensoriais do alimento.
Diversas outras caracteristicas favorecem sua utilizacdo na indastria de alimentos
como destaque pode-se citar, a capacidade dos bacteri6fagos, ao contrario dos
antibioticos, de evoluir para contornar os mecanismos de resisténcia da bactéria
hospedeira (LABRIE et al., 2010). Como sua propagacao depende da presenca do
hospedeiro, os bacteriéfagos sdo auto limitantes, ou seja, permanecem estaveis em
sua auséncia e se replicam na presenca do mesmo. Possuem natureza
discriminatéria, ou seja, a maioria dos bacteriéfagos interagem apenas com um
conjunto de bactérias que expressam determinados sitios de ligacdo e as bactérias
sem esses receptores ndo sao afetadas (VANDAMME e MIEDZYBRODZKI, 2013;
PHOENIX et al., 2014). A ingestdo de bacteriéfagos poder ativar o sistema imune de
humanos e de animais caso nao seja purificado e livre de particulas bacterianas,
apesar disso, nenhum estudo relatou complicacées imunoldgicas ou efeitos colaterais
com o consumo de elevadas quantidades de bacteriéfagos até a presente data
(SARKER et al., 2012; McCALLIN et al., 2013; ENDERESEN et al., 2014). Apesar de
nao terem sido relatados efeitos colaterais, pouco se sabe sobre o efeito dos
bacteriéfagos no interior do trato gastrointestinal.

A necessidade de produzir alimentos seguros em um cenario global onde as
infeccOes alimentares crescem ao longo dos anos, somado a proibicdo da utilizacao
de antibioticos na produgdo animal, € um desafio para a industria de alimentos. Assim,
0s bacteriéfagos ressurgem como uma potencial alternativa de controle e reducao de
patogenos, que apesar de apresentarem efeitos satisfatorio, pouco se sabe sobre seu
efeito na alimentagéo de poedeiras, em ovos, em carne suina e no interior do trato

gastrointestinal de suinos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Salmonella spp.

2.1.1. Caracteristicas

Salmonella é principalmente encontrada no trato gastrointestinal de animais de
sangue quente, incluindo o homem. O micro-organismo € excretado nas fezes,
ocasionando a contaminacdo do ambiente. Alguns sorotipos podem ser encontrados
em répteis e ocasionalmente em alguns insetos (ANDINO e HANNING, 2015). A
bactéria pode permanecer viavel por longos periodos no solo tmido ou na 4gua, mas
este mecanismo de sobrevivéncia, todavia nao foi completamente elucidado
(WALDNER et al., 2012).

Sao bastonetes gram negativos, méveis, possuem flagelo peritriquio (exceto os
sorotipos Pullorum e Gallinarum), ndo formam esporos e sdo anaerdbios facultativos
(LI et al., 2013). O perfil bioquimico caracteriza-se pela producdo de &cido sulfidrico
(H2S) e gas carbdnico (CO2) a partir da glicose e outros carboidratos, exceto a lactose.
S&o0 oxidase negativa e catalase positivas e capazes de se multiplicarem utilizando
citrato como Unica fonte de carbono. Também sao capazes de descarboxilar lisina e
ornitina, mas nao sao capazes de hidrolisar uréia. O pH 6timo para crescimento esta
entre 6,5 e 7,5 e a atividade de agua entre 0,84 e 0,94 (ABULREESH, 2012;
BEUCHAT et al., 2013). Diversos sorotipos podem crescer em temperaturas entre 5
°C e 47 °C com temperatura 6tima de crescimento de 37 °C, mas em alguns casos
também podem crescer em temperaturas baixas entre 2 °C e 4 °C e elevadas como
54 °C, por exemplo (PUI et al., 2011).

2.1.2. Nomenclatura

A nomenclatura de Salmonella adotada atualmente € baseada nas
recomendacdes do World Health Organization (WHO), com colaboracao do Centro de
Pesquisa e Referéncia do Instituto Pasteur de Paris, na Franca, e novos sorotipos sao
listados anualmente pelo esquema White-Kauffmann-Le Minor scheme (GRIMONT e
WEILL, 2007), que estabelecem adequadamente os requisitos necessarios para sua
utilizacao nas areas clinica e de saude publica por microbiologistas (DEB e KAPOOR,
2005). A classificacdo cientifica de Salmonella segue a seguinte ordem: Dominio:
Bacteria; Filo:  Protobacteria; Classe: Gamma  Protobacteria; Ordem:

Enterobacteriales; Familia: Enterobacteriaceae.



O género Salmonella é dividido em duas espécies, Salmonella enterica e
Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica € dividida em seis subespécies (
— VI); Salmonella enterica subespécie enterica (l); Salmonella enterica subespécie
salamae (ll); Salmonella enterica subespécie arizonae (llla); Salmonella enterica
subespécie diarizonae (lllb); Salmonella enterica subespécie houtenae (IV);
Salmonella enterica subespécie indica (VI), enquanto a Salmonella bongori possui os
membros da subespécie V. A abreviacdo do nome da espécie de Salmonella é
permitida, inicialmente é escrito o nome completo da espécie, por exemplo,
Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium e quando for escrever
novamente use-se 0 primeiro nome da espécie e o Ultimo nome do sorotipo,
Salmonella Typhimurium (GRIMONT e WEILL, 2007; BRENNER et al., 2000).

2.1.3. Classificacao

O esquema White-Kaufmann-Le Minor scheme, inicialmente publicado em 1929,
classificou Salmonella em mais de 2600 sorotipos baseado nas reacdes soroldgicas
apresentadas pelos antigenos de superficie lipopolissacaridica (O), flagelar (H) e
capsular (Vi), conforme pode ser observado na Tabela 1 (ISSENHUTH-JEANJEAN et
al., 2014).

Tabela 1. Numero de sorotipos de cada espécie e subespécie de Salmonella

Espécie Subespécie Numero de sorotipos
Salmonella enterica enterica (1) 1586
salamae (Il) 522
arizonae (llla) 102
diarizonae (lllb) 338
houtenae (1V) 76
indica (VI) 13
Salmonella bongori (V) - 22
Total 2659

Fonte: ISSENHUTH-JEANJEAN et al., (2014)

O antigeno “O” ou somatico é a fragao polissacaridica do lipopolissacaridio (LPS)
da parede celular das bactérias gram negativas. A cadeia lateral do antigeno “O”
estende-se para a superficie bacteriana e a sequéncia especifica de carboidratos que
a formam variam entre as diferentes espécies bacterianas e mesmo entre os diversos
sorotipos, caracterizando-os antigenicamente. O antigeno “H” esta presentes nos
flagelos e sdo compostos de subunidades proteicas chamadas flagelinas.

4



Diferentemente das outras enterobactérias a maioria das espécies de Salmonella séo
bifasicas, ou seja, podem apresentar alternadamente flagelos de fase 1 (especifica) e
fase 2 (ndo especifica), cuja expressao é controlada por dois genes cromossdmicos
diferentes. Alguns sorotipos de Salmonella sé apresentam flagelos de uma fase
(monofasicas) e outras nao apresentam flagelo (imoveis). O antigeno “Vi” ou capsular
€ um polimero polissacaridico sintetizado pela bactéria e depositado sobre a
superficie externa da parede celular. Esta presente em apenas trés sorotipos:
Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi C e Salmonella Dublin (SANDERSON e
NAIR, 2013).

Reacdes de aglutinacdo baseadas no antigeno “O” sdo usadas pela maioria dos
laboratorios de andlises clinicas para separar Salmonella em sorogrupos, que incluem
A, B, C1, C2, D e E. Estirpes destes seis grupos sdo as principais responsaveis pela
maioria das salmoneloses em humanos e animais, podendo ser classificadas em dois
grupos: febre enterica (tifoide) e salmonelose ndo tifoidal (SNT) (CURTIS e
HAEUSLER, 2013) (Tabela 2).

Tabela 2. Exemplo de sorotipos de Salmonella de significancia clinica e
sindromes de significancia clinica de acordo com cada sorogrupo.

Sorogrupo Exemplo de Sorotipo* Sindrome Clinica
A Paratyphi A Febre entérica

Paratyphi B Febre entérica
B Typhimurium SNT

Heidelberg SNT

Paratyphi C Febre entérica
C1l Choleraesuis SNT

Virchow SNT
C2 Newport SNT

Typhi Febre entérica
D1 Enteritidis SNT

Dublin SNT

Fonte: CURTIS e HAEUSLER (2013). SNT: Salmonelose nao tifoidal. * Todos os
exemplos dos sorotipos sdo membros da subespécie de Salmonella enterica
subespécie enterica

Os sorotipos de Salmonella também podem ser subdivididos em trés tipos de
hospedeiros que também influenciam na manifestacdo clinica (Figura 1): (1)
Hospedeiro geral (sorotipos ubiquitarios), inclui Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis, responsaveis pelas infeccdes em humanos e em animais hospedeiros;
produzem diversos sintomas clinicos, mas principalmente gastroenterite aguda e
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auto limitante; (2) Hospedeiro adaptado (contido em um pequeno numero de
hospedeiros) como a Salmonella Dublin em bovinos e Salmonella Cholerasuis em
suinos, que sao os principais responsaveis pelas infeccdes sistémicas nestes animais.
Entretanto, estes sorotipos também sdo capazes de infectar humanos e um limitado
namero de outras espécies; (3) Hospedeiro restrito, sdo associados com as infeccdes
sistémicas severas causadas em um Uunico hospedeiro. Salmonella Typhi e
Salmonella Paratyphi causam febre entérica exclusivamente em humanos enquanto
Salmonella Typhisuis causa febre paratiféide em suinos, Salmonella Gallinarum causa
febre entérica em aves e Salmonella Abortusovis causa aborto em ovelhas (PUI et al.,
2011; Ll et al., 2013; SANDERSON e NAIR, 2013).

¢ Salmonella
Salmonella bongori -
(subsp. V) _Salmone.'.'a enterica

' v v v ! }
Subsp. | (enterica) Subsp. Il Subsp. llla Subsp. llib Subsp. IV Subsp. VI
(99 % das infeccdes de (salamae) (arizonae) (diarizonae) (hautenae) (indica)
animais e humanos)
I
v v
Salmonelose tifoidal Salmonelose néo tifoidal (SNT)
(Restrito/adaptado a humanos) (Animais/humanos)
I
} , h }
Febre entérica Gastroenterites Extra-intestinal
Salmonella Typhi (invasiva)
Salmonella Paratyphi A ‘
Salmonella Paratyphi B (humanos/animais) l l
Salmonella Paratyphi C (humanos) Infecgio focal Bacteremia
Salmonelfa Cholerasuis (suinosrhumanos) Salmonelfa Cholerasuis (suinos/humanos)
l l Salmonella Typhisuis (suinos) Salmonella Typhisuis (suinos)
1 - Salmonelfa Typhimurium (hospedeiro geral) Salmonelfa Typhimurium (hospedeiro geral)
Auto limitante Bacteremia Salmonelia Enteritidis (hospedeiro geral) Salmonelia Enteritidis (hospedeiro geral)
(néo invasiva) (invasiva) Salmonella Dublin (bovino/humanos) Salmonella Dublin (bovino/humanos)

Salmonella Typhimurium Salmonella Typhimurium Salmonella Abortusovis (ovinos) Salmonelia Gallinarum (aves)

Salmonella Enteritidis Salmonella Enteritidis Salmonelia Abortusovis (ovinos)

+ 1500 outras Salmeonella Dublin

Salmonella Virchow

Figural. Classificagdo do género de Salmonella. Sorotipos comumente
encontrados em bacteremias e infecgdes focais. Fonte: Adaptado de
Sanderson e Nair (2013).

2.1.4. Salmonelose em humanos

As doencgas causadas por Salmonella podem ser divididas em dois grupos: a
febre entérica ou tiféide, que tem como agentes etioldgicos a Salmonella Typhi e
Salmonella Paratyphi (A, B e C) e a SNT ou sindromes gastroentéricas, que séo
ocasionadas pelos demais sorotipos de Salmonella (MADIGAN et al., 2015). A
sindrome gastroentérica é causada pela ingestdo de alimentos que contenham
guantidade suficiente de patdégenos viaveis para infectar o hospedeiro e levar ao

desenvolvimento da enfermidade. Os sintomas surgem entre 8 e 48 horas depois da



ingestdo do alimento e tdo logo haja a colonizac&o do epitélio intestinal pelo patégeno
e incluem o aparecimento subito de cefaleia, calafrios, vémitos e diarreia, seguidos de
febre que persiste por poucos dias. Os sintomas séo, geralmente, acompanhados por
fraqueza, fadiga muscular, febre moderada, nervosismo e sonoléncia, os quais
persistem por dois a trés dias (JAY, LOESSNER e GOLDEN, 2005; HAMMACK, 2012;
FOLEY et al., 2013). A doenca, normalmente, desaparece sem qualquer intervengao
clinica entre dois e cinco dias. Contudo, mesmo ap0s a recuperacdo, 0S pacientes
assintomaticos podem eliminar Salmonella em suas fezes por até seis meses. Até 10°
UFC - g de Salmonella podem ser encontradas nas fezes de uma pessoa infetada
durante a fase aguda da doenca (TORTORA, FUNKE e CASE, 2013). O tratamento
consiste em terapia de reposicdo de fluidos e eletrélitos via oral. Em casos severos a
administracdo de antimicrobianos € indicada para criancas, idosos e individuos
imunocomprometidos (GREENWOOD et al., 2012).

2.1.5. Salmonelose em suinos

No caso de suinos a infec¢éo por Salmonella ocorre principalmente pela via oral-
fecal. A racdo animal pode ser contaminada por meio de suplementos como farinha
de carne, farinha de ossos, farinha de peixe e proteina de soja previamente
contaminados ou veiculada pelas fezes de roedores, passaros ou moscas presentes
nas granjas (STEVENS e GRAY, 2013).

A salmonelose em suinos reflete comportamentos distintos dependendo do
sorotipo de Salmonella que infectou o animal (Figura 1). Quando um suino jovem €&
infectado por Salmonella Cholerasuis, sorotipo adaptado ao hospedeiro, desenvolve-
se uma doenca sistémica sob a forma de septicemia causando uma alta taxa de
mortalidade. Por outro lado, quando o animal é infectado pelos outros sorotipos de
Salmonella ocorre uma enterite momentanea e o animal pode se torna portador
assintomatico do patégeno (ANDINO e HANNING, 2015). Salmonella Typhimurium e
Salmonella Derby sdo os sorotipos de maior prevaléncia encontrados na cadeia
produtiva de suinos, além disso, 79,6 % dos isolados s&o resistentes a pelo menos
um antibiético (USDA/FIS, 2012).



2.1.6. Salmonelose em aves

A infeccdo de aves por Salmonella ocorre praticamente da mesma maneira em
gue ocorre nos suinos, entretanto apos colonizar o trato gastrointestinal, o patégeno
pode penetrar na corrente circulatoria e infectar diversos 6rgdos, como o aparelho
reprodutor e a cloaca, por exemplo. A colonizagdo destes érgados pode gerar ovos
contaminados, o que implica na transmissao vertical para os ovos. A incubacédo de
ovos infectados pode resultar em decréscimo na curva de nascimento, além de
provocar o paratifo aviario entre os pintinhos recém-nascidos e por intermédio dos
animais contaminados, ocorre a disseminagao do patégeno no ambiente (WHILEY e
ROSS, 2015).

As quatro principais doencas causados por Salmonella em aves sao: (1)
Pulorose, causada por Salmonella Pullorum, ocorre principalmente em aves jovens, é
caracterizada por diarreia branca e alta mortalidade. Como a transmissao é vertical
(transovariana) pode causar a morte de até 100 % dos pintinhos; (2) Febre entérica
ou tifo aviaria, causada por Salmonella Gallinarum, doenca com elevado indice de
letalidade para aves de qualquer idade. A transmissdo geralmente é vertical
(transovariana), mas também pode ocorrer de forma horizontal, por diversas vias
(SHIVAPRASAD, METHNER e BARROW, 2013); (3) Arizonose causada por
Salmonella enterica subespécie arizonae, atinge principalmente perus e apresenta 0os
mesmos sinais clinicos que a enfermidade provocada pelos sorotipos Gallinarum e
Pullorum. Outros sorotipos também podem infectar perus, mas o sorotipo arizonae
apresenta maior prevaléncia nestes animais (HAFEZ, 2013); (4) os sorotipos
Enteritidis, Typhimurium e Heidelberg, por exemplo, causam febre paratiféide ou
paratifo aviaria, comumente confundida com a pulorose. Estes sorotipos se adaptam
bem ao trato gastrointestinal das aves tornando-as portadoras assintomaticas do
patdogeno (ANDINO e HANNING, 2015).

2.2.Carne suina

A carne suina possui grande importancia na economia global por ser a fonte
de proteina animal mais consumida no mundo. Possui sabor e maciez caracteristico,
além de ser fonte de proteinas de alto valor biologico, acidos graxos monoinsaturados,

vitaminas do complexo B e diversos minerais (McGLONE, 2013).



A carne é um item alimentar frequentemente usado para a determinagdo da
qualidade de vida de uma populagdo. O crescimento da populagcdo mundial e o
crescimento econdmico de diversos paises, tem aumentado a demanda mundial por
proteina animal, exigindo aumentos na producéo, principalmente a de carne suina
(KAYSER, NITZKO e SPILLER, 2013).

2.2.1. Producéo

A produgédo mundial de carne aumentou 1,3 % em 2015, correspondendo a 318,7
milhdes de toneladas, sendo a carne suina o principal commodity responsavel por
este aumento, seguida pela carne de aves. As carnes bovina e ovina néo
apresentaram crescimentos significativos nos ultimos 3 anos (Tabela 3) (FAO, 2015).
Os principais paises que contribuem significativamente para o aumento da producéo
de carne sao: China com 15,3 milhdes de tolenadas (Mt), seguido pelos Estados
Unidos com 6 Mt e pelo Brasil com 4,5 Mt. Segundo a Organization for Economic Co-
operation and Development e o Food and Agriculture Organization of the United
Nations (OECD-FAQ), a producdo mundial de carne aumentara cerca de 19 % até o
ano de 2023, o que corresponde ao acréscimo de 57,7 Mt, ao total de carne produzida.
Deste montante, a carne de aves representa 28,3 Mt, carne suina 16,7 Mt, carne
bovina 9 Mt e carne ovina 3,8 Mt (OECD-FAOQ, 2014).

Tabela 3. Balanco da producao mundial de carnes

2015 Mudanca em 2015

2013 2014 Estimativa* em relacdo a 2014
Milhdes de toneladas (Mt) %
Carne bovina 67,8 67,8 67,9 0,2
Carne de aves 108,6 110,2 111,8 1,4
Carne suina 115,0 117,2 119,4 1,9
Carne ovina 13,9 13,9 14,0 0,8
Producéo Total 311,1 314,7 318,7 1,3

Fonte: Adaptado de FAO (2015). * Dados finais ainda n&o disponibilizados

A estimativa da producdo mundial de carne suina poderia ter sido maior, ndo
ocorrendo devido ao surto de epidémica diarreia suina (DES) que ocorreu em 2014.
Varios paises tiveram consideravel reducao na producao devida a alta mortalidade de
leitdes contaminados pela doenca (OECD-FAO, 2014). Este surto que atingiu os
principais produtores mundiais de carne suina ndo chegou ao Brasil, colocando a

carne suina brasileira em destaque no mercado internacional (BRASIL, 2015a).



O Brasil € o quarto maior produtor mundial de carne suina, ficando atras apenas
da China, dos Estados Unidos e da Unido Europeia. As proje¢cdes da producao de
carnes no Brasil mostram que esse setor deve apresentar intenso crescimento nos
préximos anos. A producdao total de carnes deve passar de 26 Mt em 2014 para 33,8
Mt em 2024, um acréscimo de 30 %. Entre as carnes, a de frango deve crescer 3,1 %
anualmente, enquanto a carne suina 2,8 % e carne bovina 1,9 % (BRASIL, 2014a).
Em 2014 foram abatidos 37.118 milhdes de suinos, aumento de 2,3 % em relacéo a
2013. A evolucédo anual mostra um crescimento ininterrupto desta atividade desde os
ualtimos 10 anos (Figura 2) (IBGE, 2015).
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Figura 2. Evolucéo do abate anual de suinos. Adaptado de IBGE (2015)

O Brasil produziu 3,47 milhdes de toneladas de carne suina em 2014, o que
representa um crescimento de 1,75 % em relacdo a 3,41 milhdes de toneladas
produzidas em 2013. Esta producao contribui apenas com 3,1 % da producdo mundial
de carne suina, enquanto a carne bovina e de aves, contribui com 16,6 % e 14 %,
respectivamente (USDA, 2015a). Com a reducédo da producédo dos principais paises
produtores de carne suina, a suinocultura brasileira possui condi¢cdes de expandir a

producéo e atender uma maior demanda.
2.2.2. Consumo

O crescimento do consumo (Tabela 4) é impulsionado pelos paises em
desenvolvimento, j& que com o aumento da renda a populacdo tem a opgédo de
diversificar a dieta, sendo a carne o principal e primeiro item a ser escolhido
(HEINRICH BOLL FOUNDATION, 2014; FAO, 2015). O consumo de carne bovina
permaneceu estavel nos ultimos 40 anos, mas o de carne de aves e carne suina
obtiveram aumento consideravel nos ultimos 20 anos. O consumo de aves triplicou e
o de carne suina teve aumento de 80 %, enquanto o consumo de carne bovina
permaneceu praticamente inalterado (FAO, 2015; HEINRICH BOLL FOUNDATION,

2014; USDA, 2015b).
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Tabela 4. Consumo de carne per capita (kg) nos principais paises desenvolvidos e em desenvolvimento

Mudanca:
2010-2012 valor estimado 2022 previsao 2010-2012
em relacdo a 2022
Bovina Suina Aves Ovina  Total Bovina Suina Aves Ovina  Total %
o Africa do Sul 12,6 54 32,2 3,2 53,4 14,4 5,8 45,2 3.4 68,8 28,84
é Russia 13,6 19,7 22,5 1,2 57 14,2 242 29,2 15 69,1 21,23
% China 3,4 29,2 111 2,7 46,4 3,8 34,1 13,6 2,7 54,2 16,81
% Brasil 29,3 11,1 415 0,4 82,3 30,4 12,3 47 0,4 90,1 9,48
8 india 1 6,2 2 0,6 9,8 1,2 6,2 2,6 0,7 10,7 9,18
Japao 6,8 149 12,8 0,2 34,7 7,3 15,3 12,7 0,2 35,5 2,31
g Australia 22,9 20 38,8 8,4 90,1 22,1 215 396 8,6 91,8 1,89
% Nova Zelandia 19,1 155 31,6 8,8 75 16,8 15,7 32,5 10,2 75,2 0,27
% Unido Europeia 11,1 32,3 20,8 2 66,2 11 31,7 21,2 1,7 65,6 -0,91
§ Estados Unidos 26,5 21,1 444 0,4 92,4 24,7 20,8 45,6 0,3 91,4 108
Canada 20,2 16,7 32,6 0,9 70,4 18,2 15,8 33,7 0,8 68,5 -2,70

Fonte: Adaptado de HEINRI.C.H BOLL FOUNDATION (2014).
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A carne suina € a fonte de proteina animal mais consumida no mundo, sendo
praticamente o dobro da carne bovina. Dentre os principais paises consumidores de
carne suina, a China vem em primeiro lugar, com 57,1 Mt consumidas em 2014. Em
seguida, esta o consumo da Unido Europeia, de 20,2 Mt, e o dos Estados Unidos, de
8,6 Mt. Em quarto lugar, aparece a Russia que no ano passado consumiu 3,0 Mt de

carne suina. O Brasil fica na quinta posicdo com o consumo de 2,7 Mt (USDA, 2015c).

No Brasil, diferente do panorama mundial, a carne bovina é a fonte de proteina
animal mais consumida pelos brasileiros, seguida pela carne de frango e por ultimo,
em terceiro lugar, a carne suina. No entanto, o consumo de carne suina no Brasil
cresce de forma gradativa. Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA), cada brasileiro consumiu, em média, 15,1 kg de carne suina. Essa
guantidade é inferior aos 41,8 kg de carne de frango e 41 kg de carne bovina
consumidos por habitante em 2013 (ABPA, 2014). Muitas pessoas ainda acreditam
que a carne suina € aquela produzida em condi¢Bes de pouca higiene, contendo alto
teor de gorduras e colesterol, que estdo fortemente relacionadas aos problemas de
saude da modernidade. Porém, a carne de suinos € fruto da evolucao tecnolégica da
indastria alimenticia, apresentando reduzido teor de gorduras, calorias e colesterol em

relacdo a algumas décadas atras (ABCS, 2011).

Por ser um mercado em expansao, o setor produtivo se esforca para difundir o
aumento do consumo interno de carne suina, através do Projeto Nacional de
Desenvolvimento da Suinocultura (PNDS), cujo objetivos sdo: a modernizagédo da
comercializacdo da carne suina e a generalizacdo de boas préticas de producéo da
granja a mesa, que contribuem para consolidad-la como um produto saudavel e
nutritivo, produzido de forma tecnicamente correta, socialmente justa e
ambientalmente responsavel (ABCS, 2015; CONAB, 2014).

2.3.0vo

O ovo, assim denominado, entende-se por ovo de galinha em casca, sendo 0s

demais acompanhados da indicacdo de espécie (BRAZIL, 1990).
2.3.1. Composicao

O ovo é um dos alimentos mais completos que existe, sendo composto por
proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, resultado de uma eficiente transformacao
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biolégica feita pela galinha poedeira. A ave transforma recursos alimentares de menor
valor biolégico em um produto com alta qualidade nutricional para o consumo humano.
A transformacdo depende de fatores biologicos relacionados a fisiologia da ave e é
influenciada pelo aporte nutricional e praticas de manejo e ambiente adequados para
a sua criagao (BERTECHINI e MAZZUCO, 2013).

Devido a sua composicdo nutricional e principalmente proteica, o consumo
matinal de ovos é recomendando desde 1957 pelo o British Egg Marketing Board
(Conselho Britanico de Comercializacdo de Ovos) como a principal fonte de proteina
ingerida pela manhd (RUXTON, DERBYSHIRE e GIBSON, 2010). O Dietary
Guidelines Advisory Committee (Comité Consultivo de Orientacbes Dietéticas) e a
Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) recomendam a ingestdo de no maximo um
ovo por dia devido sua elevada composicdo lipidica, principalmente o colesterol.
Entretanto outras pesquisas estdo revisando esta recomendacdo (BERTECHINI e
MAZZUCO, 2013; SANTOS et al., 2013; SHIN et al., 2013; USDA, 2015c).

O ovo é constituido por quatro partes principais, a casca, a membrana da casca,
a clara (albumen) e a gema (Figura 3). A casca representa cerca de 10 % do peso do
ovo, enquanto a gema representa 30 % e o albumen 60 %. A casca é constituida por
carbonato de calcio (94 %), carbonato de magnésio (1,4 %), glicoproteinas (3 %),
mucoproteinas, colageno e mucopolissacarideos (MEDEIROS e ALVES, 2014). A
parte mineral € composta por 98,2 % de carbonato de calcio; 0,9 % de carbonato de
magneésio e 0,9 % de fosfato de calcio. A casca externa do ovo possui pequenos poros
para a troca de gases, ou seja, entrada de oxigénio e saida do gas carbdnico e
umidade (KINGORI, 2011).

Figura 3. Estrutura do ovo. (1) Camara de ar; (2) Chalaza; (3) Gema; (4) Albumen;
(5) Chalaza; (6) Membrana; (7) Casca do ovo.
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O albumen fica ao redor da gema e sua a fungéo € absorver impacto e servir
como fonte de nutrientes para o embrido em desenvolvimento. Esta fonte de nutrientes
é formada por uma solugédo composta por mais de 40 tipos de proteinas (ABDOU, KIM
e SATO, 2013). A ovoalbumina representa mais de 50 % dos constituintes totais desta
solucao proteica, seguida pela ovotransferrina (12 %), ovomucoide (11 %), ovomucina
(3,5 %) e lisozima (3,4 %) (SPADA et al., 2012).

A composicdo da gema pode variar bastante de acordo com o tipo de
alimentacdo oferecida as aves. A gema é composta principalmente por 68 % de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), 16 % de lipoproteinas de alta densidade
(HDL), 10 % de lipovitelinas e 4 % de fosvitinas. Enquanto as HDLs possuem 80 % de
proteinas na sua constituicdo e 20 % de lipideos, as LDLs sdo compostas por cerca
de 11 — 17 % de proteinas e 89 % de lipideos, sendo estes divididos em triacilglicerol
(69 %), fosfolipideos (27 %), colesterol e ésteres de colesterol (4 %) (NEVES e
HENRY, 2012). A coloracdo amarelada da gema € devida, principalmente, a presenca

de carotenoides, xantofilas e riboflavina.
2.3.2. Formacgéao do Ovo

A galinha poedeira durante sua fase de produgédo bota um ovo entre 24 e 26
horas. A producédo anual de uma galinha poedeira gira em torno de 265 ovos. A
formacao do ovo inicia-se no ovario (Figura 4) esquerdo e em seu respectivo oviduto,
ja que o ovario direito ndo é funcional na maioria das aves (MORAES, 2011). O ovario
€ considerado uma glandula secretora de évulos, os Ovulos possuem tamanhos
diferentes dependendo do seu estagio de maturacdo. Cada Ovulo é envolto por uma
capsula membranosa (foliculo) que se rompe apos a formacéo da gema permitindo a
ovulacéo (ZHENG et al., 2013).

ApoOs se desprender do ovario, o 6vulo maduro € conduzido para o oviduto. O
oviduto apresenta 5 regides funcionais responsaveis pela formacao do ovo, séo elas:
o infundibulo, o magno, o istmo, o Gtero e a vagina (FURLAN, 2009). No infundibulo o
ovulo permanece por aproximadamente 10 a 20 minutos. Nesta regido ocorre a
fertilizacdo do ovo e a incorporacdo da primeira camada do albumen. Além disso,
ocorre a formacao da membrana vitelinica que possui a funcéo de proteger a gema, e
a incorporagdo das chalazas, que sédo proteinas que auxiliam na centralizacdo da
gema no ovo (Figura 3) (NEVES e HENRY, 2012).
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Na regido do magno o ovo permanece aproximadamente por trés horas. Durante
sua passagem ocorre a incorporagdo de diversas camadas de albumen ao redor da
gema (SPADA et al., 2012; ABDOU, KIM e SATO, 2013). ApGs passar pelo magno, a
gema é captada pelo istmo, onde permanece por um periodo entre uma hora e uma
hora e meia. Nesta regido também ocorre incorporacdo de albumen, além das
membranas internas e externas da casca (SANTOS, 2009). Posteriormente, 0 ovo
segue para o utero onde permanece por 20 a 23 horas. Nesta regido € finalizada a
deposicdo do albumen e ocorre a formacao da casca. O processo de formacéo da
casca se inicia lentamente, e é neste periodo que o ovo absorve 4gua e sais minerais,
aumentando de tamanho, até atingir o tamanho que terd& no momento da postura
(COLVILLE e BASSERT, 2010; MEDEIROS e ALVES, 2014).

Vagina

Magno Utero

< \

Infundibulo

“\Vestigio do
Istmo Intestino oviduto direito

Figura 4. Sistema reprodutor feminino de aves.

O ultimo estagio de formacéo do ovo € na vagina, onde 0 ovo permanece entre
5 a 10 minutos. E nesta regido que ha formacdo da cuticula, uma camada proteica
hidrossoluvel que possui importante funcao de barreira contra micro-organismos. Esta
camada permanece por aproximadamente 4 dias, e apds esse periodo, seu efeito
protetor diminui, devido ao ressecamento da casca e o aparecimento de rachaduras
na cuticula (RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2013). O processo de postura dos ovos,
ou oviposigao, é extremamente importante para a qualidade microbioldgica do ovo. A
temperatura interna da ave € de aproximadamente 40 T e a temperatur a ambiente
24 <C. Esse resfriamento provoca a formacdo de uma camara de ar no interior do ovo.
Esta camara de ar permite a troca de umidade e ar (entrada de oxigénio e saida de
gas carbdnico) do ambiente com o embrido no interior do ovo (SCHULTE-
DRUGGELTE e SVENSSON, 2011).
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2.3.3. Producéo e consumo

A producdo mundial de ovo, em 2014, foi de 69,77 Mt, correspondendo a
aproximadamente a 1200 bilhdes de ovos produzidos. Conforme pode-se observar na
Tabela 5, a China foi o principal produtor mundial de ovos, sua producéo representou
36,2 % da producdo mundial com 24,7 Mt de ovos. Em segundo lugar esta a Unido
Europeia com 7 Mt, seguida pelos Estados Unidos com 5,6 Mt, india com 3,8 Mt,
Japao com 2,52 Mt, México com 2,51 Mt e o Brasil com 2,1 Mt (FAOSTAT, 2015).

Tabela 5. Balanco da produc¢do mundial de ovos de galinha nos ultimos 5 anos.

2010 2011 2012 2013 2014 2015 Crescimento
Estimativa* médio ao ano
Milhdes de toneladas (Mt) %
China 238 242 245 247 2519 25,69 1,52
ES'rigeia 682 684 668 7,01 7,05 7,09 0,75
5‘:2‘;25 541 543 522 563 567 5,70 0,98
india 337 3,46 365 383 4,02 4,21 4,36
Japéo 251 248 25 252 252 253 0,15
México 2,38 245 231 251 257 2,64 1,95
Brasil 194 203 208 217 224 231 3,44
Outros 17,87 1841 19,26 19,83 20,53 21,26 3,41
Total 641 653 662 682 69,77 71,37 212

Fonte: FAOSTAT (2015). * Dados finais ainda n&o disponibilizados

A producédo mundial de ovos cresceu em média 2,2 % ao ano, nos ultimos 5 anos
e as projecOes indicam que a producgéo atingira cerca de 71,3 Mt no final do ano de
2015 (FAOSTAT, 2015). Entretanto, o futuro da produgdo mundial de ovos é incerto.
Enquanto alguns paises estdo buscando alternativas de reducdo de custo, outros
enfrentam sérios desafios em relacdo as mudangas impostas no sistema produtivo e
do bem-estar animal, como por exemplo, a proibicdo do uso de gaiolas em alguns
paises da Europa (HORNE, 2014).

O Brasil é o sétimo maior produtor mundial de ovos e sua producao representa
3 % do total de ovos produzidos. Segundo a Associacéo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA), o Brasil produziu 37 bilhdes de ovos em 2014, um aumento de 9,2 % em
relacdo ao ano anterior (ABPA, 2014). A produc¢do brasileira de ovos é comercializada

e consumida praticamente na sua totalidade pelo mercado interno. O consumo per
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capita de ovos no Brasil passou de 148,8 unidades em 2010, para 182 unidades em
2014, representando um aumento de 18,2 %, no consumo de ovos pela populacéo
brasileira (AVISITE, 2015). Apesar do consumo brasileiro de ovos ter aumentado nos
altimos anos, o valor apresentado € relativamente baixo quando comparado com o
consumo em outros paises. No México, 0 consumo per capita de ovos é de 365, no
Japao 355, na China 350 e nos Estados Unidos 255 unidades (TPS, 2015).

Para reverter este cenario, a ABPA e o Instituto Ovos Brasil (IOB) buscam
incentivar a expansao e investimento na producéo brasileira de ovos processados, ja
gue o consumo brasileiro de ovos é praticamente todo in natura (ABPA, 2014). O
consumo mundial de ovos processados, ou ovoprodutos, representa um terco do total
de ovos consumidos (CARDINAELS et al.,, 2013). Em paises como o Japéo, o
consumo de ovoprodutos chega a 49 % dos ovos consumidos no pais. Na Espanha
sdo 46 %; na ltalia, 34 %; na Suica, 33 %; nos Estados Unidos e Canada, 30 %;
Dinamarca, 29% e Nova Zelandia 15 %. O Brasil consome apenas 6 % dos ovos na
forma de ovoprodutos (TPS, 2015).

Ovoprodutos séo produzidos a partir do ovo integral, do albimen ou da gema.
Estas fracBes sdo separados da casca e preservados por pasteurizacao seguido ou
nao pelo congelamento ou secagem; ou pela adicdo de sal ou acucar, dando origem
a uma grande variedade de produtos (ROSSI et al., 2013). Como sao pasteurizados,
seu consumo é considerado mais seguros do que o consumo de ovos in natura. Além
disso, podem ser armazenados por um tempo maior em uma embalagem mais
conveniente. Devido as diversas propriedades funcionais do ovo, como a capacidade
de formar espuma (albumen); emulsificar (gema) ou estabilizar (ovo integral) uma
suspencao, os ovoprodutos sdo amplamente usados na industria de alimentos
(MIRANDA et al., 2015).

2.4.Infeccdes por Salmonella de origem alimentar

Salmonella ao longo dos anos permanece como a principal zoonose em todo o
mundo sendo responsavel por 93,8 milhdes dos casos e 155.000 mortes ao ano.
Destes casos, 80,3 milhdes sdo de infecdes de origem alimentar, sendo Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium os principais sorotipos envolvidos (MAJOWICZ
et al., 2010; AO et al., 2015).
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O Foodborne Diseases Active Survillance Network (FoodNet) monitora a
incidéncia de infec¢bes, confirmadas laboratorialmente, de nove patdgenos
comumente veiculado por alimentos em 10 areas geograficas dos Estados Unidos.
Em 2014 foram reportados 19.542 infeccdes, 4.445 hospitalizacdes e 71 mortes
relacionados ao consumo de alimentos contaminados. Salmonella foi o principal
patégeno responsavel pelos casos de infeccdo (38 %), hospitalizacéo (48 %) e mortes
(42 %) dos casos reportados (CDC, 2015b). Os resultados laboratoriais positivos da
infecgdo por Salmonella em humanos sdo coletados pelo Laboratory-based Enteric
Disease Surveillance (LEDS) para avaliar a prevaléncia dos sorotipos isolados e 0s
possiveis alimentos envolvidos. Dentre os 20 principais sorotipos, Salmonella
Enteritidis (14,5 %) e Salmonella Typhimurium (11,6 %) foram os de maior prevaléncia
em 2012. Além disso, o sorotipo Enteritidis foi relacionado ao consumo de carne de
aves e ovos (74,6 %) e o sorotipo Typhimurium ao consumo de carne suina e
derivados (50,6 %) (CDC, 2014).

A prevaléncia dos sorotipos e sua fonte de contaminacdo sdo 0s mesmos em
diversos paises. Na Unido Europeia o0s principais sorotipos responsaveis por
infeccbes em humanos sao Salmonella Enteritidis (41,3 %) e Salmonella Typhimurium
(22,1 %) (HUGAS e BELOEIL, 2014; MAKA et al., 2014). Na Africa, Salmonella
apresentou 2 milhdes de casos da doenca associados ao consumo de alimentos, em
2010 (AO et al., 2015). No Brasil houve 800 surtos relacionadas ao consumo de
alimentos contaminados por patdgenos, em 2013, sendo Salmonella spp. responsavel
por 18,1 % dos casos. Dentre os principais alimentos envolvidos nos surtos, o0 ovo e
seus derivados, carne de aves e carne suina foram as principais fontes de
contaminagao (BRASIL, 2014b).

2.4.1. Contaminacdo por Salmonella em carne suina

A carne suina pode ser contaminada por Salmonella em diversos pontos da sua
cadeia de producdo. Diversos estudos conduzidos tém investigado os principais
fatores de risco associados a contaminagéo pelo patégeno, tanto na fazenda quanto
na industria que processa a carne (ROSTAGNO e CALLAWAY, 2012; BAER et al.,
2013; EVANGELOPOULOU et al., 2015).

Na fazenda o animal pode ser contaminado por diversas formas, como pode ser
visto na Figura 5. A principal rota de transmissdo é a oral-fecal. Nesta rota a
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contaminagcdo pode ocorrer pelo consumo de racdo e agua ou contato com outro
animal ou fezes contaminadas. Diversos fatores relacionados ao ambiente também
contribuem com o aumento da contaminagédo, como o tamanho do rebanho, nimero
de animais por baia, tipo de piso, tipo de sistema de ventilacdo e a higiene e
sanitizacdo do ambiente (BAER et al., 2013; EVANGELOPOULOU et al., 2015). Além
disso, a presenca de vetores como roedores, insetos e passaros podem auxiliar na
transmissdo do patdégeno para os animais (ROSTAGNO e CALLAWAY, 2012,
EVANGELOPOULOU et al., 2015).

Figura5. Principais fontes de contaminacdo por Salmonella na fazenda. (1)
Contaminacao cruzada pelo homem; (2) Insetos; (3) Fezes; (4) Higiene
e tipo de piso; (5) Oral-fecal; (6) Racdo e agua; (7) Roedores; (8)
Passaros; (9) Ventilacao.

Apoés contaminado, o animal pode desenvolver a doenca entérica ou permanecer
assintomatico. Em alguns casos Salmonella pode ser considerada um micro-
organismo comensal do trato gastrointestinal de suinos, fazendo com que a
diferenciacéo entre infeccdo e portador seja dificil. Desta forma, o animal contaminado
pode excretar o patbgeno por varias semanas € contaminar outros animais
(BEARSON et al.,, 2014). Animais portadores sdo as principais fontes de
contaminagcdo durante o transporte para o abatedouro. Estudos demostram que a
contaminagdo dos suinos por Salmonella € maior apos o transporte em relacdo ao
periodo de engorda na fazenda (ARGUELLO et al., 2012; ROSTAGNO e CALLAWAY,
2012). O jejum alimentar a que os animais sao submetidos antes do transporte, pode
nao ser suficiente para esvaziar o conteudo intestinal e as fezes restantes podem

contaminar outros animais. Além disso, o estresse que o animal sofre neste periodo
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também é associado ao aumento da contaminagdo por Salmonella. Ao chegar ao
abatedouro os animais sdo encaminhados para o patio de descanso pré-abate. Neste
patio varios animais entram em contato uns com o0s outros favorecendo a
contaminacdao pelo patégeno (ROSTAGNO et al., 2011; GARRIDO et al., 2014).

Animais portadores podem aumentar o risco de contaminac¢éo durante o abate e
0 processamento da carne. Como o processamento da carne € praticamente todo
manual, a higiene dos manipuladores, dos instrumentos de corte e da sanitizacdo das
superficies de trabalho sdo pontos importantes de contaminacdo por Salmonella
(WILHELM et al., 2011; WHEATLEY et al., 2014). A evisceracdo da carcaca é a etapa
de maior risco de contaminacao, ja que o intestino contaminado pode se romper e
contaminar toda a carcagca com o patdgeno. Desta forma todos os produtos derivados
da carne suina podem ficar comprometidos (SMID et al., 2014). Durante o
processamento da carne partes de diferentes animais entram em contato umas com
as outras antes de serem embalados e encaminhados para o armazenamento
(CARRASCO et al.,, 2012). Este armazenamento deve ser feito em baixas
temperaturas. A FAO recomenda que a carne permaneca a 12 °C até sua expedicéo
para o mercado. Ja a legislacdo brasileira determina que a carne deve ser
transportada e armazenada em temperaturas inferiores a 10 °C. Falhas no controle da
temperatura podem acelerar a multiplicacdo do micro-organismo e a contaminacao da
carne (FAO 1991; BRASIL, 2003; CARRASCO et al., 2012).

A contaminacdo da carne suina também pode ocorrer durante sua a
manipulacdo e seu preparo. Os surtos da contaminacdo por Salmonella sao
frequentemente relacionados ao consumo de carnes contaminadas proveniente de
estabelecimentos comerciais, como bares, restaurantes e supermercados
(CARRASCO et al., 2012; PAINTER et al., 2013). A falta de higiene na cozinha, na
geladeira, nos utensilios domésticos e principalmente do cozinheiro sdo os grandes
responsaveis pela contaminagéo cruzada de Salmonella com a carne (GORMLEY et
a., 2010; NORTON et al., 2012). Os supermercados também estéo entre os principais
responsaveis por esta contaminacdo (USDA, 2009; ISMAIL et al., 2013). Muitos
estabelecimentos armazenam a carne em temperaturas inadequadas o que pode
permitir o crescimento de bactérias patogénicas. Além disso, o projeto de lei (699/15)
que proibe a pré-moagem da carne ainda esta em tramitacdo no congresso nacional,

0 gque permite que estabelecimentos comerciais ainda realizam este procedimento
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(BRASIL, 2015b). Apés a moagem a superficie de contato da carne aumenta,
elevando também a chance de contaminacdo. A presenca do patdogeno no
equipamento, devido a higienizacao inadequada ou falta de sanitizacao, ou na propria
peca de carne, pode acarretar na contaminacdo das proximas pecas de carne que
passardo pelo equipamento. Além disso, o tempo que a carne moida aguarda pelo
consumidor pode ser outro fator determinante para o crescimento do patégeno na
carne (MOLLER et al., 2011; FDA). Alguns estados brasileiros como Séao Paulo, Rio
de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Goias e Pernambuco, proibiram a
comercializacdo de carne pré-moida, dessa forma a carne deve ser moida apenas na

presenca do consumidor.
2.4.2. Contaminacao de ovos por Salmonella

O ovo pode ser contaminado por Salmonella antes ou ap0s a postura, e em
praticamente todas as etapas da cadeia produtiva, desde a granja até o consumidor
final. A principal fonte de contaminacgédo dos ovos sao as proprias galinhas poedeiras.
A contaminacdo das galinhas geralmente inicia-se nas granjas praticamente pelos
mesmos mecanismos que o suino: pela via oral-fecal, pela racao, por vetores, por
fezes, pelo tipo de criacdo (gaiola ou ar livre) e por contato com outras galinhas
contaminadas (ARNOLD et al, 2014; WHILEY e ROSS, 2015).

ApdOs a colonizacdo do trato gastrointestinal por Salmonella Enteritidis, o
patdgeno migra para os 6rgdos reprodutivos e contamina 0 ovo antes mesmo da
postura. A composicdo nutricional do albumen e da membrana vitelina permitem a
sobrevivéncia e a reproducdo de Salmonella no interior do ovo. A contaminacao pelo
patogeno pode ocorrer na gema (infundibulo), no albimen (magno), nas membranas
da casca (istmo), ou na casca do ovo, antes da formacao da cuticula (vagina e cloaca).
Além disso, a casca se contamina com o patdgeno proveniente do intestino colonizado
ou pelas fezes contaminadas antes ou apo0s a postura dos ovos (GANTOIS et al.,
2009; GROSS et al., 2015).

O tipo do sistema de criacdo de galinhas poedeiras também € muito importante
para a qualidade e seguranca microbiologica do ovo. Atualmente o sistema de criacao
em gaiolas esta em debate em todo o mundo, onde de um lado ficam os produtores
favoraveis ao sistema convencional (em gaiolas) e do outro os interessados no bem-
estar dos animais (LUKANOV e ALEXIEVA, 2013; BESTMAN e WAGENAAR, 2014).
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Desde 2012, paises da Unido Europeia alteraram o sistema de criacdo convencional
para o sistema de criagao livre, onde as aves néo ficam em gaiolas (JANCZAK e
RIBER, 2015).

O sistema de criacéo livre € um desafio tanto para a producdo, quanto para a
qualidade e seguranga microbiolégica dos ovos. No sistema livre ha menor producéo
de ovos e maior incidéncia de mortes que o sistema convencional. Além disso, 0s ovos
ficam expostos a fatores externos por maior tempo, aumentando assim a possibilidade
de contaminacdo por Salmonella (JONES e ANDERSON, 2013; WHILEY e ROSS,
2015). Outro fator agravante € o que ocorre apds a postura dos ovos, que saem da
cloaca a uma temperatura elevada (~40 °C) e a diferenca de temperatura com o
ambiente provoca a formacao da camara de ar no seu interior, resultando na succéo
de particulas, sujidades e possiveis micro-organismos para a superficie do ovo
(SCHULTE-DRUGGELTE AND SVENSSON, 2011; JONES et al., 2014; WHILEY e
ROSS, 2015).

No sistema de produgdo convencional, logo ap6s a postura, o ovo € lavado,
escovado e higienizado. Tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos a recomendacéo
da temperatura de lavagem dos ovos varia de 32 °C a 49 °C, entretanto na Unido
Europeia esta pratica é proibida (BRASIL, 1990; SOK e CHEIDELER, 2007; EFSA,
2014a). Estes procedimentos removem possiveis resquicios de fezes e sujidades que
possam estar presentes na casca. Entretanto, podem também favorecer a ocorréncia
de danos a casca do ovo, permitindo assim a entrada de micro-organismos. Além
disso, estas etapas do processamento removem a cuticula do ovo, que é o primeiro
mecanismo de defesa contra patdégenos, deixando-o exposto e vulneravel a
contaminacgdes (LELEU et al., 2011; GOLE et al., 2014).

Para garantir a seguranca alimentar dos ovoprodutos, a industria de alimentos
utiliza diversas barreiras durante o processamento dos ovos para reduzir ou impedir o
crescimento de micro-organismos. Uma das barreiras utilizadas € a adicdo de
condimentos, como sal e acglcar, para reduzir a atividade de &gua e
consequentemente, impedir o crescimento de bactérias. Entretanto, a adicdo destes
ingredientes aumenta a resisténcia térmica de Salmonella, permitindo que o micro-
organismo sobreviva e se desenvolva em diversos ovoprodutos mesmo apds a
pasteurizacdo (COTTERILL e GLAUERT, 1971; GAST e GURAYA, 2013; EFSA,
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2014; WHILEY e ROSS, 2015). A legislacao brasileira determina que o ovo integral
liguido deve ser pasteurizado a 60 °C por 3,5 min. A pasteurizagdo pode ser feita até
72 horas ap6és a quebra dos ovos, desde que mantidos em temperaturas entre 2 °C a
5°C (BRASIL, 1990).

As normas e as regulagdes das temperaturas de estocagem e de transporte dos
ovos variam entre os paises. Nos Estados Unidos, ovos comerciais devem ser
transportados e distribuidos sob refrigeracdo, em temperaturas abaixo de 7,2 °C
(USDA, 2011). Por outro lado, na Unido Europeia a recomendacdo € que 0S 0v0S
sejam mantidos em temperatura ambiente e o resfriamento maximo permitido é de 18
°C (EFSA, 2014). No Brasil a temperatura recomendada para armazenamento dos
ovos € de 8 °C a 15 °C (BRASIL, 1990). Mas como nao ha fiscalizacdo, os ovos séo
transportados das granjas em caminhfes-bal sem o controle de temperatura,
chegando aos pontos de venda a temperatura ambiente, permanecendo nesta
condicdo durante todo o periodo de comercializacdo (BARBOSA et al.,, 2008;
BORGES et al., 2009). A exposicdo dos ovos a diferentes temperaturas durante o
transporte e o armazenamento, juntamente com a auséncia do controle de
temperatura favorecem o crescimento de Salmonella presente na casca e/ou no

interior do ovo facilitando assim sua contaminacao (GROSS et al., 2015).

Da mesma forma que a carne suina, os surtos de Salmonella também sédo
relacionados ao consumo de ovos contaminados proveniente de estabelecimentos
comerciais (CARRASCO et al., 2012; PAINTER et al., 2013). A contaminacdo do ovo
pode ocorrer durante seu armazenamento, manipulacéo ou preparo do alimento. Apés
a aquisicao, geralmente, os ovos sdao mantidos na porta da geladeira até a hora do
preparo. A Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Food and Drug
Adminstration (FDA) sugerem que a temperatura ideal da geladeira deve ser inferior
a 5 °C (PAS 2007; FDA, 2014). A temperatura da porta é o local mais afetado quando
a geladeira é aberta, podendo variar de 5 °C a 20 °C de diferenca, dependendo do
tempo que a geladeira permanece aberta. Submeter os ovos a esta oscilacédo de
temperatura pode auxiliar na aceleracdo do crescimento de Salmonella, ja que o
patdgeno pode crescer em temperaturas entre 5 °C e 50 °C (CARRASCO et al., 2012;
GAST e GURAYA, 2013; GROSS et al., 2015). Aléem da temperatura, a higiene € outro
ponto fundamental para a contaminacdo dos ovos, jA que 0 patdogeno pode

permanecer viavel por longos periodos a uma baixa temperatura. A superficie de
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preparo dos alimentos, a geladeira e diversos utensilios domésticos, podem ser
responsaveis pela contaminacao cruzada de Salmonella em ovos (GORMLEY et a.,
2010; WHILEY e ROSS, 2015).

2.5. Antibidticos e antimicrobianos

Por definicdo, antibidticos sdo drogas produzidas por micro-organismos que
possuem a capacidade, em solucdes diluidas, de inibir o crescimento ou inativar
outros micro-organismos. Compostos antimicrobianos sdo quaisquer substancias
capazes de inativar bactérias ou impedir sua multiplicacdo ou crescimento, que

incluem antibidticos e agentes sintéticos (CDC, 2010).

A primeira substancia antimicrobiana utilizada para tratamento de infeccdes
bacterianas foram as sulfanamidas (todas derivadas da sulfanilamida). A sulfanilamida
foi sintetizada pela primeira vez em 1908 por Paul Gelmo e patenteada em 1909, mas
seu reconhecimento como agente antimicrobiano s6 ocorreu em 1935. Em 1932
Gerhard Domagk descobriu uma substancia que era capaz de combater infecgdes de
estreptococos, o corante vermelho prontosil. Em 1934, o Prontosil foi patenteado e
sua comercializacéo foi iniciada. Porém, em 1935 uma equipe de pesquisa do Instituto
Pasteur de Paris, descobriu que o prontosil era convertido em sulfanilamida pelas
enzimas intestinais, sendo este o principio ativo responsavel pela morte dos micro-
organismos. Apesar da penicilina ter sido descoberta em 1928 por Alexander Fleming,
sua comercializacdo como agente terapéutico s6 aconteceu em 1943 (GUIMARAES
et al., 2010).

As principais classes de antibidticos foram descobertas entre 1940 e 1960,
periodo que foi considerado a era de ouro das descobertas, sendo eles: os B-
lactamicos (cefalosporina, penicilina), os aminoglicosideos (estreptomicina), as
tetraciclinas (clortetraciclina), os macrolideos (eritromicina), 0s peptideos
(vancomicina), o cloranfenicol e alguns outros. A partir de 1960, inicia-se a era de ouro
do desenvolvimento de antibibticos sintéticos. Estes antimicrobianos eram obtidos a
partir de modificagdes quimicas nos antibidticos naturais. Estas modificagdes foram
realizadas na tentativa de se contornarem as resisténcias adquiridas pelos micro-
organismos. Antibiéticos como as cefalosporinas e as quinolonas ja estdo na quinta
geracdo de modificacfes enquanto os macrolideos e as tetraciclinas estdo na quarta
geracéo (Figura 6) (WALSH e WENCEWIZ 2014).
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Figura 6. Linha do tempo das descobertas e desenvolvimentos dos antibiéticos.
Fonte: Adaptado de WALSH e WENCEWIZ (2014)

Entre 1980 e 2000 nenhuma classe nova de antibiético foi apresentado ao
mercado. Entretanto ocorrem, a introducdo das fluoroquinolonas sintéticas,
desenvolvidas a partir do acido nalidixico, e alguns antimicrobianos modificados
guimicamente a partir de antibidticos naturais, como imipenem (derivado b-lactamico)
e anélogos da eritromicina (derivado macrolideo) (GUIMARAES et al., 2010). Este
periodo € marcado pelo inicio da reducdo progressiva no desenvolvimento e
comercializacdo de novos antimicrobianos. Entre os anos de 1983 e 1987, o FDA
aprovou 16 novos antimicrobianos, entre 1988 e 1992 quatorze, entre 1993 e 1997
dez, entre 1998 e 2002 sete, entre 2003 e 2007 cinco e entre 2008 e 2011 apenas
quatro foram apresentados ao mercado (SPELLBERG et al., 2008; BUTTLER e
COOPER, 2011). Atualmente, 36 antimicrobianos estdo em fase de testes clinicos em
humanos, sendo que 11 destes, possuem potencial para tratar infeccbes causadas

por patdbgenos gram negativos resistentes a outros antimicrobianos (TPCT, 2015).

Véarios fatores, ao longo dos anos, contribuiram para a diminuicdo do namero e
do desenvolvimento de novos antimicrobianos pelas industrias farmacéuticas. O
periodo entre a descoberta e a comercializacdo de um novo antimicrobiano, é de
aproximadamente 12 anos e a cada cinco antimicrobianos que chegam a fase de
testes clinicos em humanos, apenas um chega a fase de comercializacéo. Além disso,
0 custo deste processo de desenvolvimento e comercializagdo gira em torno de 1,3
bilhdes de dolares e o lucro para a empresa s6 ocorre ap0s 23 anos de
comercializacdo, aproximadamente (WALSH e WENCEWIZ 2014; SERKAYA et al.,
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2014; O'NEILL, 2014). Outro fator que também colabora para a diminuicdo do
interesse em pesquisar e desenvolver novos antibiéticos é o constante aparecimento

de patdgenos resistentes.
2.5.1. Resisténcia a antibioticos

A resisténcia de micro-organismo a antibioticos € o maior desafio enfrentado pela
salude publica para o século XXI. Matérias primas contaminadas com micro-
organismos resistentes entram na linha de producdo, contaminam superficies e
alimentos, infectam o consumidor e resultam em milhares de mortes todos os anos. A
prevaléncia de micro-organismos resistentes em humanos e em animais Sao
monitorados por orgdos governamentais como o National Antimicrobial Resistance
Monitoring System for Enteric Bacteria (NARMS) nos Estados Unidos, o European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) na Unido Europeia e a ANVISA no
Brasil (BRASIL, 2015c; NARMS, 2013).

Quando os patdégenos tornam-se resistentes a antibiéticos colocam em risco a
saude humana, resultando em falhas nos tratamentos e piora no quadro dos pacientes
podendo resultar em morte. Os principais grupos de risco sdo recém-nascidos,
criancas, idosos e imunocomprometidos (MAJOWICZ et al., 2010, KARIUKI et al.,
2015). Nos Estados Unidos pelo menos 2 milhdes de pessoas sdo infectas por
patégenos resistentes a um ou mais antibidticos, resultando em 23.000 mortes
anualmente (CDC, 2013). Na Unido Europeia 400.000 pessoas sao infectadas por
patdgenos resistentes, que sdo responsaveis por 25.000 mortes todos os anos
(BUTAYE et al., 2015). Dados sobre a contaminacéo e morte por bactérias resistentes

no Brasil ndo foram encontrados.

Durante muitos anos os antibioticos foram utilizados de forma indiscriminada
pelos seres humanos e em animais de producédo. A prescricdo de antibioticos por
médicos para tratar infecgbes bacterianas ou infecgbes virais, somado com a
facilidade da aquisicAo em alguns paises e falta de controle do consumo pela
populacao, colaboraram para o desenvolvimento de bactérias resistentes (CDC, 2013;
WHO, 2015). Além do utilizacdo humano indiscriminado, os antibidticos foram
utilizados de forma sub-terapéutica em animais de producgéo, com o intuito de melhorar
a conversao alimentar, o ganho de peso e a redugédo de doencas e a mortalidade
(Figura 7). Sua constante utilizacdo também contribuiu para o desenvolvimento de
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micro-organismos resistentes a diversos antimicrobianos, segundo alguns grupos de
pesquisadores (HUR et al., 2012; WHEATLEY et al., 2014; SMID et al., 2014; PANDE
et al., 2015).

Os animais tratados com Os humanos recebem o
antibioticos podem ) : ? antibiotico e desenvolvem
< desenvolver bactérias s 4 1|6 bactérias resistentes no >
resistentes no intestino = P intestino
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carne dos animais. Quando estes N AL resistente permanece em
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forma correta, as bactérias podem u comunidade em geral

O infectar o consumidor
\ O paciente portador da bactéria
/ O / resistente é atendido no hospital
Fertilizantes ou agua, contendo Bactérias resistentes contaminam
fezes de animais com bactérias diret; te outros paci ou @
resistentes, podem ser utilizados O indiretamente por enfermeiras e
como adubo ou nos sistemas de O médicos DO (000(00
irrigagéo de plantagdes DO (000(00
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contaminadas do hospital

Figura 7. Possiveis rotas para a disseminacdo de micro-organismos resistentes a

antibioticos.

Alguns micro-organismos sdo naturalmente resistentes a determinados
antibioticos, devido a varios fatores, como por exemplo: (i) ser desprovido da estrutura
inibida pelo antimicrobiano, como micoplasmas, que ndo possuem parede celular,
deste modo séo resistentes a penicilina que possuem a funcao de inibir a sintese da
parede celular; (ii) ser capaz de modificar o antibiético para uma forma inativa; (iv) ser
capaz de modificar o alvo do antimicrobiano; (v) ser capaz de modificar sua via
metabdlica para contornar o efeito do antimicrobiano, como no caso das sulfas, que
inibem a sintese do acido folico forcando as bactérias a captarem o acido félico do
meio (BLAIR et al., 2015; MADIGAN et al., 2015). Além disso, a resisténcia também
pode ser adquirida pela transmissdo horizontal de genes de resisténcia em
plasmideos ou transposons de outros micro-organismos e por mutacdes genéticas
espontaneas. Os plasmideos sdo moléculas de DNA extracromossémicas, que
possuem genes capazes de sintetizar enzimas que modificam e inativam

antimicrobianos. A transferéncia horizontal pode ocorrer: durante a replicagcédo da
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bactéria, da célula mae para a célula filha, por conjugacao, que envolve o contato de
uma célula com outra para transferir o material genético e também pode ser mediado
por bacteriéfagos. Muitos plasmideos possuem varios genes de resisténcia, podendo
conferir multiplas resisténcia a um determinado micro-organismo (CARATTOLI, 2009;
SVARA e RANKIN, 2011; MADIGAN et al., 2015).

Para reduzir a incidéncia clinica de patdégenos resistentes aos antibioticos,
diversos paises estdo proibindo a utilizacdo de antimicrobianos nos sistemas de
criacdo de animais e estimulando a reducdo da prescricdo médica para humanos
(ANDERSSON e HUGHES, 2010; MATHER et al., 2013; WHO, 2015). Paises como
a Dinamarca, Suécia, Alemanha, Holanda, Taiwan e Unido Europeia baniram
completamente a utilizacdo de antibiéticos como melhoradores de desempenho para
animais, enquanto paises como os Estados Unidos, China, Austrélia e a Ucrania
continuam utilizando (MARON et al., 2013). O Brasil também faz parte do grupo de
paises que ainda utilizam antibioticos na producdo animal, ja que o projeto de lei n°
1847/2011 que dispunha sobre a restricdo de antimicrobianos em animais de
producéo foi arquivado (BRASIL, 2016a). Além disso, a Coordenacédo de Produtos de
Alimentag&o Animal (CPAA) e o Departamento de Fiscalizagéo de Insumos Pecuarios
(DFIP) mantém uma lista de antimicrobianos permitidos para uso em animais de
producado (BRASIL, 2016b). Nenhum pais impediu a prescricao ou comercializacéo de
antibiéticos para os seres humanos. Entretanto a OMS, em 2011, iniciou uma
campanha para estimular a reducdo da prescricdo de antimicrobianos para a
populacdo (WHO, 2011). Desde o inicio da campanha o governo brasileiro tem
adotado uma rigida conduta para a prescri¢cdo e comercializagdo de antibiéticos para
humanos (BRASIL, 2013). Outro fator que estimula a remocéao dos antimicrobianos da
cadeia de producéo de animais € o crescente aumento da comercializacdo e consumo
de produtos produzidos em sistemas de criacdo livre de antibiticos e sistema de
criagdo organicos (LI et al., 2011; BAJPAI et al., 2012; RICKE et al., 2012; VAN LOO
et al., 2012).

Estudos realizados por Walsh e Wencewiz (2014) e pelo CDC (2013), mostram
que o desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos pelos patégenos é inevitavel.
Ja ndo é mais uma questao se o patdégeno ficara resistente, mas sim, quando ficara

resistente a determinado antimicrobiano. Pela Tabela 6 pode se observar a evolucéo
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do desenvolvimento de antibidticos e quando a resisténcia pelo antibidtico foi

observada em micro-organismos.

Tabela 6. Evolucao da resisténcia a antibiéticos de uso clinico

Antibiético Desenvolvido Resisténcia Antibidtico Desenvolvido Resistén cia
observada observada
Sulfanamida 1935 1940 Gentamicina 1967 1979
Penicilina 1942 1946 Fluoroquinolonas 1980 1980
Estreptomicina 1943 1959 Imipenem 1985 1998
Clorafenicol 1947 1959 Ceftazidima 1985 1987
Tetraciclina 1948 1953 Levofloxacina 1996 1996
Eritromicina 1952 1968 Linezolida 1999 1999
Vancomicina 1956 1988 Daptomicina 2003 2003
Meticilina 1960 1961 Retapamulina 2007 2007
Ampicilina 1961 1973 Ceftarolina 2010 2011
Cefalosporina 1961 1961 Fidaxomicina 2011 2011
ﬁgl?c?ixico 1962 1962 Bedagquilina 2013 ?

Fonte: Adaptado de CDC (2013) e WASH e WENCEWICZ (2014)
2.5.2. Salmonella resistente a antimicrobianos

O aparecimento e a disseminacao de Salmonella resistente e multirresistente a
antimicrobianos é uma preocupacao global para a saude publica, ja que este patégeno
€ o principal micro-organismo isolado em alimentos em todo mundo. Poucas células
de Salmonella sdo necessarias para causar infeccao, 500 ou menos, enquanto outros
patdgenos requerem 100.000 ou mais para causar infeccao, dependendo da viruléncia
do micro-organismo (FINSTAD et al., 2012). Como o tratamento com antimicrobianos
s6 é indicado para pacientes com generalizacdo do processo, criangas, idosos e
individuos imuno comprometidos, a resisténcia do patégeno interfere no tratamento e
pode aumentar a severidade da doenca (GREENWOOD et al., 2012).

O principal antimicrobiano que Salmonella apresenta resisténcia € o éacido
nalidixico (quinolona de 12 geragéo), podendo chegar a mais de 80 % dos isolados
(ALVAREZ-FERNANDES et al., 2012; CAMPIONI et al., 2012; MAKA et al., 2014).
Entre 2011 e 2012, o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), o
European Food Safety Authority (EFSA) e o European Medicines Agency (EMA) se
juntaram para avaliar o consumo de antimicrobianos utilizados em humanos e animais

e a ocorréncia de micro-organismos resistentes na Unido Europeia. Dos casos de
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salmonelose confirmados em laboratério, 26 % o patdgeno era resistente a pelo
menos um antimicrobiano: ampicilina (derivado da penicilina), cefotaxima
(cefalosporina de 32 geracao), clorafenicol, ciprofloxacina (quinolona de 22 geracao),
gentamicina (derivado do aminoglicosideo), acido nalidixico, sulfonamida, tetraciclina,
trimetoprima (derivado da sulfanamida) (ECDC, EFSA e EMA, 2015). Nos Estados
Unidos, Salmonella resistente a antimicrobianos é responsavel por 100.000 casos de
infeccdo anualmente. Das estirpes isoladas pelo CDC, 3 % foram resistentes a
ceftriaxona (cefalosporina de 32 geracéo), 3 % foram resistentes a ciprofloxacina
(quinolona de 22 geracéo), e 5 % foram resistentes a cinco ou mais antimicrobianos
(CDC, 2013).

Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis além de serem os sorotipos
mais isolados de Salmonella spp., € 0s mais isolados em alimentos, também
pertencem ao grupo de patdgenos resistentes a antimicrobianos que mais preocupam
a saude publica (CDC, 2013). Apesar de Salmonella Enteritidis ser o sorotipo mais
prevalente, estirpes multirresistentes séo raramente isoladas. Geralmente, as estirpes
apresentam resisténcia a antimicrobianos especificos, como sulfametoxazol, acido
nalidixico, ampicilina, piperacilina e ticarcilina, mas algumas estirpes também podem
apresentar resisténcia a cefalosporinas de 12 geracdo como, a cefazolina e a
cefalotina (HUR et al., 2012; CLEMENTE et al., 2014). Em alguns casos também
podem apresentar resisténcia as fluoroquinolonas (ECDC, EFSA e EMA, 2015).

Salmonella Typhimurium isolada de suinos apresentaram multirresisténcia a
ampicilina, clorafenicol, estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina. Em alguns
isolados também foram encontrados resisténcia contra a amoxicilina associada ao
acido clavulanico, ceftiofur, imipenem e a fluoroquinolona (HUR et al., 2012; SU et al.,
2012; ECDC, EFSA e EMA, 2015). A multirresisténcia de Salmonella Typhimurium
apresenta dois padrdes: (l) resisténcia a ampicilina, kanamicina, estreptomicina,
sulfametoxazol, e tetraciclina ou (ll) resisténcia a ampicilina, -clorafenicol,
estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina (ALCAINE et al., 2007; SNOW et al.,
2007), sendo o segundo perfil 0 mais isolado na Europa, América do Norte e Asia
(HUR et al., 2012)

O aumento do aparecimento de patdgenos resistentes e multirresistentes €

preocupante, mas o desenvolvimento da resisténcia a fluoroquinolonas, a imipenem e
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as cefalosporinas sdo mais preocupantes ainda. Estes antimicrobianos sdo as
principais escolhas para o tratamento de infec¢cdes causadas por Salmonella (HUR et
al., 2012; EFSA, 2015). Como na maioria das vezes estes pacientes sao do grupo de
risco (pacientes em estado grave, criancas, idosos e imuno comprometidos), a falha

no tratamento pode resultar em morte (CHEN et a., 2013).

2.6.Bacteri6fagos

2.6.1. Descoberta e utilizacao

Os bacteriéfagos foram descritos pela primeira vez, ha um século atras, por
Frederick Twort. Em 1915, Twort relatou a ocorréncia de lises nas bordas das colonias
de Staphylococcus aureus em que estava trabalhando. Entretanto o cientista nao foi
capaz de explicar o que causava as lises, apenas descreveu o que havia acontecido
com as colbnias. Por volta de 1917, durante a primeira guerra mundial, Felix d’'Herelle
também observou a formacdo de lises nas placas cultivadas com Shigella. Os
“agentes” causadores da lise bacteriana foram filtrados, testados e nomeados
bacteriéfagos. O nome bacteriéfagos vem do grego, que significa “comedor de
bactéria” (ACKERMANN, 2012; TAYLOR, 2014).

Pouco tempo depois da descoberta, em 1919, os bacteriéfagos foram usados
para tratar pacientes hospitalizados com disenteria. Com o sucesso do tratamento,
D’Herelle e seus colaboradores fizeram varias expedices pela China, india e Africa
para tratar célera usando bacteriéfagos. Véarios produtos a base de bacteriéfagos
foram desenvolvidos entre 1930 e 1940 para combater doencas bacterianas em
humanos. Em 1930, o primeiro produto comercial feito com bacteridéfagos foi
desenvolvido pelo Institute of Vaccine and Sera, de Thilisi na Geérgia. Em 1931, duas
industrias foram fundadas na india para produzir bacteriéfagos contra a célera. No
Brasil, em 1924, o Instituto Oswaldo Cruz produziu e distribuiu solu¢des a base de
bacteriéfagos para combater a disenteria em paises da América Latina. Nos Estados
Unidos, em 1940, os produtos a base de bacteriéfagos eram destinados ao tratamento
de vérias infec¢des incluindo, abcessos, vaginites, ferimentos de pele e infeccbes
cronicas do trato respiratorio (CHANISHVILI, 2012; VERBEKEN et al., 2014).

Apesar da rapida expanséo e dos resultados promissores, 0 aparecimento dos
antibioticos em 1940 reduziu drasticamente o interesse pelos bacteriéfagos. Apenas
alguns paises do leste Europeu, como a Georgia, a Ucrania, a Polénia e a Russia
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continuaram as pesquisas com bacteridfagos no controle de infecgdes bacterianas
(HUNGARO et al., 2014; GUIMARAES et al., 2010; TAYLOR, 2014). Durante varias
décadas o antibidtico prosperou, sendo o principal agente usado no controle de
infeccbes bacterianas. Seu uso indiscriminado colaborou com o desenvolvimento de
bactérias multirresistentes responsaveis por milhares de mortes, anualmente, pelo
mundo. A atual estagnada na descoberta e desenvolvimentos de novos antibiéticos e
antimicrobianos pela indastria farmacéutica gerou uma crise mundial na saude
publica, forcando a busca e a pesquisa por novos mecanismos e agentes de controle
microbiano. Deste modo as pesquisas com bacteriéfagos foram reiniciadas em
diversas areas da saude e seguranca alimentar (GOLKAR et al., 2014; VERBEKEN et
al., 2014; SERWER et al., 2014).

2.6.2. Caracteristicas

A populacdo de bacteriéfagos em meio aquatico foi estimada entre 10* e 108
virions por mL, e 10° por g de solo, o valor total estimado da populacdo de
bacteri6fagos no planeta chega a 10%2. Mais de 6000 bacteriéfagos diferentes ja foram
descobertos e catalogados (WITTEBOLE, 2014). O Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (Committee on the Taxonomy of Viruses - ICTV) dividiu os
bacteriéfagos em 10 familias conforme a Tabela 7 (ACKERMANN, 2012; HENDRIX,
2013).

Tabela 7. Familias de bacterioéfagos definidas pelo ICTV.

Familia Caracteristicas Exemplo Morfologia
' )

Siphoviridae (a) ~ DnA dupla .fl'ta’ longo, cauda. *

DNA duplafa, caud I
Myoviridae (b) contrétLi]Ip afita, cauda T4 %\
Podoviridae (c) r[]);\loAcglrj]i)rIZﬂflna, curto, cauda T7 )
Tectiviridae (d) ~ 2NVA duplafita, proteina PRD1

5’linear, membrana interna
Microviridae (e) Eg’gg;ar;'mples! circular, OX174 4 B) n
Inoviridae (f) DNA fita simples, filamentoso M13 ﬁ @
Leviviridae (g) iF;g'sAa gzios'mples’ pequeno 5o ) -
Cysosas ) FNAGU la segmeniado. g & &
Corticoviridae (i) 5}’:28:;?:: ;‘I;ttate,rﬁgcular, PM2 D i)
Plasmaviridae (j) DNA dupla fita, circular, L2 © Q

envelopado
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Bacteriofagos séo capazes de infectar apenas espécies especificas de bactéria,
ou até mesmo subespécies dentro de uma mesma espécie (HYMAN e ABEDON,
2012). A especificidade destes bacteriofagos €, em parte, mediada por proteinas
associadas a cauda, que reconhecem e aderem em determinadas moléculas identifi
cadas na superficie bacteriana. Apos a adeséo, o bacteriéfago infecta a bactéria com
seu material genético. No interior da célula hospedeira, o bacteriéfago pode
apresentar diferentes ciclos de vida, conforme ilustrado na Figura 8, ciclo litico; ciclo

lisogénico; ciclo pseudo-lisogénico; ou infeccao crénica (WITTEBOLE, 2014).

Integragao do préfago R
\ ==~ O > O
@ Replicagao J
2 & Indugdo
- \ O

ﬂ ﬂ Segregagao
%ﬁ i Lise = 2
Brotamento % Remogao do profago (cura)
Infecgao crénlca Litico Pseudolisogénico Lisogénico

Figura 8. Ciclos de vida apresentados pelos bacteri6fagos nas bactérias hospedeiras.
Adaptado de Weinbauer (2004).

No ciclo litico, o bacteri6fago redireciona o metabolismo do hospedeiro para a
producdo de novos bacteridfagos, que sao liberados ap0s a lise da célula bacteriana.
No ciclo lisogénico, o genoma do bacteriéfago € incorporado ao genoma do
hospedeiro e permanece em um “estado de dorméncia” (préfago), e se replica
juntamente com o hospedeiro até o ciclo litico ser induzido. A infec¢do crénica ocorre
guando a célula infectada libera bacteriéfagos por brotamento ou extrusdo sem causar
a lise bacteriana (ACKERMANN, 2012; HYMAN e ABEDON, 2012). No ciclo
pseudolisogénico ndo ha insercdo do material genético no genoma bacteriano como
no ciclo lisogénico e ndo ha lise do hospedeiro como no ciclo litico. Os mecanismos

que levam ao ciclo pseudolisogénico incluem a incapacidade de infeccdo por
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inativacdo enzimética, ou por falta de receptores, ou imunidade promovida por
bacteriéfagos que passam do ciclo lisogénico para o ciclo litico. A incerteza que
envolve este ciclo de reproducao sugere que ha outros ciclos biolégicos ainda néo
reconhecidos (ACKERMANN, 2012; HYMAN e ABEDON, 2012).

2.6.3. Utilizag&o dos bacteriéfagos na industria de alimentos

Os bacteriofagos que desenvolvem o ciclo litico séo os que apresentam potencial
para o controle bioldgico de patdgenos na industria de alimentos, pois levam a lise e
morte bacteriana, e consequentemente, ao aumento da qualidade e seguranga
microbiolégica dos alimentos (ENDERSEN et al., 2014). Além disso, podem ser
utilizados em todos os estagios da linha de producéo de alimentos, do campo a mesa,
sendo utilizados por exemplo: para controlar ou reduzir a colonizacao por patdbgenos
em animais; para descontaminar carcagas, equipamentos e superficies de contato na
industria de alimentos e para estender a vida de prateleira de alimentos pereciveis
como conservantes naturais de alimentos (GARCIA et al., 2008; COFFEY et al., 2010;
SPRICIGO et al., 2013; ENDERSEN et al., 2014; NOBREGA et al., 2015).

A potencial utilizacdo de bacteriéfagos na industria de alimentos foi discutida
em recentes revisdes (MONK et al., 2010; GOODRIDGE e BISHA et al.,, 2011
ENDERSEN et al., 2014; TSONOS et al., 2014) e exemplos destas aplicacdes para o
controle de Salmonella ja foram testadas em diferentes tipos de alimentos e
superficies como: suinos antes do abate (CALLAWAY et al., 2011; ALBINO et al.,
2014); aves antes do abate (WONG et al., 2014); carne de frango, casca de ovo e
alface (SPRICIGO, 2013); pele de porco (HOOTON et al., 2011); salsicha tipo hot-
dog, peito de peru fatiado, frutos do mar e leite achocolatado (GUENTHER et al.,
2012); pele e carcaca de frango (HUNGARO et al., 2013; BENLI et al., 2015); leite
integral, suco de maca e bebida energética (ZINNO et al.,, 2014); salmdo cru e
defumado (GALARCE et al., 2014); superficies de vidro e a¢o inoxidavel (WOOLSTON
et al., 2013) e em embalagens de alimentos (GOUVEIA et al., 2015).

Diversas caracteristicas favorecem a utilizacdo de bacteriéfagos na industria de
alimentos. Dentre elas, podemos citar a capacidade dos bacteriofagos, ao contrario
dos antimicrobianos, de evoluir para contornar os mecanismos de resisténcia da
bactéria hospedeira (LABRIE et al., 2010). Sua utilizagdo ndo gera resisténcia cruzada
a antibidticos e ndo afeta a cor, sabor ou textura dos alimentos (NOBREGA et al.,
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2015). Como sua propagacao depende da presenca do hospedeiro, sdo auto
limitantes, permanecendo estaveis na auséncia do micro-organismo e se replicam na
presenca dele. Possuem natureza discriminatéria, ou seja, a maioria dos
bacteriéfagos interagem apenas com um conjunto de bactérias que expressam
determinados sitios de ligacao e bactérias sem esses receptores ndo sdo afetadas
(VANDAMME e MIEDZYBRODZKI, 2013; PHOENIX et al., 2014). O consumo de
bacteriéfagos pode ativar o sistema imune caso ndo esteja purificado e livre de
toxinas, apesar disso, nenhum estudo relatou complicacdes imunoldgicas ou efeitos
colaterais com o consumo de elevadas quantidades de bacteri6fagos até a presente
data (SARKER et al., 2012; McCALLIN et al., 2013; ENDERSEN et al., 2014).

Mais de 25 empresas pelo mundo exploram as aplicacBes clinicas e de
seguranca alimentar dos bacteriéfagos. Diversos produtos para o controle de
patégenos ja foram aprovados pelo FDA, como por exemplo o ListShield™,
EcoShield™ e SalmFres™, da Intralitix Inc., que s&o utilizados para reduzir a
contaminagao de Listeria, Escherichia coli e Salmonella respectivamente, na cadeia
produtiva de alimentos. Além disso, o0 processo de isolamento, desenvolvimento e
aplicacdo dos bacteriéfagos é relativamente facil, rapido e mais barato que o

desenvolvimento de um novo antibiético (ENDERSEN et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de bacteriéfagos no controle de
Salmonella sp. em poedeiras, ovos com casca, ovos liquidos, carne suina moida e o

efeito na microbiota intestinal de suinos.

Objetivo especificos

e Avaliar o efeito da aplicacdo dos bacteriofagos livres e
microencapsulados em ovos de galinhas poedeiras contaminadas
ou ndo com Salmonella Enteritidis

e Avaliar a possivel translocacao de bacteriéfagos para o interior dos

Capitulo | OVOS.

e Avaliar o efeito da aplicacéo de bacteriéfagos em ovos higienizados
e pasteurizados apds a contaminacdo com Salmonella Enteritidis
em diferentes temperaturas e intervalos de tempo.

e Isolar bacteriéfagos com a capacidade de lisar simultaneamente
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis

i Caracterizar morfologicamente os bacteriéfagos isolados
Capitulo Il

e Avaliar o efeito da aplicacdo dos bacteriéfagos na reducdo de
Salmonella spp. em carne moida suina e em ovos em diferentes
temperaturas e intervalos de tempo.

e Avaliar o efeito da utilizacdo dos bacteri6fagos na microbiota de
Capitulo Il suinos em comparacao a utilizacdo de antimicrobianos utilizados
como melhoradores de desempenho
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4. CAPITULO I

UTILIZACAO DE BACTERIOFAGOS LIVRES E MICROENCAPULADOS NO
CONTROLE DA CONTAMINACAO DE Salmonella ENTERITIDIS EM GALINHAS
POEDEIRAS E SEU EFEITO NA TRANSLOCAGCAO EM OVOS

RESUMO

Em granjas produtoras de ovos, geralmente, o ovo é lavado, escovado e
higienizado antes de ser embalado. Estas etapas removem a cuticula do ovo, que € o
primeiro mecanismo de defesa contra patdégenos, deixando-o0 exposto e vulneravel a
contaminagdes. A elevacao da producao e da comercializagdo ao longo dos anos foi
acompanhada pelo aumento das infecgbes, hospitalizacdes e mortes relacionadas ao
consumo de ovos contaminados sendo Salmonella Enteritidis o principal patégeno
envolvido. Este patdgeno apresenta mecanismos intrinsecos que lhe permite
interac&o particular com o trato reprodutor de aves e de alguns componentes do ovo.
Em vista do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de bacteriéfagos
no controle de Salmonella Enteritidis em poedeiras e em ovos comerciais. Foram
realizados 2 experimentos distintos. O primeiro experimento avaliou o efeito de
bacteriofagos livres e microencapsulados em ovos (clara, gema e casca) de galinhas
poedeiras contaminadas com Salmonella Enteritidis. Foram utilizadas 50 poedeiras,
distribuidas em 5 tratamentos, sendo as aves do primeiro (T1), do segundo (T2) e do
terceiro (T3) tratamentos contaminados oralmente pela ingestdo de 1 mL de
Salmonella Enteritidis (~10® UFC-mL™) enquanto os outros tratamentos (T4 e T5)
receberam apenas 1 mL de solucdo tampédo PBS esterilizado. Seis horas apés a
inoculacdo do patdgeno, e em todo periodo experimental por volta das 8 horas da
manha, as aves dos tratamentos T2 e T4 receberam 1 mL da suspencédo de
bacteri6fagos (~10° UFP-mL1), enquanto as aves dos tratamentos T3 e T5 receberam
1 mL da suspencéo de bacteriéfagos micro encapsulados (~10% UFP-mL™). Seis ovos
foram considerados as unidades experimentais de cada tratamento e as analises de
presenca e auséncia do patdgeno e dos bacteriéfagos foram realizadas nos intervalos
de 1, 3, 7, 14 e 28 dias. Das 30 amostras de casca analisados dos tratamentos T1, T2
e T3, durante o periodo experimental, o patdogeno foi detectado em 28 no tratamento
T1, 12 no tratamento T2 e 23 no tratamento T3. Salmonella Enteritidis n&o foi isolada

nos tratamentos T4 e T5. Foi possivel identificar bacteriofagos em 100% das amostras
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de casca dos tratamentos T2, T3 e T4. As aves do tratamento T1 n&o receberam
bacteriéfagos. Foi possivel isolar bacteri6fagos microencapsulados em 63,3 % das
amostras de casca do T5. Nas amostras da clara, foi possivel identificar a presenca
de Salmonella do dia 14, nos tratamentos T1 (n = 2) e no T3 (n = 1), e do dia 28, nos
tratamentos T1 (n=4), T2 (n =1) e no T3 (n = 2). Foi possivel isolar bacteriéfagos na
nas amostras da clara, no dia 7 dos tratamentos T2 (n =1) e T4 (n = 1), no dia 14 dos
tratamentos T2 (n = 2) e T4 (n = 1) e no dia 28 dos tratamentos T2 (n=2) e T4 (n =
1). Nas amostras da gema, foi possivel identificar a presenca de Salmonella no dia 7,
dos tratamentos T1 (n =4), T2 (n=1) e no T3 (n = 2), no dia 14, dos tratamentos T1
(n=6), T2(n=2)eno T3 (n=4) e no dia 28, dos tratamentos T1 (n=5), T2(n=3) e
no T3 (n =5). Nao foi possivel isolar bacteriofagos nas amostras da gema em nenhum
dos dias analisados de nenhum tratamento. A utilizacdo de bacteriéfagos livres e
microencapsulados em poedeiras resultaram na reducéo do isolamento de Salmonella
Enteritidis nos ovos analisados. O experimento dois avaliou diferentes metodologias
de higienizacdo de ovos em relacdo a presenca de Salmonella Enteritidis em
diferentes temperaturas ao longo do tempo. Os ovos (n =720) foram separados em 8
grupos contendo trés diferentes combinagbes de tratamentos, com 90 ovos cada,
sendo os tratamentos: higienizado (H), ndo higienizado (H), pasteurizado (P), néo
pasteurizado (P), com bacteri6fagos (B), e sem bacteriéfagos (B), sendo
representados por T1 (HPB), T2 (HPB), T3 (HPB), T4 (HPB), T5 (HPB), T6 (HPB), T7
(HPB), T8 (HPB). Os tratamentos foram incubados a 4 °C, 7 °C e 24 °C e analisados
nos intervalos de 1, 3, 7, 14 e 28 dias. A presenca do patégeno foi observada em
todas as amostras de casca incubada em todas as temperaturas e intervalos de
tempos. Entretanto sua detecc¢do na clara e na gema nao foi possivel quando os ovos
foram incubados a 4 °C. Os tratamentos higienizados (T5 (HPB), T6 (HPB), T7 (HPB)
e T8 (HPB)) apresentaram os maiores valores (p < 0,05) em relagcdo aos outros
tratamentos ao longo do tempo nas diferentes temperaturas. Além disso, o tratamento
T2 (HPB) obteve, os menores valores médios de crescimentos (log UFC-mL1) do
patbgeno em todas as temperaturas e amostras analisadas (p < 0,05). Estes
resultados sugerem que a higienizacdo e a pasteurizacao dos ovos podem contribuir
para a contaminacao e penetracdo do patdogeno ao longo do tempo, mesmo em baixas
temperaturas. Além disso, a utilizacdo de bacteriofagos resultou em uma contagem

média (log UFC-mL1) do patégeno inferior na maioria dos tratamentos em que foi
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utilizado. Entretanto, ndo foram encontrados na literatura estudos comparando as
etapas de higienizacdo, pasteurizacdo e utilizacdo de bacteriéfagos em relacdo a
contaminacao, concentracao e penetracao de patdbgenos em ovos, sendo assim, mais
estudos sdo necessarios para melhor caracterizar discutir estes resultados
encontrados. Mesmo assim é possivel recomendar a aplicacdo de bacteriéfagos
durante o processamento de ovos realizado pela industria de alimentos, podendo

reduzir a contaminacao de patdégenos e deixando-0s seguros por mais tempo.
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1. INTRODUCAO

O ovo € um dos alimentos mais completos que existe, sendo composto por
proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, resultado de uma eficiente transformacao
biolégica feita pela galinha poedeira. A ave transforma recursos alimentares de menor
valor bioldégico em um produto com alta qualidade nutricional para o0 consumo humano.
A transformacdo depende de fatores biolégicos relacionados a fisiologia da ave e é
influenciada pelo aporte nutricional, praticas de manejo e ambiente adequados para a
sua criacdo (BERTECHINI e MAZZUCO, 2013).

A elevacdo da producdo e da comercializacdo ao longo dos anos foi
acompanhada pelo aumento das infeccfes, hospitalizacées e mortes relacionadas ao
consumo de ovos contaminados com Salmonella Enteritidis como o principal patégeno
envolvido (EFSA, 2015; CDC, 2015). Este patdgeno apresenta mecanismos
intrinsecos que |he permite interacdo particular com o trato reprodutor de aves e
alguns componentes do ovo. Por ndo possuir um hospedeiro especifico, a infec¢ao
por Salmonella Enteritidis geralmente é assintoméatica, sem sinais de morbidade e
mortalidade. Dessa maneira, pode permanecer no ambiente de producgéo avicola sem
gue seja possivel observar qualquer indicacdo externa de infecdo das aves ou
contaminag¢do dos ovos por elas produzidos (GANTOIS et al., 2009; LORENZONI,
2010).

A infecgéo por Salmonella ocorre principalmente pela via oral-fecal. A racédo pode
ser contaminada por suplementos como farinha de carne, farinha de ossos, farinha de
peixe e proteina de soja contaminados ou transmitidos pelas fezes de roedores,
passaros ou moscas presentes nas granjas (STEVENS e GRAY, 2013). Apos a
contaminacgdo, o patdgeno coloniza o trato gastrointestinal das aves e migra para os
orgédos reprodutivos. A contaminac¢do do ovo pode ocorrer no infundibulo, no magno,
no istmo, no utero e na vagina. A composic¢ao nutricional do albimen e da membrana
vitelina permitem a sobrevivéncia e a reproducdo de Salmonella no interior do ovo
(GANTOIS et al., 2009; GROSS et al., 2015; WHILEY e ROSS, 2015). Durante a
passagem do ovo pela cloaca também pode ocorrer a contaminacdo da casca pelo
contato com fezes contaminadas. Além disso, ap0s a postura, cComo 0 0vVo esta a uma
temperatura (~40 °C) superior ao ambiente ocorre a formacédo de uma diferenca de

pressao no seu interior, resultando na succéo de particulas, sujidades e possiveis

40



micro-organismo para a superficie do ovo (SCHULTE-DRUGGELTE e SVENSSON,
2011; JONES et al., 2014; WHILEY e ROSS, 2015).

Logo apdés a postura, geralmente, o ovo € lavado, escovado e higienizado. Estas
etapas do processamento removem a cuticula do ovo, que € o primeiro mecanismo
de defesa contra patdgenos, deixando-o exposto e vulneravel a contaminacdes
(LELEU et al., 2011; GOLE et al., 2014). No Brasil a temperatura recomendada para
armazenamento dos ovos € de 8 °C a 15 °C (BRASIL, 1990). Mas como nao ha
fiscalizacdo, os ovos sao transportados das granjas em caminhfes-bau sem o controle
de temperatura, chegando aos pontos de venda a temperatura ambiente,
permanecendo nesta condicdo durante todo o periodo de comercializacdo (BARBOSA
et al., 2008; BORGES et al., 2009). A exposicdo dos ovos a diferentes temperaturas
durante o transporte e o armazenamento, juntamente com a auséncia do controle de
temperatura, facilitam a sua contaminagcdo por micro-organismos e favorecem o
crescimento de Salmonella presente na casca e/ou no interior do ovo (GROSS et al.,
2015).

Para reduzir a incidéncia clinica de patdgenos, varios paises proibiram a
utilizacao de antibidticos nos sistemas de criagdo de animais e estimulando a reducéo
de sua prescricdo para humanos (ANDERSSON e HUGHES, 2010; MATHER et al.,
2013; WHO, 2015). Além disso, outro fator que estimula a remoc¢ao dos antibiéticos
da cadeia de producao de animais, é o crescente aumento do interesse do consumidor
por alimentos produzidos de forma organica e livres de residuos quimicos, entre eles
os antimicrobianos (LI et al., 2011; BAJPAI et al., 2012; RICKE et al., 2012; VAN LOO
et al., 2012). Esta tendéncia alimentar tem estimulado o desenvolvimento de novas
metodologias de controle biologico de patdégenos, visando aumentar a seguranca e a

gualidade dos alimentos.

Com isto, o0 uso de bacteriéfagos ressurge como uma importante metodologia de
controle de patdégenos, ja que podem ser utilizados em todos os estagios da linha de
producédo de alimentos sem, contudo, afetar as propriedades sensoriais do alimento.
Diversas outras caracteristicas favorecem sua utilizacdo na industria de alimentos e
como destaque, podemos citar: a capacidade dos bacteriéfagos, ao contrario dos
antibioticos, de mutar para contornar os mecanismos de resisténcia da bactéria

hospedeira; o fato de serem auto limitantes, ou seja, permanecem estaveis na
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auséncia do patdgeno e se replicar na presenca do mesmo; por possuirem natureza
discriminatdria, ou seja, a maioria dos bacteriéfagos interagem apenas com um
conjunto de bactérias que expressam determinados sitios de ligacdo e bactérias sem
esses receptores ndo sdo afetadas (LABRIE et al., 2010; VANDAMME e
MIEDZYBRODZKI, 2013; PHOENIX et al., 2014).

Em vista do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia de
bacteriofagos livres e microencapsulados no controle de Salmonella Enteritidis em
poedeiras e em ovos comerciais. Além disso avaliou-se a possivel translocacdo dos

bacteriéfagos para o interior dos ovos.
2. MATERIAIS E METODOS

O protocolo de utilizacdo de animais proposto neste trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producdo (CEUAP-UFV). O experimento
com os animais foi conduzido no setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia e
as analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia de Patégenos de Origem
Alimentar e Hidrica (LAMPOAH) do Departamento de Tecnologia de Alimentos,

ambos pertencentes a Universidade Federal de Vigosa.
2.1. Micro-organismos

Foram utilizadas estirpes de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) resistentes ao
acido nalidixico e o bacteri6fago (BFSE18) especifico para este patdgeno,
provenientes do banco de culturas do LAMPOAH.

2.2.Propagacao e titulacdo do bacteriéfago

Inicialmente uma algada da cultura de Salmonella Enteritidis foi ativada em 5 mL
de caldo Infus@o Cérebro Coragéo (BHI; HIMEDIA, Curitiba — PR) e incubada a 37 °C
por 18 horas. Quinhentos microlitros da cultura ativa foram inoculadas em 100 mL de
caldo BHI (HIMEDIA, Mumbai — MA, india) e incubada em shaker (SL 221, SOLAB,
Piracicaba - SP) sob agitacdo de 100 rpm a 37 C durante 3 horas. Ap 0s este periodo
foi adicionado 100 pL do BFSE18 mantendo a agitagdo e temperatura durante 18
horas. A suspencéao foi centrifugada a 10.000 g (BECKMAN J2-MC, Brea — CA, EUA)
por 10 minutos a 4 € e filtrada em membrana de acetado de celulo se 0,2 um (Corning
Incorporated, Kaiserslautern - RP, Alemanha). Para avaliar a concentracdo dos

bacteriofagos livres em suspencao, foram realizadas diluicdes seriadas de 100 pL da
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suspencao de bacteriéfagos em 900 pL de tampéo SM (50 mmol-L* Tris-Hcl (pH 7,5),
0,1 mol-L'* NaCl, 8 mmol-L"* MgSOa4-7H20, 0,01 % gelatina). Dez microlitros de cada
diluicdo foram gotejadas sobre uma sobrecamada de BHI (HIMEDIA, Mumbai — MA,
india) com 0,7 % de agar (HIMEDIA, Mumbai — MA, india) adicionada de 500 pL do
patégeno ativo, disposto sobre uma superficie de agar base BHI. A concentracéo do
bacteriéfago livres em suspencéo foi determinada apés a visualizacdo das placas

incubadas por 18 horas a 37 .
2.3. Microencapsulamento

Para microencapsular o bacteriéfago, foi utilizada a metodologia proposta por
Wall et al., (2010) com algumas modificagdes. Foram utilizados 3,5 mL da suspengé&o
de bacteriéfago (~101° UFP-mL™?) misturados em 14 mL de alginato de sédio 1,5 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis - MO, EUA), preparada em tampao fosfato salina (PBS; NaCl
137 mmol-Lt, KCI 2,7 mmol-Lt, Na2HPO4 10 mmol-L%, KH2PO4 1.8 mmol-LY). Ap6s
misturar as solugdes, 1,58 mL de Span-85 (Sigma-Aldrich, St. Louis - MO, EUA) foi
adicionado, seguido pela adicdo de 70 mL de dleo de canola (Salada, Sdo Paulo -
SP). A mistura foi emulsificada utilizando um mixer (Servodyne, Vernon Hills — IL,
EUA) a 5.500 rpm durante um minuto. Apés este periodo o mixer permaneceu ligado
e 17,5 mL de uma solucéo de 0,5 % CacClz (Sigma-Aldrich, St. Louis - MO, EUA) e
0,05 % de ZnCl2 (Sigma-Aldrich, St. Louis - MO, EUA) foi adicionada por gotejamento,
mantendo o mixer ligado por mais dois minutos. As microcapsulas foram peletizadas
por centrifugacédo a 1.000 g (BECKMAN J2-MC, Brea — CA, EUA) durante 15 minutos
e todo sobrenadante foi desprezado. O pellet foi lavado em trés volumes (30 mL) de
agua destilada e peletizado novamente. O pellet foi resuspendido em um volume de
agua adicionado de dois volumes de uma solugdo de 2 % de poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich, St. Louis - MO, EUA), peletizadas novamente e resuspendidas em PBS para
serem estocadas sob refrigeracdo até o momento do uso. A concentracdo dos
bacteri6fagos nas microcapsulas foi determinada da mesma forma que o0s
bacteriéfagos livres. Foram realizadas diluices seriadas de 100 pL da suspencao de
bacteriéfagos micro encapsulados em 900 pL de tampé&o SM (50 mM Tris-Hcl (pH 7,5),
0,1 mol-L'* NaCl, 8 mmol-L"* MgSOa4-7H20, 0,01 % gelatina). Dez microlitros de cada
diluicdo foram gotejadas sobre uma sobrecamada de BHI (HIMEDIA, Mumbai — MA,
india) com 0,7 % de agar (HIMEDIA, Mumbai — MA, india) adicionada de 500 pL do

patégeno ativo, disposto sobre uma superficie de agar base BHI. A concentracdo dos
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bacteriofagos livres em suspencédo foi determinada apos a visualizacdo das placas
incubadas por 18 horas a 37 C.

2.4.Preparo da ragao

A dieta basal foi formulada a base de milho e de farelo de soja no intuito de
atender ou exceder as exigéncias propostas pelo manual da linhagem da poedeira
Hy-line W-36 (Hy-line, 2015) e as informacgdes nutricionais dos alimentos estavam de
acordo com Rostagno et al. (2011). Todos os tratamentos receberam o mesmo tipo
de racéo (Tabela 1).

Tabela 1 — Ingredientes e composicao nutricional da racao basal

Ingredientes Racao basal
Milho 61,640
Farelo de Soja, 45% PB 29,970
Oleo de Soja 4,251
Calcério 0,966
Fosfato Bicalcico 1,517
Sal comum 0,385
Premix mineral e vitaminico?! 0,300
DL-Metionina, 99% 0.169
Total 100.00
Composicao Nutricional Calculada (%)?
EM, kcallkg 3.150
PB 18,69
Célcio (Ca) 0,835
Fdosforo Disponivel (Pd) 0,387
Lisina Digestivel 0,830
Metionina + Cistina digestivel 0,600
Metionina Digestivel 0,360
Treonina Digestivel 0,600

!Premix mineral e vitaminico (fornecimento por kg do produto): Vitamina A (min.)
699999 U.I; Vitamina D3 (min.) 200001 U.l; Vitamina E (min.) 500,001 U.I;
Vitamina K3 (min.); 159,999 mg; Vitamina B2 (min.) 300 mg; Vitamina B12 (min.)
0,800001 g; Niacina (min.) 2000,001 mg; Colina (min.) 23,436 g; Acido
Pantaténico (min.) 350,001 mg; Cobre (min.) 800,01 mg; Ferro (min.) 5,001 g;
Manganés (min.) 6,999 g; Zinco (min.) 5,001 g; lodo (min.) 120 mg; Selénio
20,001 mg; Bacitracina de Zinco 2000,001 mg. ?As dietas foram formuladas de
acordo com as exigéncias propostas pelo manual da linhagem, guia de manejo
Lohmann LSL (2011) e informag6es nutricionais dos alimentos de acordo com
Rostagno et al. (2011).
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2.5.Experimento 1 - Avaliacdo da utilizacdo de bacteridfagos livres e
microencapsulados em ovos de galinhas poedeiras contaminadas com
Salmonella Enteritidis.

2.5.1. Delineamento experimental

As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizados,
composto por cinco tratamentos. Cada tratamento foi constituido por 10 aves, sendo
cada ovo considerado uma unidade experimental. Para cada tratamento foram

coletados seis ovos aleatoriamente, considerando seis repeticdes por tratamento.

Foram utilizadas 50 poedeiras da linhagem Hy-Line W-36, com 50 semanas de
idade. As aves foram alojadas em galp&o de alvenaria com cobertura de telhas de
barro, telado, com pé-direito de 2,0 m e composto internamente por gaiolas de arame
galvanizado com compartimentos de 25 cm de largura x 45 cm de profundidade x 40
cm de altura. O comedouro utilizado foi do tipo calha galvanizada percorrendo toda a
extenséo frontal das gaiolas e os bebedouros individuais, do tipo nipple, no interior de
cada gaiola. Antes do inicio do experimento, um ovo de cada ave e suas respectivas
fezes foram analisadas quanto a presenca de Salmonella e as aves que apresentaram

resultados positivos foram substituidas.

Os tratamentos foram separados dentro do mesmo galpdo a uma distancia
minima de 1 metro, entre cada tratamento, no intuito de minimizar possiveis
contaminagdes do patdégeno entre as aves e 0s ovos. As aves do tratamento T1, T2 e
T3 foram contaminadas oralmente (dose Unica) pela ingestdo de 1 mL de Salmonella
Enteritidis (~10° UFC-mL) enquanto os outros tratamentos (T4 e T5) receberam
apenas 1 mL de solucdo tampado PBS esterilizado. Seis horas apos a inoculagéo do
patdogeno, e em todo periodo experimental no periodo da manha, as aves dos
tratamentos T2 e T4 receberam 1 mL da solucéo de bacteriéfagos (~10° UFP-mL),
enquanto as aves dos tratamentos T3 e T5 receberam 1 mL da suspencéo de

bacteri6fagos microencapsulados (~10% UFP-mL™1).

T1 — Controle positivo — Aves contaminadas com Salmonella Enteritidis (ACSE)
T2 — ACSE e inoculadas com bacteriéfagos livres (BL)

T3 — ACSE e inoculadas com bacteriéfagos microencapsulados (BM)

T4 — N&o CSE e inoculadas com BL

T5 — N&o CSE e inoculadas com BM
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Os ovos foram coletados aleatoriamente, no periodo da manh&, em cinco
diferentes intervalos de tempo, sendo eles um dia, trés dias, sete dias, 14 dias e 28
dias, totalizando 150 ovos analisados durante o periodo experimental. Ao final da
tarde (entre 17 e 18 horas), os restantes dos ovos nédo coletados foram descartados
no biotério do setor de Avicultura da UFV e a frequéncia de postura anotada em ficha
apropriada. A temperatura no interior do galp&o foi monitorada diariamente. As aves
receberam ragdo e agua ad libitum e 17 horas de luz/dia durante todo o periodo
experimental, respeitando as recomendacfes de manejo do manual da linhagem. Ao
término do periodo experimental, todas as aves foram insensibilizadas por
eletronarcose (com corrente elétrica de 60 V), abatidas e incineradas. Para a
esterilizacdo dos galpdes foram utilizados dois procedimentos, no primeiro o chéo e
as paredes foram lavados com solucéo de hipoclorito de sodio 1,0 % e no segundo
procedimento, as gaiolas e comedouros foram esterilizados utilizando vassoura de

fogo.
2.5.2. Analises microbiolégicas

Foram analisadas a clara, a gema e a casca de todos os ovos coletados nos dias
um, trés, sete, 14 e 28 quanto a presenca de Salmonella e bacteri6fagos no interior
dos ovos. Para a avaliacdo da presenca de Salmonella foi utilizado o protocolo MLG
4.08 do USDA (2014), com modificacdes. Os ovos foram quebrados de forma
asséptica e suas fracdes, clara, gema e casca, separadas em frascos esterilizados.
Apds romper a gema com uma ponteira esterilizada e quebrar assepticamente a casca
do ovo manualmente em pedagos menores, adicionou-se em cada frasco 30 mL de
agua peptonada tamponada (HIMEDIA, Mumbai — MA, india) para facilitar a
proliferac@o das possiveis estirpes de Salmonella. Apés isto, as amostras foram entdo
incubadas por 24 horas, sob agitagdo em shaker (SL 221, SOLAB, Piracicaba - SP),
a 37 C. Aliquotas de 500 puL e 100 pL das amostras foram transf eridas para tubos de
10 mL de Caldo Tetrationato (TB; Becton Dickison Company, Franklin Lakes — NJ,
EUA) e caldo Rappaport-Vassiliadis (RV; Becton Dickison Company, Franklin Lakes —
NJ, EUA), respectivamente, e incubados a 42 T por 18 horas. De cada tubo foi
retirada uma alcada de 10 pL, estriada em placas de Xilose Lisina Tergitol 4 (XLT4;
Becton Dickison Company, Franklin Lakes — NJ, EUA) suplementadas com acido

nalidixico (50 ug'mL™?) e incubadas a 37 C por 18 horas.
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A avalicdo da presenca dos bacteriofagos foi realizada apos a analise da
presenca de Salmonella, no restante da amostra. Uma aliquota de 10 mL de uma nova
cultura ativa de Salmonella foi adicionada a cada frasco contendo clara, gema e casca
dos ovos e novamente incubadas por 18 horas, sob agitacdo no shaker (SL 221,
SOLAB, Piracicaba - SP), a 37 C. Uma aliquota de 1 mL de cada fr asco foi transferida
para microtubos esterilizados. As amostras foram centrifugadas a 13.000 g (Hettich
Mikro 200R, Tuttlingen - BW, Alemanha), a 4 T e o sobrenadante transferido para
novos microtubos esterilizados. Aliquotas de 10 uL de cada amostra foram gotejadas
sobre uma sobrecamada de BHI (HIMEDIA, Mumbai — MA, india) com 0,7 % de agar
(HIMEDIA, Mumbai — MA, india) adicionada de 500 pL de cultura ativada de
Salmonella, disposta sobre uma superficie de agar base BHI (HIMEDIA, Mumbai —
MA, india). A presenca ou auséncia de bacteri6fagos foi determinada apés incubacéo
da placa de BHI (HIMEDIA, Mumbai — MA, india) por 18 horas a 37 T mediante
observacédo e contagem das placas de lise.

2.6.Experimento 2 - Avaliagdo dos tratamentos em ovos apls a
contaminacdo com Salmonella Enteritidis

2.6.1. Preparacao da suspencao de bacteridfagos

ApOs a propagacao do bacteriéfago conforme descrito no item 2.2, o titulo do
bacteriéfago foi aumentado utilizando a metodologia proposta por Colombet et al.,
(2007). Uma suspencédo de polietileno glicol (PEG; Sigma-Aldrich, St. Louis - MO,
EUA) 40 % e 2,5 mol-Lt NaCl, foi adicionada na proporcdo 1:4 em caldo BHI
(HIMEDIA, Mumbai — MA, india) contendo bacteriéfagos a 10° UFP-mL™, o meio foi
agitado vigorosamente e incubado por 18 horas a 4 °C. O sobrenadante foi removido
com cuidado, e o restante transferido para tubos de centrifuga. A suspengéo foi
centrifugada a 13.000 g (Hettich Mikro 200R, Tuttlingen - BW, Alemanha) durante 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet resuspendido em agua Mili-
Q esterilizada. Nos tubos foi adicionado 1 mol-L"* de KCI e centrifugado a 13.000 g
(Hettich Mikro 200R, Tuttlingen - BW, Alemanha) durante 15 minutos a 4 °C
novamente. O sobrenadante foi recolhido e a concentracéo foi avaliada para permitir
a padronizacao da suspencéao de bacteriofago durante o experimento. Para avaliar a
concentracdo dos bacteridfagos livres em suspencdo, foram realizadas diluicdes
seriadas de 100 pL da suspencdo de bacteriofagos em 900 pL de tampdo SM (50

mmol-Lt Tris-Hcl (pH 7,5), 0,1 mmol-L"? NaCl, 8 mmol-L* MgS04-7H20, 0,01 %
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gelatina). Dez microlitros de cada diluicdo foram gotejadas sobre uma sobrecamada
de BHI (HIMEDIA, Mumbai — MA, india) com 0,7 % de agar (HIMEDIA, Mumbai — MA,
india) adicionada de 500 pL do patégeno ativo, disposto sobre uma superficie de agar
base BHI. A concentracdo dos bacteriéfagos em suspencao foi determinada apos a
visualizagdo das placas incubadas por 18 horas a 37 € e uma suspencgédo de
bacteriéfagos a 10° UFP-mL foi elaborada em tampéo PBS.

2.6.2. Preparacao dos ovos

Foram coletados, no setor de Avicultura da UFV, um total de 720 ovos frescos,
aleatoriamente. Estes ovos foram separados em grupos que consistiam em oito
combinac¢des de tratamentos, com 90 ovos cada. Os tratamentos foram: higienizacéo
(H), ndo higienizagdo (H), pasteurizagdo (P), ndo pasteurizacdo (P), utilizacdo de
bacteriéfagos (B), e ndo utilizacédo de bacteriéfagos (B).

A higienizagéo (H) dos ovos foi feita da seguinte maneira: os ovos foram lavados,
escovados vigorosamente e secos a temperatura ambiente (£ 24 °C). A pasteurizagao
(P) dos ovos foi realizada em banho maria a 60 °C por 3,5 minutos, conforme descrito
pela Portaria n® 01, de 21 de fevereiro de 1990 do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA; Brasil, 1990). ApGs o0 processo de pasteurizacdo 0S 0vos
foram secos em temperatura ambiente (+ 24 °C). Os ovos tratados com bacteriéfagos
(B) foram imersos em suspencédo tampdo contendo bacteriéfagos a 10° UFP-mL™?
(item 2.6.1) por 30 segundos. Apo6s imersdo os ovos foram deixados a temperatura
ambiente até sua completa secagem. Apds secagem, todos os ovos foram
contaminados com Salmonella Enteritidis. Os ovos foram submersos em uma solucao
tamp&o SM, com aproximadamente 10* UFC-mL* de Salmonella Enteritidis, durante
30 segundos e transferidos para um suporte onde foram secos em temperatura

ambiente.
2.6.3. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo
8 tratamentos representados pela combinacbes das condicbes descritas
anteriormente, T1 (HPB), T2 (HPB), T3 (HPB), T4 (HPB), T5 (HPB), T6 (HPB), T7 (
HPB), T8 (HPB), por cinco dias de amostragem (1, 3, 7, 14 e 28) em trés temperaturas

(4, 7 e 24 °C), com 6 repeticdes para cada tratamento.
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2.6.4. Analises microbiolégicas

Foram analisadas a clara, a gema e a casca de todos os tratamentos coletados
guanto a presenca e concentracdo de Salmonella presente nas amostras. Para a
guantificacdo de Salmonella foi utilizada a metodologia de espalhamento de superficie
direta em XLT4 (Becton Dickison Company, Franklin Lakes — NJ, EUA). Para isso, 0s
ovos foram quebrados de forma asséptica e suas fracdes, clara, gema e casca,
separadas em trés recipientes esterilizados. Todas as fracfes foram separadas para
evitar possiveis contaminacdes cruzadas entre as amostras. Usando uma luva
esterilizada para cada ovo, a clara foi separada da gema cuidadosamente, evitando
gue a membrana envolta ha gema se rompesse. A casca foi quebrada em pedacos
menores usando um pildo esterilizado. Para permitir a coleta de material da casca, 10
mL de uma solucdo tampédo PBS foi acrescentada para permitir a eluicdo do patégeno
para o meio. Apos 10 minutos de contato (solugdo - casca), foram coletados 100 L e
espalhados em superficie do agar XLT4, em duplicata, e incubadas e 37 °C por 24
horas. Placas que ndo apresentaram crescimento do patdgeno foram re-incubadas a
37 °C por mais 24 horas para confirmacao do resultado. A concentragéo bacteriana
(UFC-mL?) foi convertida em escala logaritmica (logio UFC-mL) para a andlise

estatistica.
2.7.Analise estatistica

Todos os dados gerados passiveis de analises estatistica foram analisados
usando o software R, versdo 3.2.3 (The R Fundation, Vienna, Austria). As diferencas
das médias entre os tratamentos foram avaliadas pelo teste de Tukey-Kramer e a

diferenca significativa foi determinada usando p < 0,05.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1.Experimento 1 - Avaliacdo da utilizagcdo de bacteriéfagos livres e
microencapsulados em ovos de galinhas poedeiras contaminadas com
Salmonella Enteritidis.

Nos primeiros dias ap0s a contaminacdo por Salmonella Enteritidis, as aves do
controle positivo (T1), apresentaram um quadro clinico de apatia e quatro aves
apresentaram diarreia no dia seguinte a inoculacdo do patdgeno. Durante o periodo
experimental houve reducéo (P < 0,05) na postura de ovos das aves do T1, que obteve

78,75 % do percentual de producdo de ovos, enquanto o percentual dos outros
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tratamentos variou entre 85 e 89 % (T2, 86,6 %; T3, 85,5 %; T4 88,75, %; T5, 87,1 %),
considerado 6timo para aves entre 48 e 61 semanas de idade (Hy-line, 2015).

Um total de 150 ovos foram quebrados e suas fracoes analisadas quanto a
presenca de Salmonella e bacteriéfagos na sua composi¢do. A Figura 1 ilustra o
namero de foram detectados a presenca de Salmonella Enteritidis e bacteriéfagos

para os diferentes tratamentos.
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Figura 1. Percentual de detecgdo de Salmonella Enteritidis (A) e bacteriéfagos (B)
nas cascas de ovos durante o periodo de postura para os diferentes
tratamentos. T1 — ACSE, T2-ACSE +BL, T3—-ACSE +BM, T4-BL e
T5 - BM.

Durante o periodo experimental o patégeno foi detectado em 70 % (n = 63) das
90 amostras de casca (Figura 1), sendo 28 no tratamento T1, doze no tratamento T2
e 23 no tratamento T3. A aves tratadas com bacteridéfagos livres apresentaram menor
deteccdo do patdgeno na superficie da casca, sugerindo que possa ter ocorrido

reducdo da contaminacao pelo patégeno.

Apesar das proteinas (lisozima e N-acetilglicosaminidase) presentes na
membrana da casca possuirem atividade antimicrobiana, estas ndo conseguiram
impedir a sobrevivéncia de Salmonella na casca dos ovos (ADHAM et al., 2013). Além
disso, como o patdégeno coloniza o ovario e o trato gastrointestinal, existem duas
formas de infectar os ovos, uma com o contato da casca com fezes contaminadas na
cloaca e outra pela contaminacéo interna dos ovos dentro do oviduto, justificando
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assim, a elevada presenca do patégeno na casca dos ovos em relacdo a clara e a

gema.

A utilizacdo de bacteriéfagos livres (T2) reduziu a presenca do patégeno na
primeira semana e ao longo das semanas seguintes em relagdo aos tratamentos T1
e T3. Assim como ocorreu na clara e na gema a utilizacdo dos bacteriéfagos néo
eliminou completamente o patégeno, mas sua utilizacdo foi capaz de reduzir a
presenca do patdogeno ao longo do tempo. Como a aplicacdo dos bacteridfagos
ocorreu diariamente é justificavel que a maior concentracdo de bacteriéfagos esteja
na casca, ja que o ovo passa pela cloaca sendo o mesmo caminho utilizado pelas
fezes que poderiam ter bacteriéfagos. A menor presenca de bacteriéfagos nos ovos
do tratamento T5 é justificAvel pela provavel auséncia do patdégeno no interior do trato
gastrointestinal limitando sua replicacdo e menor concentracéo nas fezes (OLIVEIRA
et al., 2009).

O numero de amostras onde foi possivel verificar a presenca de Salmonella e de

bacteriéfagos na clara dos ovos € ilustrada na Figura 2.
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Figura 2. Percentual de detec¢cdo de Salmonella Enteritidis (A) e bacteriéfagos (B)
nas claras de ovos durante o periodo de postura para os diferentes
tratamentos. T1 — ACSE, T2 - ACSE +BL, T3-ACSE +BM, T4 -BL e
T5 - BM.
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Foi possivel detectar Salmonella em dois ovos do T1 e em apenas um ovo do T3
nas analises do dia 14. Nas andlises do dia 28 o patdgeno foi detectado em quatro,
uma e duas amostras da clara para os T1, T2 e T3 respectivamente. Diversos fatores
contribuem para essa baixa detec¢cédo, uma delas sédo as diversas proteinas presentes
no albumen que apresentam atividades antimicrobianas, impedindo assim o
crescimento e a propagacdo de micro-organismos na clara (WELLMAN-LABADIE et
al., 2008; HOWARD et al., 2012; ADHAM et al., 2013). Além deste, fatores como a
dose infectante (GAST et al., 2011), estirpe do micro-organismo (GOLE et al., 2014a;
PASQUALI et al., 2016), idade da ave, viscosidade e pH do albumen (SAMLI et al.,
2005), velocidade de contaminacéo do ovario e oviduto (MADDADI et al., 2010), e as
limitacbes da técnica de isolamento (GOLE et al.,, 2014b), contribuem para a
justificativa da deteccéo de apenas 11,1 % (n = 10) do patdégeno em relacdo as 90

amostras de clara analisadas.

Diversas proteinas e peptideos presentes no albumen possuem efeitos
antimicrobianos, como a ovoalbumina, a ovotransferrina, ovoflavoproteina e a
lisozima, por exemplo. Apesar da ovoalbumina representar 54 % do conteudo total da
clara, sua atividade antimicrobiana ocorre apenas em bactérias gram positivas.
Entretanto, estudos com a proteina X relacionada a ovoalbumina mostrou atividade
antimicrobiana em bactérias gram negativas (REHAULT-GODBERT et al., 2013). A
ovotransferrina e a ovoflavoproteina agem reduzindo a disponibilidade de ferro e
riboflavina, respectivamente, no meio enquanto a lisozima age degradando a parede
celular das bactérias (REHAULT-GODBERT et al., 2011; ADHAM et al., 2013). Estas
proteinas, dentre outras com atividade antimicrobiana, podem ter contribuido para
impedir o crescimento e desenvolvimento de Salmonella na clara. Além disso, o
patdogeno foi detectado em apenas uma das amostras do tratamento com

bacteriéfagos livres.

Foi possivel detectar a presenca de bacteriofagos livres (T2 e T4) no interior da
clara a partir de uma semana de tratamento (Figura 2), contudo, néo foi possivel isola-
lo no interior da gema. Os bacteri6fagos mostraram ser um potencial suplemento para
a alimentacédo de poedeiras no controle de Salmonella ja que foi possivel isola-lo tanto
na clara quanto na casca. A deteccédo de bacteriofagos ocorreu com maior frequéncia

no tratamento em que as aves haviam sido contaminadas com Salmonella. Entretanto,
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nao foi possivel detectar a presenca de bacteriéfagos em nenhuma das amostras de
clara e de gema de aves tratadas com bacteriéfagos microencapsulados. O método
de microencapsulamento, o local onde os bacteriéfagos foram liberados no intestino,
assim como a concentracao final dos bacteriéfagos no interior das microcapsulas,

podem ter interferido na presenca do bacteriéfago no interior da clara.

Se bactérias e virus podem se translocar através das barreiras intestinais, € de
se esperar que 0s bacteri6fagos também consigam passar através da parede
intestinal, alcancando a corrente sanguinea (GORSKI et al., 2006). Apesar de nao ter
encontrado estudos relacionando a translocagcédo de bacteri6fagos para o ovéario ou
ovos de galinhas poedeiras, o estudo realizado por Oliveira et al., (2009) foi capaz de
isolar bacteriéfagos no figado, no baco e no duodeno de aves, justificando que a
administracdo oral de elevadas concentracdes de bacteriéfagos pode resultar na

circulagdo sistémica e consequentemente translocacéo de bacteriéfagos para 6rgaos.

O numero de gemas onde foi possivel verificar a presenca de Salmonella e de

bacteriéfagos na gema dos ovos ¢ ilustrada na Figura 3.
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Figura 3. Percentual de deteccéo de Salmonella Enteritidis (A) e bacteriofagos (B)
nas gemas de ovos durante o periodo de postura para os diferentes
tratamentos. T1 - ACSE, T2 - ACSE +BL, T3—-ACSE + BM, T4 -BL e
T5 - BM.

Em relacdo a gema (Figura 3), o patogeno so6 foi detectado a partir de uma
semana de contaminacdo em 33,3 % das amostras analisadas. Assim como neste
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trabalho, Gast et al., (1995) observou um pico de deteccdo de Salmonella Enteritidis
no interior da gema entre 11 e doze dias ap0s a infeccdo inicial. A deteccdo do
patdgeno na gema ocorreu uma semana antes da deteccéo na clara, indicando que a

contaminacao pode ter iniciado na gema e posteriormente contaminado a clara.

ApOs a colonizagéo do intestino delgado, o patdgeno invade as células M das
placas de Peyer. Neste local estdo concentrados linfocitos e macrofagos que
capturam o patdégeno e o transportam para o linfonodo, baco ou figado do animal.
Como Salmonella possui diversos fatores de viruléncia, o patégeno consegue
sobreviver e se disseminar nestes 6rgaos (HAGARA et al., 2009; REIS e HORN,
2010). Como a sintese dos precursores da gema ocorrem no figado das galinhas
poedeiras, sendo estes secretados no plasma e transferidos via corrente sanguinea
para o odcito, provavelmente o patégeno utiliza a mesma via para alcancar o ovario
(SCHNEIDER, 2009). Segundo Maddadi et al., (2010), apds a necropsia de poedeiras
contaminadas com Salmonella Enteritidis, foi possivel observar a presenca do
patdgeno no intestino, no figado, no ovario e no oviduto dos animais. Este resultado
indica que para infectar o ovéario, o patdégeno necessita primeiramente alcancar a

corrente sanguinea, causando uma infecc¢éo sistémica.

O patdégeno presente no ovario entra em contato com o foliculo pré-ovulatério
sendo incorporado a gema (HOWARD et al.,, 2005). Assim que a gema chega ao
infundibulo ocorre a formacdo da membrana vitelina que possui a fungéo de proteger
a gema, e consequentemente acaba protegendo a Salmonella contra as proteinas
antimicrobianas presentes na clara (NEVES e HENRY, 2012). A lipoproteinas
presentes na gema também possuem atividade antimicrobiana. Entretanto, estas
proteinas ndo causam danos em estirpes de Salmonella. Além disso, a composi¢ao
nutricional da gema permite o crescimento do patdgeno em seu interior (GANTOIS et
al., 2009; GROSS et al., 2015; WHILEY e ROSS, 2015).

Em relacdo a analise feita na gema podemos perceber que a presenca de
Salmonella Enteritidis foi menor em todos os tratamentos que utilizaram bacteriéfagos.
Em relagéo ao tratamento T2, o patdégeno foi detectado em apenas uma amostra apos
uma semana, duas amostras apos duas semanas e em trés amostras apds a quarta

semana de tratamento, enquanto no tratamento T3, o patdégeno foi detectado em
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apenas duas amostras apés uma semana, quatro amostras apc')s duas semanas e em

cinco amostras apc’)s a quarta semana de tratamento.

Mesmo néo tendo sido detectado no interior da gema (Figura 3), os bacteriéfagos
podem ter contribuido para a reducao da presenca do patdégeno ao longo do periodo
experimental. Mais estudos devem ser realizados para elucidar os mecanismos de
translocacao dos bacteridfagos para o interior dos ovos e 0s motivos que resultaram
na presenca de bacteriéfagos livres na clara e ndo na gema.

3.2.Experimento 2 - Avaliagdo dos tratamentos em ovos apos a
contaminacao com Salmonella Enteritidis.

O processo de pasteurizacdo dos ovos, tem por objetivo reduzir a possivel carga
bacteriana presente na casca a niveis seguros para o consumidor. Segundo Michalski
et al., (1999), o processo de pasteurizacdo pode reduzir até 9D de Salmonella
Enteritidis em ovos com casca dependendo do binbmio tempo/temperatura utilizado.
Durante o processo de pasteurizacdo utilizado neste experimento foi observado
comportamento diferenciado entre os ovos higienizados e nao higienizados conforme

ilustrado na Figura 4.

Figura 4. Pasteurizacdo dos ovos. (A — Ovos higienizados, B — ovos nao
higienizados)
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Durante a pasteurizagao foi observado a formagéao de pequenas bolhas ao redor
de toda a casca dos ovos ndo higienizados. J& nos ovos higienizados observou-se
uma coluna de bolhas “escapando” dos ovos conforme destacado na Figura 4. A
remocao da cuticula durante a higienizacao resultou na exposi¢ao dos poros da casca.
Os poros assim expostos permitem a entrada de &gua, ar, microparticulas e micro-
organismos para o interior da camara de ar. Desta forma, a higienizagdo de ovos
contribui para a aceleracdo da penetracéo do patdbgeno em seu interior uma vez que
a umidade presente na camara de ar poderia contribuir para a locomocéao do patégeno
no seu interior, acelerando assim, sua passagem pela membrana interna, penetracao

e contaminagao da clara e da gema (GOLE et al. 2014).

A presenca do patdégeno foi observada em todas as cascas dos ovos incubados.
Entretanto sua deteccdo na clara e na gema nao foi possivel quando incubados a 4
°C. A Tabela 2 apresenta os valores médios de crescimento do patdgeno na casca
dos ovos incubados a 4 °C.

Tabela 2. Concentracdbes médias de Salmonella Enteritidis (log UFC-mL™%)
presentes na casca dos ovos incubados a 4 °C.
Dias
Tratamentos
3 7 14 28

Tl 1,95 + 0,192 N/D 1,81 + 0,092 2,10 £0,06% 2,20 % 0,09Pcd
T2 1,17 £0,07¢ N/D N/D 1,78 £0,08¢ 2,09 +0,13¢
T3 2,04+0,133  132+0,212 2,100,152 2,16 £0,09% 2,24 +0,14bcd
T4 1,84 +0,08° N/D 1,70 £0,13P 1,95+0,10% 2,18 +0,17¢
T5 2,27 + 0,052 N/D 2,23+0,112 2,34+0,052 2,40 + 0,092
T6 2,15+0,152 N/D 2,26 +0,192 2,30+0,09% 2,39+0,112
T7 2,30+0,122  1,38+0,302  2,28+0,112 2,40+0,122 2,510,072
T8 2,17 £0,102 N/D 2,25+0,132 2,39+0,052 2,520,042

Médias das contagens acompanhadas pela mesma de letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de

significancia de 5 %. N/D - Nao detectavel: T1 (HPB); T2 (HPB); T3 (HPB): T4 (HPB): T5 (HPB); T6 (HPB); T7 (HPB); T8 (HPB):

E possivel observar que em todos os intervalos de tempo (1, 3, 7, 14 e 28) o
tratamento T2 (HPB) apresentou a menor (p < 0,05) contagem do patégeno em relagéo
a todos os outros tratamentos. Além disso, os valores das analises do tratamento T2
(HPB) no terceiro dia e na primeira semana foram tio baixos que nao foi possivel

detecta-los pela técnica de contagem utilizada.
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No terceiro dia foi possivel detectar o patdgeno apenas nas amostras dos
tratamentos T3 (HPB) e T7 (HPB). Como a temperatura de crescimento do patégeno (5
°C a 47 °C) é superior a temperatura de incubacao (4 °C), Salmonella necessita
sintetizar proteinas de resposta ao choque térmico e alterar sua fisiologia de
membrana para conseguir sobreviver (PUI et al., 2011). Estas proteinas permitem a
sobrevivéncia do patdgeno em baixas temperaturas, mas diminuem sua eficiéncia
durante a replicacdo (MANDIGAN et al., 2015) o que explica a baixa concentracdo do
patdgeno a 4 °C em relac&o as outras temperaturas de incubacéo e sua ndo deteccao

nas amostras do terceiro dia.

Dependendo da intensidade do stress Salmonella pode entrar em um estado
fisiolégico de dorméncia denominado viavel nao cultivado (VNC). Em experimento
realizado por ASAKURA et al., (2002) foi observado que Salmonella Oranienburg
entrou no estado VNC apds ser incubada a 4 °C por 24 horas. Para que o patdgeno
deixe o estado VNC e retome 0 crescimento € necessario, em alguns casos, apenas
a retirada do fator de inducdo, mas em outros casos pode ser um evento muito mais
complexo (TORTORA et a., 2013). Como o patdgeno cresceu ao longo dos dias,
provavelmente ele ndo entrou no estado VNC, além disso, existe outro fator que pode
justificar a auséncia do patégeno no terceiro dia e nas amostras de clara e gema, que
€ a limitacdo de deteccdo da técnica utilizada. No caso, Salmonella pode estar
presente em concentracfes tdo baixas que o plagueamento direto ndo conseguiu

detecta-la.

Observando os valores médios das contagens do patdégeno, na segunda e na
guarta semana das analises, € possivel afirmar que os tratamentos higienizados (T5
(HPB), T6 (HPB), T7 (HPB) e T8 (HPB)) apresentaram os maiores valores (p < 0,05)
em relacdo aos outros tratamentos ao longo do tempo (Figura 5a). Em relacdo ao
tempo de incubacdo € possivel observar que os tratamentos submetidos a
pasteurizacdo (Figura 5b), ou ndo, e submergidos em bacteriéfagos (Figura 5c¢), ou
nao, apresentaram valores de contagens médias do patdégenos similares (p > 0,05).
Também é possivel observar que a partir da primeira semana 0s ovos higienizados
apresentaram valores meédios de contagens superiores aos que ndo foram

higienizados (p < 0,05).
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Figura 5. Efeito da aplicac&o (sim) ou ndo da higienizagao (a), da pasteurizagao
(b) e de bacteriéfagos (c) das amostras de casca dos ovos incubados a
4°C, em relacao ao crescimento médio do patégeno ao longo do tempo.

O processo de higienizacao, conforme citado anteriormente, remove a cuticula
da casca. A cuticula pode penetrar até 50 um de profundidade nos poros. A casca
possui entre 7.000 e 17.000 poros e a espessura do poro pode variar entre 10 e 60
um (ROSE-MARTEL E HINCKE, 2013). Como Salmonella mede entre 0,7 e 1,5 por
2,0 e 5,0 ym, a remocéao da cuticula facilita sua adesdo e multiplicacdo nos poros da
casca, justificando a maior contagem média do patdgeno apresentada pelas amostras
dos tratamentos que foram higienizados em relacdo aos que nao foram. O efeito da
higienizacdo também foi observado por Gole et al., (2014a), que relataram maior
contaminagao da casca de ovos lavados e higienizados em relagao ao grupo controle,
gue nédo havia sido submetido a nenhum tratamento, sugerindo que a limpeza do ovo
realizada pela industria pode ser eficaz para remover sujidades da casca, entretanto

deixa o ovo susceptivel a contamina¢des futura pelo patdgeno.

Ao contrario do que ocorreu a 4 °C, foi possivel detectar a presenca do patégeno
na clara e na gema dos os ovos incubados a 7 °C (Tabela 3). Entretanto, essa
deteccdo ocorreu a partir da primeira semana na clara (T7 (HPB)), e na Gltima semana
de andlise das amostras de gema (T3 (HPB) e T8 (HPB)). Apesar do patégeno ter sido
detectado na clara, ndo foi possivel a realizacdo dos testes estatisticos entre estes
tratamentos da primeira semana devido ao baixo niumero de amostras onde o
patégeno havia sido detectado. As amostras de gema e clara do T2 (HPB) nao
apresentaram deteccdo do patégeno. Este resultado estd possivelmente relacionado
a primeira barreira de protecéo da casca, a cuticula, associada a prote¢cdo promovida
pela aplicacdo do bacteridéfago, que em conjunto podem ter contribuido para a reducéo

da contaminacgéo e penetracdo do patdgeno na clara e na gema.
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Tabela 3. Médias da contagem de Salmonella Enteritidis (log UFC-mL?) nas
amostras de clara, de gema e de casca dos ovos incubados a 7 °C.
Clara
Dias
Tratamentos 1 3 y 12 8
T1 N/D N/D N/D N/D 1,45 + 0,07°
T2 N/D N/D N/D N/D N/D
T3 N/D N/D N/D 1,38 +0,12> 1,52 +0,182
T4 N/D N/D N/D N/D 1,47 £ 0,10P
T5 N/D N/D N/D 1,47 £0,10° 1,81+ 0,042
T6 N/D N/D N/D N/D 1,75 + 0,29P
T7 N/D N/D 1,69+0,12  1,94+0,162 2,11+0,23?
T8 N/D N/D N/D 1,83+0,072  1,83+0,17%
Gema
Dias
Tratamentos 1 3 7 1 >3
T1 N/D N/D N/D N/D N/D
T2 N/D N/D N/D N/D N/D
T3 N/D N/D N/D N/D 1,32 £0,15P
T4 N/D N/D N/D N/D N/D
T5 N/D N/D N/D N/D N/D
T6 N/D N/D N/D N/D N/D
T7 N/D N/D N/D N/D 1,97 +£0,032
T8 N/D N/D N/D N/D N/D
Casca
Dias
Tratamentos 1 3 7 1 >3
T1 2,09+0,15% 220+0,142  2,48+0,07" 2,91+0,29% 3,44 +0,16%
T2 2,06+0,15°  2,17+0,108  2,19+0,13*  2,28+0,50* 2,33 +0,59¢
T3 2,27 +0,07% 2,30+0,132  2,52+0,17" 2,97 £+0,42% 3,41 +0,29%
T4 2,12+0,37% 224+0,112  2,51+0,19® 2,66+0,37"  3,15+0,32°
T5 2,30+0,10®® 2,48+0,132  2,64+0,36> 3,11+0,43% 3,56 +0,21%
T6 2,22+0,20°  2,29+0,072  2,65+0,45%> 3,12+0,21%> 3,56 + 0,30%
T7 2,42+0,092  250+0,352  3,12+0,502  3,40+0,492 3,70 + 0,422
T8 2,22+0,09% 252+0,332  3,19+0,358  3,41+0,082 3,68 +0,452

Médias das contagens acompanhadas pela mesma de letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de

significancia de 5 %. N/D - N&o detectavel; T1 (HPB); T2 (HPB); T3 (HPB); T4 (HPB); T5 (HPB); T6 (HPB); T7 (HPB); T8 (HPB).

O patégeno foi detectado em todas as amostras das cascas dos ovos incubados
a 7 °C. As guatro maiores médias de crescimento (log UFC-mL™1) do patégeno, foram
encontradas nas amostras de cascas incubadas a 7 °C dos tratamentos T5 (HPB), T6
(HPB), T7 (HPB) e T8 (HPB), sendo estes os mesmos tratamentos que apresentaram
0os maiores valores médios de crescimentos (log UFC-mL?) do patégeno quando

incubadas a 4 °C.
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A higienizacdo (Figura 6a), a pasteurizacdo (Figura 6b) e a utilizacdo de
bacteriéfagos (Figura 6c) apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) na
contagem média do patégeno nas amostras da clara e da casca, ao longo do tempo.
N&o foi possivel a realizacéo de teste estatistico para as amostras de gema devido ao
baixo nimero de amostras onde o patdégeno havia sido detectado. A 7 °C é possivel
inferir que houve penetracdo do patégeno no interior dos ovos. Segundo Howard et
al., (2012), a cuticula perde seu efeito protetor apds 4 dias, justificando a penetracéo

do patégeno a partir das analises da primeira semana.
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Figura 6. Efeito da aplicacéo (sim) ou ndo da higienizacéo (a), da pasteurizacao
(b) e de bacteridéfagos (c) das amostras de clara, de gema e de casca
dos ovos incubados a 7 °C, em relacdo ao crescimento médio do
patdgeno ao longo do tempo.
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Vérios fatores contribuem para a baixa deteccédo do patégeno. Para colonizar a
clara o patdégeno precisa ultrapassar as barreiras fisicas da casca, como a cuticula,
0S poros e as membranas, por exemplo. ApGs a penetracdo, o patdbgeno precisa
superar as barreias quimicas presentes na clara, como o pH e as proteinas
antimicrobianas, por exemplo. Estas barreiras fisicas e quimicas, somadas com a
necessidade de se adaptar ao crescimento em baixas temperaturas, justificam o baixo

crescimento do patdgeno na clara.

Além dos fatores citados a cima, para colonizar a gema o patégeno também
precisa ultrapassar a membrana vitelina que também possui agentes antimicrobianos.
Segundo DeWinter et al., (2011), o crescimento de Salmonella na clara € lento e
ocorre em porcdes limitadas, fazendo com que a contaminacdo da gema seja rara,
mas possivel. Para que o patdgeno alcance a gema € necessario que a viscosidade
do albumen diminua e que o pH aumente, resultando no aumento da permeabilidade
da membrana vitelina, permitindo assim a penetracdo de Salmonella no interior da
gema. A viscosidade e o pH sdo diretamente influenciadas pelo tempo e pela
temperatura de incubacdo (RAGHIANTE et al., 2010; HOWARD et a., (2012). Além
disso, a utilizacao de bacteri6fagos também pode ter contribuido para a ndo deteccao
do patdgeno nas amostras.

A 24 °C o patogeno foi detectado precocemente na clara e na gema em relacao
as outras temperaturas (Tabela 4). Conforme a temperatura aumenta, o crescimento
e a contagem do patégeno aumentam na superficie da casca, aumentando assim sua
penetracdo no interior do ovo (Gole et al., 2014). Tanto na clara, quanto na gema e na
casca os tratamentos T5 (HPB), T6 (HPB), T7 (HPB) e T8 (HPB) apresentaram 0s
maiores valores médios de contaminacdo em relacdo as outras temperaturas de
incubacdo (p < 0,05). Além disso, o tratamento T2 (HPB) obteve, novamente, os
menores valores médios de crescimentos (log UFC-mL1) do patégeno em todas as

temperaturas e amostras analisadas (p < 0,05).
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Tabela 4. Médias da contagem de Salmonella Enteritidis (log UFC-mL?) nas
amostras de clara, de gema e de casca dos ovos incubados a 24 °C.
Clara
Dias
Tratamentos
3 7 14 28
T1 N/D N/D N/D 1,97 +0,24P 2,10 +0,23¢d
T2 N/D N/D N/D 1,89 +0,33P 1,72 +0,37¢
T3 N/D N/D 1,98 +0,14%  2,35+0,31a 2,92 +0,69P
T4 N/D N/D 1,38+0,15¢ 1,91 +0,26° 2,41 +0,57b¢
T5 N/D N/D 1,69+0,15% 2,00 0,15 2,40 £ 0,51bc
T6 N/D N/D 1,58 +0,16P¢ 1,99 + 0,04> 2,24 +0,53¢
T7 N/D 1,89+0,15 2,440,552  2,76+0,632 3,80 £ 0,452
T8 N/D N/D 2,25+0,48%  2,11+0,13° 3,25 + 0,14
Gema
Dias
Tratamentos
1 3 7 14 28
T1 N/D N/D N/D N/D 1,28 +0,05¢
T2 N/D N/D N/D N/D N/D
T3 N/D N/D N/D 1,66 +0,10P 2,09 +0,18P
T4 N/D N/D N/D N/D 1,90 + 0,10¢b¢
T5 N/D N/D N/D N/D 1,77 +0,26b¢
T6 N/D N/D N/D N/D 1,62 + 0,55b¢
T7 N/D N/D 1,59 + 0,07 2,02 +0,162 2,58 + 0,472
T8 N/D N/D N/D 1,75+0,14% 2,08 +0,10P
Casca
Dias
Tratamentos
3 7 14 28
T1 2,36 +0,09% 254+0,07¢ 2,87 +0,40% 3,19 + 0,40 3,68 + 0,66¢
T2 2,08+0,18" 2,29+0,22¢ 2,37 +0,65¢ 2,40 +0,29¢ 2,47 £0,71¢
T3 2,44+0,28% 262+0,25" 3,33+0,16% 3,34 +0,39% 3,72 £ 0,84
T4 2,34+0,15% 2,44+0,55 3,11 +0,37° 3,44 +0,19% 3,77 £ 0,500¢
T5 2,31+0,123% 255+0,41c 2,27 + 0,432 3,75 + 0,542 4,39 + 0,56
T6 2,21+0,14% 237+0,31% 2,74 +0,512 3,44 0,622 4,07 +0,50¢
T7 2,49+0,162 3,13+£0,29% 3,48 +0,082 4,13 +0,622 4,92 + 0,362
T8 2,23+0,16% 2,65+0,62° 3,35+0,19% 3,75 +0,79% 4,45 + 0,142b

Médias das contagens acompanhadas pela mesma de letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de

significancia de 5 %. N/D - N&o detectavel; T1 (HPB); T2 (HPB); T3 (HPB); T4 (HPB); T5 (HPB); T6 (HPB); T7 (HPB); T8 (HPB).
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A Figura 7 ilustra o efeito da utilizagcdo, ou ndo, dos tratamentos nos ovos
incubados a 24 °C, em relacdo ao tempo e a contagem média dos patdgenos, nas

amostras de clara, de gema e de casca.
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Figura 7. Efeito da aplicac&o (sim) ou néo da higienizacdo (a), da pasteurizacao
(b) e de bacterioéfagos (c) das amostras de clara, de gema e de casca
dos ovos incubados a 24 °C, em relacdo ao crescimento médio do
patdgeno ao longo do tempo.

Estes resultados enfatizam que a higienizacéo (Figura 7a) e a pasteurizacao
(Figura 7b) dos ovos podem contribuir para a contaminacao e penetracéo do patégeno
ao longo do tempo, mesmo em baixas temperaturas. Além disso, a utilizacdo de

bacteriéfagos resultou em uma contagem média (log UFC-mL1) do patégeno inferior
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na maioria dos tratamentos em que foi utilizado. Entretanto, ndo foram encontrados
na literatura estudos comparando as etapas de higienizagcdo, pasteurizacdo e
utilizacao de bacteriofagos em relacdo a contaminacdo, concentracdo e penetracao
de patdégenos em ovos, sendo assim, mais estudos sdo necessarios para melhor
caracterizar discutir estes resultados encontrados. Mesmo assim é possivel
recomendar a aplicacdo de bacteriéfagos durante o processamento de ovos realizado
pela industria de alimentos, podendo reduzir a contaminacdo de patdgenos e

deixando-0s seguros por mais tempo.
4. CONCLUSAO

Foi possivel detectar bacteriofagos na casca e na clara de ovos, apds a
inoculagéo oral de suspensdo contendo o virus em galinhas poedeiras. Galinhas
poedeiras tratadas com bacteri6fagos apresentaram reducdo da deteccdo do
patdgeno na casca e no interior dos ovos. Os tratamentos com bacteriéfagos
reduziram a contaminacéo e deteccdo do patdbgeno na casca, ha gema e na clara de
ovos experimentalmente infectados. Ovos que foram higienizados, pasteurizados e
ndo tratados com bacteriéfagos obtiveram maior médias de contaminacdo de
Salmonella Enteritidis na clara, na gema e na casca em relagdo aos ovos nao

higienizados, ndo pasteurizados e tratados com bacteriéfagos.
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5. CAPITULO II

CONTROLE DA CONTAMINACAO DE SALMONELLA TYPHIMURIUM E
SALMONELLA ENTERITIDIS EM ALIMENTOS UTILIZANDO BACTERIOFAGOS

RESUMO

A carne suina € a fonte de proteina animal mais consumida no mundo, enquanto o
ovo é considerado o alimento mais completo que existe, devido a sua rica composi¢cao
nutricional. Estes alimentos séao frequentemente relacionados a infe¢des alimentares,
sendo Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis os principais patégenos
envolvidos. Diversas tecnologias séo utilizadas na indastria de alimentos para reduzir
a contaminacao por estes patdgenos, mas mesmo assim vem ocorrendo um ndamero
relevante de mortes todos os anos relacionadas ao consumo de alimentos
contaminados. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e avaliar a
utiizacdo de bacteriofagos capazes de lisar, simultaneamente, Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis, e reduzir a contaminacao destes patdégenos em
carne suina moida e em ovos liquidos. Apenas um bacteriéfago com as caracteristicas
desejadas foi isolado e caracterizado. Os ovos liquidos e a carne moida suina foram
contaminados com o0s patdégenos, incubados a 4 °C e a 24 °C e as amostras
analisadas quanto a reducéo do patégeno em diferentes intervalos de tempos (1 dia,
7 dias e 14 dias. A Multiplicidade de Infeccéo (MOI) utilizada em todos os tratamentos
foi de 1x 10! UFP/UFC. Foi possivel observar reducdo significativa (p < 0,05) da
concentracdo dos patdgenos em todos os tratamentos realizados a 24 °C. A 4 °C o
bacteriéfago foi capaz de reduzir (p < 0,05) a concentracdo de Salmonella
Typhimurium em um dia e uma semana de incubac¢do na carne suina moida e no ovo
liguidos. Entretanto, s6 foi possivel observar a reducdo (p < 0,05) de Salmonella
Enteritidis nas amostras de carne suina moida incubadas por 1 dia e 1 semana a 4
°C. ApOs duas semanas de inoculacdo a 4 °C ndo houve reducéo significativa (p >
0,05) dos patdogenos em nenhum dos alimentos avaliados. Os maiores indices de
reducdo ocorreram a 4 °C quando Salmonella Typhimurium foi o hospedeiro, sendo
de 1,65 logio UFC-gt em carne suina moida e 3,14 logio UFC-g* em ovos liquidos.
Concluiu-se que o bacteridfago foi capaz de reduzir a contaminacdo de Salmonella
Typhimurium em ambos alimentos, entretanto seu efeito foi ndo significativo para o

controle de Salmonella Enteritidis em ovos liquidos.
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1. INTRODUCAO

Conforme a populacdo mundial cresce, também cresce a demanda por
alimentos, principalmente por alimentos seguros. O aumento da producdo e da
comercializacdo de alimentos tem sido acompanhada pelo aumento das infeccoes,
hospitalizagbes e mortes relacionadas ao consumo de alimentos contaminados.
Segundo o Foodnet, em 2014 nos Estados Unidos, houve um aumento de 50 % no
namero de infecgcdes (19.542) e quatro vezes mais hospitalizacdes (4.445) e mortes
(71), em relacao ao ano anterior (CDC, 2015). A elevacao dos numeros de infeccoes
também pode estar relacionada com a melhoria das técnicas de isolamento, detecgdo
e identificacdo de patdgenos, aumentando assim, o niumero de notificacfes. O estudo
mais recente que avaliou o nimero de casos de infeccfes alimentares pelo mundo foi
realizado em 2010 pela World Health Organization (WHO), que relatou 518 milhfes
de casos e 351000 mortes relacionadas ao consumo de alimentos contaminados
(WHO, 2013).

Dentre os alimentos comumente relacionados com infe¢cdes alimentares,
podemos destacar a carne suina e 0s ovos, COmo 0S principais responsaveis pelos
casos de infeccdes alimentares (EFSA, 2015). Estes alimentos sdo as principais
fontes de proteina animal consumida no mundo, e como sua produ¢cdo e consumo
vem aumentando ao longo dos anos, tornam-se de grande importancia para a saude
publica (HEINRICH BOLL FOUNDATION, 2014; USDA, 2015; FAOSTAT, 2015). O
principal patdégeno associado ao desenvolvimento de enfermidades devido ao
consumo de carne suina e ovos contaminados, em todo mundo, continua sendo
Salmonella (MAJOWICZ et al., 2010; AO et al., 2015). Diversas estirpes do patdégeno
estdo relacionadas com a contaminacdo dos alimentos, mas duas estirpes se
destacam como as principais responsaveis pelas infec¢cbes alimentares, Salmonella
Enteritidis em ovos e Salmonella Typhimurium em carne suina (EFSA, 2015, CDC,
2015).

A contaminac¢do da carne suina pode ocorrer em praticamente todos os pontos
da cadeia de producado, processamento e preparo da carne antes do consumo
(ROSTAGNO e CALLAWAY, 2012). Na fazenda, a principal rota de transmisséo € a
oral-fecal, pelo consumo de ragéo contaminada e contato com fezes contaminadas de

outros animais. Além disso, a presenca de vetores como roedores, insetos e passaros
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podem auxiliar na transmissao do patdgeno para os animais (EVANGELOPOULOU et
al., 2015). Ao deixar a fazenda o animal pode ser contaminado por Salmonella durante
o transporte (ARGUELLO et al.,, 2012) e no patio de descanso pre-abate no
abatedouro (GARRIDO et al., 2014). A evisceracdo da carcaca € a etapa de maior
risco de contaminacdo durante o processamento da carne, ja que o intestino do animal
contaminado pode se romper e contaminar outras carcagas com o patégeno (SMID,
etal., 2014). Além disso, como 0 processamento é praticamente todo manual, praticas
de higiene inadequadas dos manipuladores e sanitizacao ineficiente dos instrumentos
de corte e das superdificeis podem contribuir com a contaminacdo da carne pelo
patégeno (WHEATLEY et al., 2014).

No caso dos ovos a contaminagdo pode ocorrer antes ou apds sua postura e em
praticamente todas as etapas da cadeia produtiva. Para contaminar os ovos antes da
postura, Salmonella deve primeiramente infectar a galinha poedeira. A contaminacao
das aves ocorre, geralmente, pela mesma rota de contaminacdo dos suinos (oral-
fecal), somando ao fato de que o tipo de criacdo (gaiola ou ar livre) das galinhas
poedeiras, também pode contribuir para a contaminacdo (ARNOLD et al, 2014;
WHILEY e ROSS, 2015). Para garantir a segurancga alimentar e serem utilizados como
base para outros alimentos, 0s ovos passam por varias etapas de processamento,
como a pasteurizacdo, secagem e congelamento. Entretanto, falhas nestas etapas
podem resultar na contaminagdo em outros produtos como sorvetes, misturas para
bolos, maionese e varios outros (GAST e GURAYA, 2013; EFSA, 2014; WHILEY e
ROSS, 2015).

Diversas técnicas, etapas e processos sao utilizados pela industria de alimentos
para eliminar ou reduzir a contaminagéo por Salmonella nos alimentos. Entretanto, o
aparecimento de estirpes resistentes e multirresistentes reduzem a efetividade destas
intervencgdes. Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis além de serem os
sorotipos mais isolados em alimentos, também pertencem ao grupo de patdogenos
resistentes a antimicrobianos que mais preocupam a saude publica (CDC, 2013). A
busca por tecnologias alternativas de controle de patégenos trouxe os bacteriéfagos
como um possivel agente de controle microbiol6gico. Os bacteriéfagos podem ser
utilizados em todos os estagios da linha de producdo de alimentos. Podem ser
utilizados do campo a mesa, como por exemplo: para controlar ou reduzir a

contaminacdo de patégenos em animais; para a descontaminacdo de carcacas, de
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equipamentos e de superficies de contato na industria de alimentos e para estender a
vida util de alimentos pereciveis como conservantes naturais de alimentos (GARCIA
et al., 2008; COFFEY et al., 2010; SPRICIGO et al., 2013; ENDERSEN et al., 2014;
NOBREGA et al., 2015).

Diversas caracteristicas favorecem a utilizacao de bacteriéfagos na industria de
alimentos. Dentre elas, podemos citar a capacidade dos bacteriéfagos de nao gerar
resisténcia cruzada a antibioticos e ndo afeta a cor, sabor ou textura dos alimentos
(NOBREGA et al., 2015). Além disso, sdo auto limitantes e especificos a determinadas
géneros ou espécies de bactérias (LABRIE et al., 2010; VANDAMME e
MIEDZYBRODZKI, 2013; PHOENIX et al., 2014).

O objetivo do presente estudo foi isolar, caracterizar e avaliar a utilizagdo de
bacteri6fagos capazes de lisar simultaneamente Salmonella Typhimurium e

Salmonella Enteritidis tanto em carne moida de suino e em ovos liquidos.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de microbiologia do Dr. Paul D.
Ebner (Departamento de Zootecnia da Universidade de Purdue, West Lafayette — IN,
EUA). Todos os ensaios foram repetidos trés vezes e as analises foram feitas em
duplicata.

2.1. Micro-organismos hospedeiros

Foram utilizadas estirpes de Salmonella Typhimurium (y 4232) resistentes ao
acido nalidixico previamente isoladas conforme descrito por Wall et al., (2010). As
estirpes de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) foram gentilmente cedidas pelo
laboratério do Dr. Arun Bhunia (Departamento de Ciéncia de Alimentos da
Universidade de Purdue, West Lafayette — IN, EUA).

Para adquirir resisténcia ao acido nalidixico, as estirpes de Salmonella Enteritidis
foram incubadas sucessivamente em caldo contendo concentracées subletais
progressivas do antibidtico (CALLAWAY et al., 2011). As estirpes foram inicialmente
incubadas em Caldo Triptona de Soja (TSB, Becton Dickison Company, Franklin
Lakes — NJ, EUA), contendo 1 pg-mL* de acido nalidixico (Alfa Aesar, Ward Hill - MA,
EUA) durante 18 a 24 horas a 37 °C. A cada novo dia uma alcada era coletada e
inoculada em um novo tubo contendo uma concentracao superior do antibiético. As
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concentragées utilizadas foram 1 pg-mL?, 5 ug-mL-t, 10 pg-mL?, 15 pug-mL2, 25 pg-mL-
e 50 pg-mL™.

2.2. Isolamento dos bacteri6fagos

Quatorze amostras (20 mL) de aguas residuarias foram coletadas do sistema de
tratamento de esgoto, do Municipio de West Lafayette — IN, EUA. As amostras
coletadas permaneceram armazenadas a temperatura de - 20 °C até o inicio das

analises. O método de isolamento foi previamente descrito por Wall et al (2010).

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, homogeneizadas
e centrifugadas (5.000 X g por 10 minutos). O sobrenadante foi filtrado (0,22 um,
Nalgene, Rochester — NY, EUA) e tratado com cloroféormio (1:100, EMD Millipore
Chemicals, Billerica— MA, EUA). Amostras filtradas foram adicionadas (1:1), em tubos
de 2x TSB (concentracdo dobrada) com 50 pg-mL* de acido nalidixico (Alfa Aesar,
Ward Hill - MA, EUA), e Salmonella Typhimurium em fase de crescimento logaritmico
e incubadas sob agitacdo por 24 horas a 37 °C. ApGs este periodo, as amostras foram
centrifugadas (5.000 X g por 10 minutos) e filtradas (0,22 um, Nalgene, Rochester —
NY, EUA). Diluicbes seriadas das amostras (100 pL) foram combinadas com 100 pL
de Salmonella Typhimurium em fase de crescimento logaritmico, 67,5 uL mol-Lt de
cloreto de célcio (CaClz) e 3 mL de sobrecamada de TSB agar (5 %). A solucéo de
sobrecamada foi vertida sobre placas de agar TSB e incubada por 24 horas a 37 °C.
Apods a incubacéo, placas de lise individuais foram selecionadas com auxilio de uma
pipeta tipo Pasteur e colocadas em 10 mL de cultura do hospedeiro ativo. Novamente
a suspenséao foi centrifugada 5.000 X g por 10 minutos (BECKMAN J2-MC, Brea — CA,
EUA) e filtrada (0,22 um, Nalgene, Rochester — NY, EUA), repetindo-se o ciclo de lise
em sobrecamada. Para cada bacteriéfago, trés ciclos de purificacéo foram realizados,
a fim de garantir a pureza do estoque. A amostra purificada foi suspensa em tampao
SM (0,1 mol-L'* NaCl, 8 mmol-Lt MgSOas, 50 mmol-L* Tris-HCI [pH 7,5], 0,01 %
gelatina) com 10 % de glicerol e estocada a temperatura de - 70 °C.

2.3. Selecao e caracterizacao dos bacteriéfagos

Os bacteriéfagos foram selecionados por meio da visualizacdo da lise em

Salmonella Typhimurium na sobrecamada. Ao mesmo tempo foram selecionados
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bacteriéfagos que apresentaram lise para Salmonella Typhimurium e para Salmonella

Enteritidis simultaneamente.

A morfologia dos bacteriofagos foi determinada pela visualizacdo em
Microscopio Eletrénico de Transmissdo (MET). Para a visualiza¢cdo no MET, uma gota
da amostra do bacteri6fago foi depositada na superficie de uma tela de microscopia
eletrbnica, revestida com resina Formvar (Kosh®, 200 mesh, 3 mm) e entdo fixada
com uma solucéo de acetado de uralina 2 %. Imagens (15.500x e 28.500x ampliadas)
foram coletadas usando o MET Philips CM-100 aperando a 80 kv, ponto 3, abertura de
200 pm do condensador e 50 um da lente objetiva.

2.4. Avaliacdo da eficiéncia de bacteriofagos na reducdo de Salmonella

Typhimurium e Salmonella Enteritidis em carne suina moida e em ovos
liquidos

2.4.1. Coleta e selecao das amostras

Amostras frescas de carne suina moida e ovos pasteurizados com casca foram
compradas em estabelecimentos comerciais da cidade de West Lafayette — IN,
Estados Unidos. As amostras foram transportadas em isopor contendo gelo-gel e
armazenadas em geladeira até o inicio das analises, por um periodo ndo superior a 6
horas. As unidades experimentais foram constituidas por 25 g de carne e dois ovos
grandes (120 mL, aproximadamente) quebrados de forma asséptica e
homogeneizados com mixer (Servodyne, Vernon Hills — IL, EUA), até a completa

mistura dos ovos.

As amostras foram analisadas quanto a presenca de Salmonella utilizando a
metodologia sugerida pelo USDA (USDA, 2014) adaptada. Vinte e cinco gramas de
amostra foram colocados em sacos esterelizados identificados e 75 mL de Caldo
Triptona de Soja (TSB; Becton Dickison Company, Franklin Lakes — NJ, EUA) foi
adicionado. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 42 °C por 24 horas.
Apés o periodo de incubacdo, 0,5 mL e 0,1 mL da amostra, foram transferidos
respectivamente para 10 mL de Caldo Tetrationato (TB; Becton Dickison Company,
Franklin Lakes — NJ, EUA) e 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV; Becton
Dickison Company, Franklin Lakes — NJ, EUA) e novamente incubados a 42 °C por 24
horas. No dia seguinte, as amostras foram homogeneizadas cuidadosamente em

vortex e uma alcada de cada tubo contendo aproximadamente 10 uL foi estriada em
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placas contendo agar XLT4 (Becton Dickison Company, Franklin Lakes — NJ, EUA) e
incubadas a 35 °C por 24 horas. Apenas as amostras negativas para Salmonella foram

utilizadas no experimento, amostras positivas foram desprezadas.
2.4.2. Delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos independentes, um com carne moida suina
e outro com ovos liquidos. Cada experimento foi dividido em duas partes, uma usando
Salmonella Typhimurium como alvo dos bacteriéfagos e outra usando Salmonella
Enteritidis. As amostras foram incubas por um dia, uma semana e duas semanas a 4
°C e um dia e dois dias a 24 °C. Foram realizados 40 tratamentos no total, 20 para
carne suina moida e 20 para ovos liquidos. Foram realizadas 10 repeticdes em
duplicata de cada tratamento. A distribuicdo dos tratamentos pode ser melhor
visualizada no Quadro 1.

Quadro 1. Tratamentos realizados para cada matriz alimentar

Patogeno Temperatura Tempo Bacteriéfago
1 dia Neggt_lvo
Positivo
4°C 7 dias Neggt_lvo
Positivo
Salmonella Typhimurium 14 dias Negc'_;lt_lvo
Positivo
v
24 °C .
. Negativo
2 dias .
Positivo
1 dia Neggt_lvo
Positivo
4°C 7 dias Negativo
Positivo
Salmonella Enteritidis 14 dias Neggt_lvo
Positivo
1 dia Neggt_lvo
Positivo
24 °C -
. Negativo
2 dias .
Positivo
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2.4.3. Inoculacédo de bactérias e bacteriofagos em amostras de carne

suina moida e em ovos liquidos

As amostras foram inoculadas com 100 pL de Salmonella (-10’ UFC)
aproximadamente e homogeneizadas vigorosamente em todos os tratamentos. Em
seguida, as amostras foram inoculadas com 100 pL do bacteriéfago (~108 UFP) em
Tampao Fosfato Salina (PBS, 1x), enquanto as amostras controles foram inoculadas
com 100 pL de PBS sem bacteriéfagos. As amostras foram homogeneizadas
vigorosamente, e incubadas nas temperaturas e tempos previamente determinados
(Quadro 1). A Multiplicidade de Infeccéo (MOI) foi de 1x 10* UFP/UFC.

Apos o periodo de incubacéo, as amostras foram ressuspendidas em 75 mL de
agua peptonada (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) e
homogeneizada. Diluigcbes seriadas das amostras foram realizadas em tampé&o PBS
1X (900 pL) e com o auxilio da algca de Drigalsky foram espalhadas em placas
contendo agar XLT4, suplementado com 50 uL-mL* de &cido nalidixico (Alfa Aesar,
Ward Hill — MA, EUA), seguido por incubacdo a 37 °C durante 24 horas. Apés a
incubacéo, as colonias de Salmonella presentes foram quantificadas.

2.4.4. Anélises estatisticas

A concentracgdo bacteriana (UFC-mLt) foram convertidas em escala logaritmica
para a analise estatistica. As concentracfes bacterianas foram analisadas utilizando
o procedimento de modelos mistos do SAS (SAS Institute Inc., Cary — NC, EUA). As

inferéncias estatisticas foram baseadas no teste de Tukey com nivel de p < 0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Isolamento e caracterizacao do bacteriofago

Das 14 amostras de agua residuarias coletadas foram isolados 10
bacteriéfagos. Entretanto, oito ndo foram selecionados devido a sua inabilidade de
lisar Salmonella Enteritidis ou formar placas transparentes na cultura do hospedeiro
bacteriano. Apenas dois bacteriéfagos, nomeados DR e CHI, foram capazes de formar
placas transparentes nas culturas de Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis

simultaneamente, conforme ilustrado na Figura 1.
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Salmonella Typhimurium Salmonella Enteritidis

Figura l. Resultado do perfil de lises dos bacteriéfagos DR e CHI em Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis.

Apesar de Salmonella Thyphimurium e Salmonella Enteritidis pertenceram a
mesma espeécie, a diferenca entre os antigenos de superficie destes patdgenos os
separam em dois diferentes grupos: Salmonella Thyphimurium pertence ao grupo B,
e Salmonella Enteritidis pertence ao grupo D1 (SWITT et al., 2015). Para infectar a
célula hospedeira o bacteri6fago precisa superar diversas barreiras de defesa
desenvolvidas pelas bactérias, que impedem sua adesdo a superficie bacteriana
(HARGREAVES et al.,, 2014). A adesdo do bacteriéfago ocorre nos antigenos
presentes na superficie lipopolissacaridica (O), flagelar (H) e capsular (Vi), do
hospedeiro. Segundo Refardt (2011) e Akhtar et al. (2014) a capacidade de infectar e
lisar uma ou mais subespécies de patbgenos da mesma espécie pode estar ligada
direta ou indiretamente ao local de isolamento do bacteriéfago. Bacteriéfagos isolados
em fezes humanas ou provenientes de animais de producédo, geralmente, possuem
espectro litico inferior aos isolados em estacdes de tratamento de esgoto (CALLAWAY
et al.,, 2010). Como a sobrevivéncia dos bacteri6fagos depende da presenca do

hospedeiro especifico, a colonizagcdo da mucosa intestinal pode ser limitada pelo
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proprio patdgeno, impedindo a interacdo do bacteri6fago com outras subespécies da
espécie contaminante (LABRIE et al., 2010; SWITT et al., 2015).

No experimento realizado por Callaway et al. (2010) foi relatado que apenas 1 %
(600/6) dos amostras de fezes suinas continham bacteridofagos com atividade litica
contra Salmonella Typhimurium, além disso, nenhum bacteriéfagos foi capaz de lisar
Salmonella Enteritidis. Entretanto, Hungaro et al., (2013) e Albino et al., (2014)
conseguiram isolar bacteriéfagos liticos contra Salmonella Thyphimurium e
Salmonella Enteritidis em 6 % (45/3) e 3 % (187/6) das amostras de fezes humanas,
respectivamente. Estes resultados ficaram abaixos quando comparados com o
percentual de isolamento encontrado por outros autores em amostras de aguas
residudrias provenientes de estacfes de tratamento de esgoto humano (CAREY-
SMITH et al., 2006; BIELKE et al., 2007; HERINGA et al., 2010; WALL et al., 2010;
HOOTON et al., 2011; TURKI et al., 2012; AKHTAR et al., 2014). Akhtar et al. (2014)
sugerem que o isolamento de bacteriéfagos deve ser realizado em aguas residuarias,
provenientes de estacdo de tratamento de esgoto humano, pois os bacteriéfagos
podem infectar um amplo espectro de hospedeiros, ao contrario dos bacteriéfagos
isolados diretamente de fezes humanas e de animais de producéo. A capacidade de
lisar uma grande diversidade de hospedeiros, é reflexo da elevada taxa de evolugéo
resultante da pressao seletiva criada pelas barreiras anti-fagicas dos hospedeiros
bacterianos (LABRIE et al., 2010).

O resultado do MET mostrou diferencas entre a morfologia dos dois
bacteriéfagos isolados (Figura 2). O bacteriofago CHI pertencente a familia
Siphoviridae, possui cabeca icosaédrica medindo 50 nm e cauda, ndo contratil,
medindo 210 nm, enquanto o bacteriofago DR pertencente a familia Myoviridae,
possui cabeca icosaédrica medindo 80 nm e cauda, contrétil, medindo 120 nm. Os

dois bacteriéfagos isolados pertencem a ordem dos Caudovirales (HENDRIX, 2013).
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Figura 2. Fotomicrografia dos bacteriéfagos DR e CHI por MET

Os bacteriofagos isolados em amostras de fezes por Hungaro et al., (2013) e
Albino et al., (2014), pertenciam a familia Podoviridae, enquanto os bacteri6fagos
isolados em estacdes de tratamento de esgoto por Carey-Smith et al., (2006), Heringa
etal., (2010), Wall et al., (2010), Hooton et a., (2011) e Akhtar et al., (2014) pertenciam
a familia Myoviridae e Siphoviridae. Apesar da aparente relacédo entre a morfologia e
o local de isolamento, ndo ha informacdes suficientes na literatura que permitem
afirmar tal suposi¢do. Além disso, Arckermann (2012) revisou 5.532 bacteriofagos
analisados por MET, e constatou que 23,8 % (1.320) pertenciam a familia Myoviridae,
59 % (3.269) pertenciam a familia Siphoviridae e 13,9 % (771) pertenciam a familia

Podoviridae.

Apbs o inicio dos experimentos foi constatado que o bacteriofago DR néo se
replicava nas culturas de Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium,
possivelmente por ter entrado no ciclo lisogénico, e como o objetivo deste trabalho foi
isolar apenas bacteriéfagos do ciclo litico, apenas o bacteriéfago CHI foi usado na
sequéncia dos experimentos.

3.2.Avaliacdo da eficiéncia de bacteriofagos na redugcdo de Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis em carne suina moida
O resultado das médias de contagem de Salmonella nos diferentes tratamentos,

sao apresentados na Tabela 1.

75



Tabelal. Médias de contagem (logio UFC-g! + desvio padrdo) de Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis em amostras de carne suina
moida incubadas em diferentes temperaturas e tempos de estocagem.

Carne suina moida
Patogeno Temperatura (°C) Tempo (dias) Controle Bacteriéfago
1 4,04 £ 0,162 3,74 +0,21A0

Sal ' 4 7 3,90 £0,24%2 3,46 + 0,457°

aimonetia 14 2,09+0,4182 2,11+ 0,40 B2

Typhimurium

1 7,48 £0,10%2 5,83 + 0,247
24
2 8,39 £0,08%2 7,00 0,198
1 5,49 £0,08%2 525 +0,15"°
sal I 4 7 5,06 £ 0,10782 4,43 +(,238b
aimonetia 14 4,64+0,2382 4,55+ 0,2482
Enteritidis
24 1 7,71 £0,15%2 6,67 +0,11A°
2 8,55 +0,1082 7,25 + 0,208

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e pela mesma letra minascula na linha, para o
mesmo patdgeno e temperatura de incubacéo, ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade pelo teste
de Tukey.

Em relagdo as medias (logio UFC-gt) de crescimento para a temperatura de 4
°C em ambos os patdégenos podemos perceber que: entre um dia e duas semanas do
tratamento controle, houve reducéo significativa (P < 0,05) de 1,95 logio UFC-g* em
UFC-g*

respectivamente. Estas reducdes podem ter ocorrido devido a alguns fatores como: a

Salmonella Typhimurium e 0,95 logio em Salmonella Enteritidis,
necessidade de adaptacdo ao meio, diferenca na composi¢cdo de nutrientes e ndo
crescimento do patdgeno em baixas temperaturas. Apesar da temperatura 6tima de
crescimento estar entre 5 °C e 47 °C, dependendo das condi¢cdes do meio, o patdégeno
pode crescer em temperaturas inferiores a 4 °C, mas em uma velocidade menor em
comparacao com a temperatura 6tima (PUI et al., 2011; TORTORA, FUNKE e CASE,
2013). Assim como no tratamento controle, no tratamento com bacteridofagos também
foi possivel observar reducdo nas concentracdes iniciais do patégeno, entre um dia e
duas semanas de 1,6 logio UFC-g?! para Salmonella Typhimurium e de 0,7 logio

UFC-g! para Salmonella Enteritidis.

Comparando o efeito dos tratamentos, apenas o tratamento que foi incubado por
duas semanas a 4 °C, ndo apresentou efeito na redugdo da contaminagcéo por
Salmonella. Apesar dos bacteriéfagos possuirem a capacidade de infectar e lisar a

célula hospedeira, as bactérias possuem diversos mecanismo que impedem a
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adesdo, a infeccao, e a replicacdo do bacteriéfago (DY et al., 2014). Além disso, o
mecanismo de sobrevivéncia da bactéria em baixas temperaturas pode limitar a

adeséo e infeccéo do patdgeno na célula hospedeira.

Os resultados encontrados neste estudo sdo similares aos resultados
encontrados por outros autores, mas em outras matrizes alimentares. Em trabalho
realizado por Zinno et al., (2014) foram utilizados bacteriéfagos (MOI de 103 UFP/UFC)
para o controle de Salmonella Typhimurium em peito e em carne moida de frango.
Foram encontrados valores de reducéo de 1,7 e 1,4 logio UFC-g* apés 24 horas de
incubacdo a 4 °C. O resultado encontrado foi superior ao apresentado por este
trabalho, entretanto, os autores utilizaram MOI 100 vezes maior que os aplicados
neste experimento. Guenther et al., (2012) também obtiveram resultados superiores
de reducdo em salsichas tipo hot-dog. A reducdo da contaminacdo de Salmonella
Typhimurium foi de 3 logio UFC-mL* ap6s 6 dias de incubagéo tanto em 8 °C quanto
em 15 °C, utilizando MOI de 10°> UFP/UFC. Como os bacteriéfagos liticos se replicam
e lisam as células bacterianas, quanto maior o MOI aplicado, consequentemente,
maior sera a reducdo da contaminacdo do patdgeno (HOOTON et al.,, 2011;
SUKUMARAN et al.,, 2015). Os resultados deste trabalho mostraram-se em
conformidade em relacéo aos estudos citados acima. Provavelmente, com a elevacéo

do MOI aplicado, maior seria a reducao da contaminacao dos patdgenos.

Autores que utilizaram coquetel de bacteriéfagos, também obtiveram resultados
similares aos apresentados neste trabalho. Hooton et al., (2011) utilizaram um
coquetel com quatro bacteriofagos para reduzir a contaminacdo de Salmonella
Typhimurium em pele de porco armazenadas a 4 °C. Foram encontradas reducdes de
0,9 e 0,7 logio UFC'mL?! (MOI de 10® UFP/UFC) em um dia e uma semana,
respectivamente. Spricigo et al., (2013) também testou o efeito de um coquetel com
trés bacteriéfagos (MOl de 10° UFP/UFC) contra Salmonella Typhimurium e
Salmonella Enteritidis em peitos de frango armazenados a 4 °C por 1 dia e uma
semana. Em Salmonella Typhimurium foram encontradas reduc¢des de 1,6 e 2,2 logio
UFC-mL e para Salmonella Enteritidis 0,7 e 0,9 logio UFC-mLt em um dia e uma
semana, respectivamente. A utilizacdo de um coquetel com diferentes bacteriéfagos
nao resultou em maiores niveis de reducédo. A utilizacdo de apenas um bacteriéfago

nao garante diminuicdo no desenvolvimento da resisténcia do hospedeiro. Entretanto,
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0 processo de isolamento, propagacédo, purificacdo e a aplicacdo é mais rapido
quando realizado com apenas um bacteriéfago (LABRIE et al., 2010).

Apesar do crescimento bacteriano em ambos tratamentos realizados a 24 °C ao
longo do tempo, os resultados das comparacdes entre as médias das concentracdes
do tratamento controle com o tratamento com bacteri6fagos, foram estatisticamente
significativos. As maiores reducdes ocorreram no dia um (1,65 logio UFC-g?) e no dia
dois (1,38 logio UFC-g ') em Salmonella Typhimurium, seguidas pelos dias dois (1,3
logio UFC-g?) e dia um (1,0 logio UFC-g?) em Salmonella Enteritidis. Como a
temperatura interfere diretamente no crescimento de Salmonella é justificavel que as
maiores reducdes estarem presentes nos tratamentos com as maiores temperaturas
(PUIl et al., 2011). Isto ocorreu, provavelmente, pelo efeito litico do bacteriéfago sobre
a bactéria hospedeira

3.3.Avaliagdo da eficiéncia de bacteriéfagos na reducdo de Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis em ovos liquidos
O resultado das médias de contagem de Salmonella nos diferentes tratamentos,

estdo presentes na Tabela 2.

Tabela 2. Médias de contagem (logio UFC-g! + desvio padrdo) de Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis em amostras de ovos liquidos
incubadas em diferentes temperaturas e tempos de estocagem.

Ovos liquidos
Patogeno Temperatura (°C) Tempo (dias) Controle Bacteri6fago
1 4,86 +£0,12°2 4,25 + 0,25
Sal I 4 7 4,61 +0,25%2 4,10 +0,2148P
aimoneta 14 3,02+0.23%  3.90 +0.2782

Typhimurium

24 1 8,90 +0.07%2 5,76 +0.167°

2 9,22 +0.0582  8.63 +0.12B

1 5,66 +0,08% 552 +0,08%

Sal I 4 7 5,07 +0,1282 4,91 +0,13B2

aimoneta 14 3,63+0,29% 3,77 £0,27¢2
Enteritidis

24 1 8,91 +0,11%2 7,98 +0,26"°

2 9,33+0,07%2 8,71 +0,22Bb

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e pela mesma letra minascula na linha, para o
mesmo patdgeno e temperatura de incubacao, ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade pelo teste
de Tukey.

Analisando os resultados dos tratamentos a 4 °C apresentados na Tabela 2,

podemos observar que os houve reducdo na concentracéo (logio UFC-g?) inicial dos
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patégenos em relagdo ao aumento do tempo de incubacado para os dois patégenos. A
concentracdo de Salmonella Typhimurium, nos tratamentos a 4 °C foram superiores
aos apresentados no experimento com carne suina moida. Além disso, o valor da
reducdo apresentado pelo patdégeno ao longo do tempo foi menor do que o
apresentado no experimento utilizando carne suina moida, sendo a diferenca entre

eles de aproximadamente, 1 logio UFC-g.

No tratamento controle a 4 °C, Salmonella Enteritidis apresentou concentracao
similar nos tratamentos incubados por um dia e por sete dias, entretanto no tratamento
incubado por duas semanas, o resultado da reducéo foi menor, cerca de 1 logio UFC-g
1, em comparacdo com o experimento com a carne suina moida. Além disso, o valor
da reducédo apresentado pelo patégeno ao longo do tempo foi maior do que o
apresentado em carne suina moida, sendo a diferenca entre os experimentos de,

aproximadamente, 1,01 logio UFC-g*.

Nos tratamentos com bacteriofagos, ambos os patdgenos apresentaram
crescimentos superiores em relacdo ao experimento com carne suina moida.
Entretanto os efeitos dos tratamentos nos ovos liquidos foram diferentes aos
encontrados no outro experimento. As reducdes foram superiores (p < 0,05) para
Salmonella Typhimurium e inferiores para Salmonella Enteritidis (p > 0,05).
Comparando a viabilidade e crescimento entre os dois patégenos nos diferentes
experimentos, podemos observar que o crescimento de Salmonella Typhimurium foi
melhor em ovos liquidos do que em carne suina moida, no entanto Salmonella
Enteritidis teve melhor crescimento que Salmonella Typhimurium em todos os
tratamentos. O crescimento superior de Salmonella Enteritidis € refletido nas
concentracdes das médias de contagens (logio UFC-g'), em comparacdo com
tratamentos com Salmonella Typhimurium. As diferencas genéticas dos sorotipos de
Salmonella, podem ter influenciado na capacidade de sobrevivéncia e crescimento
nas diferentes matrizes alimentares (GANTOIS et al., 2009; PORWOLLIK, 2011).
Sendo assim, o melhor desempenho de viabilidade apresentado por Salmonella
Enteritidis, ocorreu provavelmente por possuir genes especificos que permitem sua
melhor adaptacdo as condi¢cdes do meio, em relagdo a Salmonella Typhimurium
(MARTELLI et al., 2012).
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Poucos estudos presentes na literatura relacionam a aplicacdo de bacteriéfagos
em ovos liquidos ou antes de serem processados. Um estudo realizado por Roberson
et al., (2011) avaliou a viabilidade dos bacteriéfagos no interior de ovos. Os autores
inocularam a suspencao de bacteriéfagos através de um furo feito na camara de ar do
ovo, e permitiram sua difusdo por 24 horas. Apés o periodo de seis dias, 0s
bacteri6fagos ainda permaneciam viaveis, tanto na gema, quanto no albumen. A
capacidade do bacteriéfago resistir ao processo de pasteurizacao ja foi demostrada e
sugerida por Rajesh et al.,(2001) em leite, para evitar a contaminagédo de Salmonella
em queijo cheddar. Conforme o resultado significativo (p < 0.05) encontrado em nosso
trabalho, podemos sugerir a utilizacdo dos bacteri6fagos em ovos liquidos, o que

garantiria uma melhor seguranca dos ovoprodutos apds o processo de pasteurizacao.
4. CONCLUSAO

Foi possivel isolar e caracterizar um bacteriéfago capaz de lisar os dois principais
sorotipos de Salmonella de importdncia na salde publica. A aplicacdo deste
bacteriéfago no controle da contaminacdo de Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis em carne suina moida e em ovos liquidos teve resultados significativos.
Entretanto o valor do MOI aplicado aparenta estar relacionado a pouca reducéo
logaritmica das concentracbes médias dos patdégenos. Mesmo assim, estes
resultados embasam o uso de bacteri6fagos como uma possivel ferramenta no
controle de patdogenos em carne suina moida e em ovos liquidos antes do

processamento.
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6. CAPITULO 1l

AVALIACAO DA MICROBIOTA DE LEITOES APOS A UTILIZACAO DE
BACTERIOFAGOS E ANTIBIOTICOS

RESUMO

Para reduzir a incidéncia clinica de patégenos resistentes em humanos, diversos
paises estdo proibindo a utilizacdo de antibioticos nos sistemas de criagdo de animais
de producédo. Além disso, o crescente aumento da producéo, da comercializacdo e do
consumo de produtos produzidos em sistemas de criacdo livre de antibioticos e
sistemas orgéanicos de producdo, contribuem para a reducdo e eliminacdo dos
antibiéticos da cadeia de producdo de animais. Com a limitagdo da utilizacdo dos
antibiéticos surge a necessidade de encontrar alternativas bioldgicas que possam
controlar o crescimento bacteriano. Por serem especificos a determinadas bactérias
e ndo apresentarem efeitos colaterais os bacteriéfagos surgem como uma das
principais alternativas bioldgicas de controle de patégenos, mas pouco se sabe sobre
o efeito dos bacteriéfagos no interior do trato gastrointestinal. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito causado pelos bacteriéfagos no trato gastrointestinal de suinos
em relacdo ao efeito causado pelos antibidticos utilizados como melhoradores de
desempenho. Dezoito suinos utilizados para o experimento foram divididos em trés
tratamentos: Tratamento controle (TC), tratamento com antibioticos (TA) e tratamento
com bacteriéfagos (TB). A racdo dos suinos do TA foi suplementada com AUREO S-
P 250®. Os animais do TB receberam diariamente, via oral, 5 mL do coquetel
contendo 1,0 x 10%° UFP-mL de bacteriéfagos e os suinos do TC receberam apenas
a racao basal. Apos os 21 dias de tratamento os animais foram novamente pesados
e abatidos, e o conteudo fecal do ileo, ceco e colon foram coletados para a realizacao
das analises. Para avaliar a diversidade de bactérias no colén, ileo e ceco, a regiao
V3 do gene 16S rRNA do DNA metagendmico foi amplificada pela reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), usando os primers 338F e 518R e analisada pela
DGGE. Analisando o dendograma foi possivel observar que a maioria das amostras
do ceco e do célon se agruparam de forma heterogénea. Estes agrupamentos
apresentaram diferenca significativa (p < 0,001) na composicéo microbiana presentes
em cada amostra. Mesmo os efeitos dos tratamentos nao terem se agrupado de forma

homogénea no dendograma, os padrées de amplicons das amostras mostrou efeito
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significativo (p < 0,10) somente na comparacéo entre o TA e o TC, enquanto para as
outras comparacgdes (TB x TC e TB x TA) os efeitos ndo foram significativos (p > 0,05).
Este resultado sugere uma pequena mudanca na composicdo da microbiota dos
animais do TB, apesar do resultado nao ter sido estatisticamente significativo. Os
resultados do peso final dos animais ndo apresentaram diferencas (p > 0,05), novos
estudos devem ser realizados para confirmar se os bacteri6fagos podem ou néo
serem utilizados como melhoradores de desempenho. Além disso, outras
metodologias, como a analise metagendmico, poderdo ser empregadas para avaliar

quais foram os micro-organismos foram alterados nos tratamentos.
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1. INTRODUCAO

O atual declinio no desenvolvimento de novos antibioticos pela industria
farmacéutica e o crescente aparecimento de patdgenos resistentes a antibiéticos,
gerou uma crise mundial na saude publica. A infeccdo por estes patégenos coloca em
risco a salude humana, resultando em falhas nos tratamentos, piora nos quadros
clinicos e morte do paciente (CDC, 2013). A estimativa do numero de mortes
relacionadas a patdgenos resistentes a antibidticos chega em 700.000 por ano
(O'NEILL, 2014).

A resisténcia a antibiéticos adquirida pelo patégeno tem sido relacionada ao uso
indiscriminado de antibiéticos pelos humanos e principalmente pela constante
utilizagdo em animais de produgdo (MARSHALL e LEVY, 2011; CANTON et al., 2013;
BELL et al., 2014; KARIUKI et al., 2015). O consumo mundial de antibiéticos para
animais de producao foi de 64.000 toneladas em 2010, sendo a China (24 %), os
Estados Unidos (13 %), o Brasil (9 %), a india (3 %) e a Alemanha (3 %) os paises
qgue mais utilizaram e coincidentemente foram os principais paises responsaveis pela
producdo, exportagdo e consumo de carne no mundo (HEINRICH BOLL
FOUNDATION, 2014; FAO, 2015; BOECKEL et al., 2015). A utilizacdo de
antimicrobianos como melhoradores de desempenho, tem o objetivo de reduzir a
microbiota presente no trato gastrointestinal do animal, permitindo maior absorc¢éo de
nutrientes e ganho de peso, resultando em melhor conversao alimentar. Entretanto,
sua utilizacdo constante pode contribuir para a selecdo de micro-organismos
resistentes (HUR et al., 2012; WHEATLEY et al., 2014; SMID, et al., 2014; PANDE et
al., 2015).

Para reduzir a incidéncia clinica de patdgenos resistentes em humanos, diversos
paises estdo proibindo a utilizacdo de antimicrobianos nos sistemas de criagdo de
animais de producdo (ANDERSSON e HUGHES, 2010; MATHER et al., 2013; WHO,
2015). Além disso, o crescente aumento da producédo, da comercializacdo e do
consumo de produtos produzidos em sistemas de criagdo livre de antibidticos e
sistemas organicos de producdo, contribuem para a reducdo e eliminacdo dos
antibioticos da cadeia de producédo de animais (LI et al., 2011; BAJPAI et al., 2012;
RICKE et al., 2012; VAN LOO et al., 2012).
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Com a proibicdo da utilizacdo de antimicrobianos na producéo animal, e a
diminuicdo do desenvolvimento de novos antimicrobianos, surge a necessidade de
encontrar alternativas biolégicas que possam controlar o crescimento microbiano.
Uma alternativa promissora para o controle de patdogenos na producdo animal é a
utilizacéo de bacteriéfagos (GOLKAR et al., 2014; VERBEKEN et al., 2014; SERWER
et al., 2014).

Bacteriéfagos sdo virus parasitas obrigatorios de células bacterianas, que
utilizam a maquinaria celular do hospedeiro para se multiplicarem. S&o ubiquitarios, e
por isso podem ser encontrados em todos os lugares em que seu hospedeiro esta
presente (SULAKVELIDZE, 2011). O valor total estimado da populacdo de
bacteriéfagos no planeta chega a 102 (WITTEBOLE et al., 2014). Sdo especificos a
um determinado género ou espécie bacteriana, e essa especificidade é mediada pela
interacao das proteinas associadas a cauda do bacteriéfago e os antigenos presentes
na superficie do hospedeiro bacteriano. Apds a adesao inicia-se o processo de
infeccdo. O bacteriéfago possui diversos ciclos de vida, mas apenas o ciclo litico é
viavel para uso no controle de patégenos (WITTEBOLE, 2014; ENDERSEN et al.,
2014). Durante o ciclo litico o bacteriéfago se apodera da maquinaria celular do
hospedeiro para produzir novos virions. O acumulo de virions no interior da célula
forca sua ruptura, causando a lise e a morte bacteriana. O rompimento da membrana
bacteriana lanca os virions ao meio, possibilitando o encontro com outros hospedeiros
bacterianos que com a repeti¢cdo do ciclo poderdo também ser lisados. Quanto maior
o0 numero de bactérias, maior serd a chance de contato entre o bacteri6fago e seu
hospedeiro. E consequentemente, quanto maior o namero de bacteriéfagos maior

sera a reducao da contaminacao (PAEPE et al., 2014).

A utilizacdo de bacteri6fagos em humanos e na produgdo animal, ja foram
sugeridas por diversos autores para reduzir ou controlar a contaminagdo por
patogenos (MONK et al., 2010; KUTATELADZE e ADAMIA, 2010; GOODRIDGE e
BISHa et al., 2011; RYAN et al., 2011; ENDERSEN et al., 2014; TSONOS et al., 2014).
Apesar de ndo terem sido relatados efeitos colaterais em humanos e em animais,
pouco se sabe sobre o efeito dos bacteriéfagos no interior do trato gastrointestinal.
Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito causado pelos bacteriéfagos no trato
gastrointestinal de suinos em relacdo ao efeito causado pelos antibidticos utilizados

como melhoradores de desempenho.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Micro-organismo

Foram utilizados 10 diferentes bacteriofagos (Seis da familia Siphoviridae [NWI;
CHI; LI DR; WI; CV], e quatro da familia Myoviridae [BE; BL; VI; CI]) provenientes do
banco de culturas microbiolégicas do laboratério do Dr. Paul D. Ebner (Departamento
de Zootecnia da Universidade de Purdue, West Lafayette — IN, EUA). A concentracéo

do coquetel de bacteriéfagos foi padronizada em 1,0 x 10'° UFP-mLtem tampéo PBS.
2.2. Animais

O experimento foi conduzido sob as orientacdes e aprovacdo do Comité de Etica
de Uso e Cuidados de Animais da Universidade de Purdue. Anteriormente ao inicio
do experimento, 0s animais passaram por um periodo de adaptacéo de 14 dias, a fim
de reduzir o stress e regularizar o consumo de racédo. Os animais foram alimentados
com ragédo balanceada, formulada a base de milho e farelo de soja, e alojados
individualmente, de forma aleatdria, em baias metdlicas suspensas (3 m?), com piso
e laterais teladas, dotadas de comedouro semiautomatico e bebedouros tipo nipple.
As baias estavam localizadas em prédio de alvenaria, com piso e laje de concreto e
controle de temperatura ambiente automatico. Foram utilizados 18 suinos com pesos
similares, entre 15 e 20 kg e, durante os 21 dias do experimento, 0S animais

receberam 2 kg de racdo, uma vez por dia sendo o consumo de agua “ad libitum”.
2.3. Delineamento experimental

Os animais foram pesados, numerados e distribuidos em delineamento
inteiramente casualizados, com seis suinos por tratamento. A ragdo dos suinos do
tratamento com antibidticos foi suplementada com AUREO S-P 250® (Zoetis®,
Florham Park - NJ, EUA), composto por aproximadamente, 100 g de cloridrato de
tetraciclina, 100 g de sulfametazina e 50 g de penicilina, por tonelada de ragao. Os
animais do TB receberam diariamente, via oral, 5 mL do coquetel de bacteri6fagos
(101° UFP-mLY). Ap6s os 21 dias de tratamento os animais foram novamente pesados
e abatidos, e o conteudo da digesta presente do ileo, ceco e as fezes do colén foram

coletados para a realizacao das analises.
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2.4. Extragéo do DNA

O DNA genbmico presente nas amostras foram extraidos, em duplicata,
utilizando o FastDNA SPIN Kit for soil (MP Biomedicals, Irvine-CA, EUA) de acordo

com as instrucdes do fabricante, adaptadas para fezes, descritas a seguir:

Foram adicionados 0,2 g de fezes, 122 pL da solucdo de lise tamponada MT
buffer, e 978 pL de tampéao fosfato de sdédio nos tubos Lysing Matrix Tubes. Estes
tubos possuem pequenas esferas de silica que ajudam a lisar os micro-organismos
presentes nas fezes e liberar seu genoma no meio. Os tubos foram agitados no
FastPrep FP120 (MP Biomedicals, Irvine-CA, EUA) por 30 segundos a 5,5 m/s. ApGs
agitacao os tubos foram centrifugados a 13.000 x g (Galaxy 16, VWR, Radnor — PA,
EUA) por 30 segundos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foi
adicionado 250 pL de reagente PPS (Protein Precipitation Solution). A solucéo foi
misturada vertendo-se o tubo 10 vezes, manualmente. O tubo foi centrifugado por 5
minutos, a 13.000 x g (Galaxy 16, VWR, Radnor — PA, EUA) e o sobrenadante
transferido para um novo tubo ao qual foi adicionado 1 mL de suspensédo de matriz de
ligacdo (Binding Matrix Suspension). A solucao foi outra vez misturada, manualmente,
invertendo-se o tubo, por 2 minutos, para permitir a ligacgdo do DNA a matriz e,
posteriormente, foi deixado em repouso por 3 minutos para permitir a decantacédo da
matriz de silica. Em seguida, 500 yL do sobrenadante foi removido cuidadosamente,
para evitar que a matriz de ligacdo fosse ressuspendida. A matriz foi ressuspendida
no sobrenadante restante e 600 pyL da mistura, transferidos para o tubo Spin Filter
Tubes, o qual foi centrifugado a 13.000 x g (Galaxy 16, VWR, Radnor — PA, EUA), por
2 minuto. O conteudo do tubo de coleta foi descartado e o restante do sobrenadante
foi transferido para o filtro Spin Filter e procedeu-se nova centrifugacdo. Foram
adicionados 500 uL de solugéao de lavagem SEWS-M (Etanol + Sal) e centrifugado a
13.000 x g (Galaxy 16, VWR, Radnor — PA, EUA), por 2 minuto. O volume no tubo de
coleta foi descartado, o filtro recolocado no tubo de coleta e novamente centrifugado
por 2 minutos para retirar a solucéo de lavagem residual. O filtro foi acoplado a um
novo tubo e colocado para secagem durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Adicionou-se, entdo, 50 uL de DES (Agua livre de DNAse/Pirogénio) ao filtro contendo
a matriz, a qual foi ressuspendida por pipetagem e centrifugado por 5 minuto, a 13.000
x g (Galaxy 16, VWR, Radnor — PA, EUA) para transferir e eluir o DNA para o tubo de

coleta.
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2.5. Quantificagdo do DNA

As amostras de DNA foram quantificadas utilizando o Quant-iT ™ PicoGreen®
ds DNA kit (Invitrogen, Carlsband — CA, EUA). Para isso, foi necessario a preparacéo
das amostras para a construcdo de uma curva analitica padrdo. O reagente PicoGreen
200x foi diluido em tampé&o 1x Tris-EDTA (TE) para atingir a concentracdo 1x e a
amostra de DNA padrédo 50 x foi diluida em tampé&o TE para atingir a concentragdo 2
pug-mLt. As proporcdes dos reagentes e seus respectivos volumes seguiram as

recomendacdes do fabricante, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Protocolo para a elaboragéo da curva analitica padrao

~ ~ , Concentracao
Tampao TE, pL DNA padréao , pL PicoGreen , pL final , ng-mL-1
0 1000 1000 1000
500 500 1000 500
900 100 1000 100
990 10 1000 10
999 1 1000 1
1000 0 1000 0

Apos a adicao dos reagentes nas microplacas de 96 pocos (modelo Greiner UV-
STAR®, Sigma-Aldrich, St. Louis - MO, EUA), estas foram incubadas por 2 a 5 minutos
a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apés o periodo de incubagcédo as amostras
foram visualizadas e quantificadas em espectrofotdbmetro GENios (TECAN®,
Mannedorf - CH, Suécia) para a construcdo da curva analitica padrdo. Como o
reagente PicoGreen € excitado no comprimento de onda 480 nm e emite fluorescéncia
no comprimento de onda 520 nm, estes valores foram definidos para a leitura no

aparelho.

Para a determinacédo da concentracdo do DNA extraido das amostras, uma nova
microplaca de 96 pocos foi utilizada. Dois microlitros de cada amostra foram diluidos
em 998 uL de tampéao TE 1x e 100 pL da solugdo PicoGreen adicionados. As amostras
foram incubadas por 2 a 5 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, e a
absorbancia quantificadas pelo espectrofotometro (excitagdo 480 nm e fluorescéncia
520 nm). Apds andlise, as amostras foram padronizadas em tubos contendo 10 ng/uL.
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2.6. Amplificacéo por PCR da regidao 16SrR NA

Para avaliar a diversidade de bactérias no colon, ileo e ceco, aregido V3 do gene
16S rRNA do DNA metagenémico foi amplificada pela reacdo da polimerase em
cadeia (PCR), usando os primers 338F (5 — CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC
GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG - 3’; 0 GC-
clamp estd em negrito) e 518R (5’- ATT ACC GCG GCT GCT GG - 3’). O GC-clamp,
sequéncia rica em guanina e citosina, € adicionado no primer para prevenir que o DNA
seja completamente desnaturado em fita simples, melhorando a resolucédo e
visualizacdo das bandas no gel (NAKATSU et al., 2000; NYBERG et al., 2008;
ARIEFDJOHAN et al., 2010).

Para 100 pL da solugdo de PCR foram utilizados, 70,7 uL de Ultra Pure ™ livre
de DNAse e RNAse, 10 uL de tampéao Taq 1x (1,5 mol-L-* MgClz, 8 uL da solucéo de
MgCl2 (2 mol-LY), 0,8 puL de dNTPs (0,8 mol-Lt), 5 uL de albumina do soro bovino
(BSA; 0,1 %), 1,5 pL de cada primer (0,5 ymol-L1), 0,5 uL de Taq polimerase (1.25 U)
e 2 uyL de DNA da amostra (10 ng/pyL) (NAKATSU e MARSH, 2007). Todos os
reagentes utilizados neste procedimento foram da Invitrogen (Carlsbad — CA, EUA).

A reacao de PCR foi realizada no termociclador iCycler (BIO-RAD, Hercules —
CA, EUA) seguindo os seguintes ciclos: 94 °C por 5 minutos (desnaturacéo inicial),
seguido por 30 ciclos de desnaturagao a 92 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C
por 30 segundos, e extensao a 72 °C por 30 segundos. A extensdo final foi a 72 °C
por 7 minutos (BURKHOLDER et al., 2008). Os produtos da PCR foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose 1,5 % corado com 0,5 ug-mL* de brometo de etidio
(BIO-RAD, Hercules — CA, EUA) em tampéao TAE 1x (BIO-RAD, Hercules — CA, EUA),
usando fragmentos de DNA lambda — Hind Il (Invitrogen, Carlsbad — CA, EUA) como
marcador molecular, a 80 volts (SH 500, Shelton Scientific, Shelton — CT, EUA)
durante 45 minuto. Os géis foram visualizados em transiluminador e fotografados
(UVP Biolmaging system, UVP LLC, Upland — CA, EUA).

2.7. Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturacao (DGGE)

Para a realizacdo do DGGE, foi utilizado o equipamento DCode ™ Universal
Mutation Detection System, com géis de poliacrilamida (8 %, acrilamida-bisacrilamida

na proporcéao de 37,5:1) em gradientes de desnaturacéao de 30 — 60 %, sendo que 100
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% do desnaturante contém 7 mol-L* de uréia e 40 % (v/v) de formamida deionizada
em tampdo TAE 1x. Uma aliquota de 40 pyL de cada amostra de DNA amplificado,
foram misturadas com 8 pL de loading buffer 5x [0,025 % (p/v) de bromofenol azul,
0,025 % (m/v) xileno cianol, 47 % (v/v) de 1 mol-L"* EDTA e 47 % (v/v) de glicerol]
antes de ser injetada no gel. Todos os equipamentos e reagentes utilizados nesta
etapa pertenciam a BIO-RAD (Hercules — CA, EUA). Os géis foram imersos em
tampéo TAE 1x, a cuba aquecida a 60 °C, e as amostras adicionadas. Foi usado um
gel para cada tipo de amostra (ileo, ceco ou colon), e as amostras de cada tratamento,
foram separadas no gel com a utilizagcdo de marcador molecular para facilitar a
visualizacdo e a identificacdo dos amplicons. A eletroforese dos géis ocorreu a 200
volts por 10 minutos, seguindo por 70 volts por 16 horas a 60 °C. Apos o fim da
eletroforese, os géis foram corados usando SYBR® Green | (Cambrex Bio Science,
Rockland — ME, EUA), visualizados em transiluminador e fotografados (UVP
Biolmaging system, UVP LLC, Upland — CA, EUA).

2.8. Andlise dos amplicons formados no DGGE

O padrao de similaridade dos amplicons formados no DGGE, foram calculados
baseando-se na presenca e auséncia de bandas, e os valores foram expressos como
um coeficiente de similaridade. O coeficiente de similaridade € calculado baseado na
seguinte formula: Dsc = [2j/(a+b)], onde a = ao numero de bandas da coluna 1 no
DGGE, b = ao nimero de bandas da coluna 2 no DGGE, e j = ao nhimero comum de
bandas entre as colunas 1 e 2 no DGGE, e Dsc = 1 indica que as colunas séo iguais
(ARIEFDJOHAN et al., 2010). Com os resultados obtidos, foram construidos
dendogramas apresentando a similaridade entre os padrdes de bandas formadas
entre as amostras, usando o software BioNumerics (BioNumerics, Applied Maths,
Austin — TX, EUA).

2.9. Analises estatisticas

Todas os dados gerados foram analisados usando o software SAS 9.1 (SAS
Institute, Cary — NC, EUA). Os indices de similaridade entre os locais de coleta das
amostras foram analisados usando o comando: “MIXED MODEL” do SAS, e a
diferenca entre os tratamentos foram determinadas pela separacdo das médias do

teste de Tukey-Kramer. A diferenca significativa foi determinada usando p < 0,10.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de adaptacdo um dos animais do grupo tratado com
antibioticos morreu, desta forma foram usados apenas 5 animais no TA e 6 nos demais

tratamentos.
3.1.Quantificacdo do DNA presente nas amostras

Durante a coleta das amostras fecais, foi observado que existia pouco ou
nenhum material ileal de todos os animais abatidos, refletindo baixos resultados na
quantificacdo do DNA presentes nas amostras (Quadro 1).

Quadro 1. Quantificacdo (ng/uL) das amostras de DNA presentes nas fezes de
cada local do intestino em seu respectivo animal e tratamento.

TC B TA
Suino Local Qnt. Suino Local Qnt. Suino Local Qnt.
fleo 4 fleo 171 fleo 2.27
8 Ceco 256 11 Ceco 168 7 Ceco 171
Colén 274 Colon 125 Colén 89
fleo N/D fleo 191 fleo 4.2
9 Ceco 82 12 Ceco 183 15 Ceco 114
Colon. 120 Colon 158 Colén 149
fleo 46 fleo 141 fleo 2.85
10 Ceco 228 14 Ceco 208 17 Ceco 148
Colén 162 Colon 198 Colén 178
fleo N/D fleo N/D fleo N/D
13 Ceco 188 18 Ceco 215 20 Ceco 130
Colén 94 Colon 128 Colén 150
fleo N/D fleo N/D fleo 142
16 Ceco 85 21 Ceco 54 22 Ceco 139
Colén 105 Colon 60 Col6n 158
fleo N/D fleo 54
19 Ceco 162 23 Ceco 129
Colén 201 Colén 149

N/D — Nao detectavel; TC — Tratamento Controle; TB — Tratamento com bacteriéfagos;
TA — Tratamento com antibidticos.

Como os valores da quantificacdo do DNA do ileo foram abaixo do esperado, e
algumas vezes ndo detectaveis, o material foi desprezado e o experimento realizado

apenas com as amostras do ceco e do colon.

A quantidade e qualidade do DNA extraido das amostras esta diretamente
relacionado a metodologia de extracdo utilizada durante o experimento. Nechvatal et

al., (2008) utilizando diferentes combinacdes de metodologias de extracdo e
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preservagao do DNA, quantificaram entre 12 e 25 ng/puL de DNA em amostras de fezes
humanas. Por outro lado, Ariefdjohan et al., (2010) utilizando a mesma metodologia
empregada neste experimento, quantificou entre 151,3 e 187,2 ng/uL de DNA em
amostras de fezes humanas. A eficiéncia da metodologia de extracdo permite uma
maior recuperacado do DNA e consequentemente uma melhor avaliacdo dos efeitos
dos tratamentos sobre a microbiota das diferentes partes do intestino do animal.
Quanto maior o DNA recuperado das amostras, maiores sao as chances de encontrar
as diferencas relacionadas aos efeitos dos tratamentos do experimento (SCUPHAM
et al., 2007).

3.2.PCR e DGGE

O produto da PCR das amostras do ceco e do colén foram utilizados para a
realizacdo da DGGE (Figura 1 e Figura 2). Os amplicons formados nos géis mostram

as diferentes espécies presentes nas comunidades bacterianas de cada amostra.

TC B TA
M8 9101316191112M1418 212371517 2022M

il

Figural. DGGE de amplicons da regido V3 do rDNA 16S das amostras
microbianas presente no ceco dos animais. Gradientes de
desnaturacdo de 30 — 60 %, separados por seus respectivos
tratamentos. M representa o marcador molecular utilizado.
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TC B TA
Mo 910131619 1112M1418 212371517 2022M
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Figura2. DGGE de amplicons da regiao V3 do rDNA 16S das amostras
microbianas presente no colon dos animais. Gradientes de
desnaturacdo de 30 — 60 %, separados por seus respectivos
tratamentos. M representa o marcador molecular utilizado

Analisando o padrdo dos amplicons formados nas figuras, € possivel perceber
que o suino 10, pertencente ao tratamento controle, apresentou um padrao diferente
dos outros animais. A avaliacdo deste resultado é complexa, j& que nenhum dos
animais apresentou nenhuma mudanca comportamental ou alteragéo clinica, durante
o periodo de realizagdo do experimento, que pudesse justificar tal alteracao.
Entretanto, diversos fatores intrinsecos e extrinsecos podem ter contribuido para este
resultado. Como o trato gastrointestinal possui diferentes comunidades microbianas,
ao longo da mucosa, responsaveis por fun¢des nutricionais e imunoldgicas, qualquer
alteracdo na dieta, no ambiente ou causada por uma infec¢cdo bacteriana, podem
resultar na modificacdo da composi¢cdo microbiana presente no intestino do animal
(HILL et al., 2010; WU e WU, 2012; SCHOKKER et al., 2015; FRESE et al., 2015).

Para avaliar o efeito dos tratamentos na microbiota do ceco e do célon, os
padrbes de amplicons formados nos géis da DGGE foram comparados e plotados em

um dendograma (Figura 3).
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Figura 3. Dendograma

Analisando o dendograma € possivel observar que a maioria das amostras do
ceco e do célon se agruparam de forma heterogénea. Estes agrupamentos
apresentaram uma diferenca significativa (p < 0,001) na composi¢cdo microbiana
presentes em cada amostra. Apesar do ceco e do colon pertencerem ao intestino
grosso, diversos fatores influenciam na composicao e desenvolvimento de diferentes
comunidades bacterianas em cada parte do intestino. Durante a passagem do bolo
alimentar pelo intestino, a velocidade das contracfes peristalticas diminui quase pela
metade quando chegam ao intestino grosso, e continuam diminuindo até serem
excretados pelo reto (HIPPER e EHRLEIN, 2001). Esta reducao de velocidade permite
gue as bactérias presentes na mucosa fermentem substratos que ndo foram
absorvidos pelo intestino. A fermentacdo destes substratos produz gases, acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), e diversos outros metabolitos que possuem a

capacidade de alterar as caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas da mucosa, e
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consequentemente, alterarem o0 crescimento e a composicdo da comunidade
bacteriana local (RASTALL e GIBSON, 2015).

Apesar dos tratamentos ndo terem se agrupado de forma homogénea no
dendograma, a analise estatisticas entre os padrées de amplicons das amostras
encontrou efeito significativo (p < 0,10) somente na comparagéo entre o TA e o TC,
enquanto para as outras comparacdes (bacteriéfagos x controle e bacteriéfagos x
antibioticos) os efeitos ndo foram significativos (p > 0,05). Ja que os antibioticos
possuem grande efeito na reducdo e modificacdo da microbiota presente no trato
gastrointestinal resultando em maior ganho de peso e uma melhor conversao
alimentar. Entretanto ndo houve efeito significativo (p > 0,05) entre os pesos dos
animais de cada tratamento. Isso pode ter ocorrido devido a baixo nimero de animais
utilizados no experimento. Além disso, o efeito causado na microbiota dos animais
deste tratamento esta de acordo com o encontrado por diversos autores que avaliaram
o efeito dos antibiéticos na microbiota das fezes de suinos (ALLEN et al., 2011; KIM
et al., 2012; LOOFT et al., 2012).

Uma das desvantagens da utilizacao de antibi6ticos € a alteragdo na comunidade
microbiana benéfica presente no trato gastrointestinal. Bactérias laticas presentes no
[limen possuem a capacidade de fermentar e produzir 4cidos graxos de cadeia curta
(AGCC). Estes AGCC sao capazes de: estimular o desenvolvimento de células da
mucosa, aumentando a absorgéo de nutrientes; estimular e ativar a resposta imune e
anti-inflamatéria; estimular a producdo de muco e impedir a adesao e contaminagao
por patdgenos, e varios outros efeitos que estdo diretamente relacionados a saude e
a nutricao do animal (STEED e MACFARLANE, 2009; HARDY et al., 2013; CONLON
e BIRD, 2015). Muitas das bactérias presentes no ceco e no colon ndo séo espécies
dominantes da microbiota intestinal. Sendo assim, a utilizacdo de antibioticos pode
alterar a composi¢cdo da microbiota local e comprometer diversos efeitos benéficos

causados pelas colbnias bacterianas (LOOFT et al., 2014).

A comparagéo entre os tratamentos, com antibidticos e com os bacteriofagos,
nao resultou em efeito estatisticamente significativo (p > 0,05). Este resultado
demostra que as alteragbes causadas na composicdo da microbiota ndo foram
diferentes entre os tratamentos. O suplemento utilizado na racdo dos animais do

tratamento com antibidticos, € composta por trés antimicrobianos: a tetraciclina, a
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sulfametazina e pela penicilina. A tetraciclina e a sulfametazina s&o antimicrobianos
de amplo espectro, capazes de matar tanto bactérias gram positivas quanto bactérias
gram negativas, enquanto a penicilina possui efeito apenas em bactérias gram
positivas (GUIMARAES et al., 2010; WALSH e WENCEWIZ, 2014). Como este
suplemento possui efeito sobre amplo espectro de bactérias e o resultado da
comparacgao entre o tratamento com bacteriéfagos néo foi significativo, podemos
sugerir que os bacteriéfagos conseguiram modificar a microbiota tanto do ceco quanto
do célon em relacdo ao tratamento controle que teve resultado estatisticamente
significativo. Além disso, a comparacdo entre os tratamentos controle e com
bacteriéfagos também nao tiveram resultado estatisticamente significativo (p > 0,05),
indicando que ndo houve mudanca na composicdo em relacdo ao efeito dos
tratamentos. Os resultados apresentados pelo efeito do tratamento com bacteriofagos,
entra em contradicdo com a literatura. Praticamente todos os autores afirmam
categoricamente que os bacteriéfagos sdo especificos para uma determinada género
ou espécie bacteriana (ABEDON, 2009; HYMAN e ABEDON, 2012; TAYLOR, 2014).

4. CONCLUSAO

Foi possivel observar a diferenca significativa na composicdo microbiana, entre
as amostras que pertenciam ao TC e ao TA. Este resultado sugere uma pequena
mudancga na composi¢ao da microbiota dos animais do TB, apesar do resultado néo
ter sido estatisticamente significativo. Os resultados do peso final dos animais néo
apresentaram diferencas significativas (p > 0,05), novos estudos devem ser realizados
para confirmar se o0s bacteriofagos podem ou ndo serem utilizados como
melhoradores de desempenho. Além disso, outras metodologias, como a analise
metagendmico, poderdo ser empregadas para avaliar quais foram 0s micro-

organismos foram alterados nos tratamentos.
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