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RESUMO

HUNGARO, Humberto Moreira. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
Fevereiro de 2010. Biocontrole de Salmonella enterica em pele de frango
de corte. Orientador: Regina Célia Santos Mendonga. Co-orientadores: Maria
Cristina Dantas Vanetti e Claudia Lucia de Oliveira Pinto.

Em funcdo da necessidade de formas alternativas de controle de micro-
organismos em alimentos e da crescente demanda dos consumidores por
produtos mais saudaveis, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
de bacteri6fagos na reducdo de Salmonella enterica em pele de frango. Os
bacteriéfagos foram isolados de fezes de aves de criacdo extensiva de
propriedades na regido de Vicosa-MG, utilizando Salmonella Enteritidis como
hospedeiro. Foram selecionados cinco bacteriéfagos para descontaminacéo de
pele de frango, por meio de avaliacdo do perfil litico em comparacdo com
bacteriéfago P,,. Os bacteriéfagos selecionados foram avaliados quanto a
especificidade em relacdo a varias estirpes de micro-organismos, morfologia e
atividade sobre Salmonella Enteritidis em meio de cultivo. Os bacteriéfagos
foram utilizados na descontaminacdo de pele de frango inoculada com
Salmonella Enteritidis e comparados com outros métodos de descontaminacao.
Foram também testados para verificar a reducdo da contagem de Salmonella
Enteritidis em amostras de pele de frango armazenadas sob refrigeracdo e
congelamento ao longo de 30 dias de estocagem. Os bacteriofagos de
Salmonella foram isolados de 24 amostras de fezes de aves em 62,5 % das
propriedades avaliadas, e atingiram concentracdes de 10® a 10 PFU mL™
apos propagacao. Os cinco bacteridfagos selecionados apresentaram atividade
sobre varias estirpes de Salmonella enterica, porém dois desses bacteriéfagos
foram inespecificos e lisaram Escherichia coli e Cronobacter muytjensii. Em
relacdo a morfologia, todos apresentaram cabeca icosaédrica e pequenas
caudas o que indica serem da ordem Caudovirales e da familia Podoviridae. O

Xii



efeito dos bacteriéfagos sobre a contagem de Salmonella em meio de cultura
foi dependente da concentracdo de bacteriéfago utilizada. As maiores reducgdes
de células viaveis de Salmonella de, aproximadamente, 2,5 log UFC mL™ foram
obtidas nos cultivos adicionados de bacteriofagos na concentracao inicial de
10° PFU mL™ e na temperatura de 25 °C. A reducdo de Salmonella em pele de
frango com mistura de bacteriofagos foi de, aproximadamente, 0,92 log
UFC.cm?, e equivalente a outros métodos de descontaminac&o avaliados, tais
como tratamentos com solucdo de dicloroisocianurato a 200 mg.L™ , solugéo
de A&cido peracético a 112 mg.L?, e solucdo de &cido latico a 2 % (V/v).
Observou-se uma tendéncia de diminuicdo na contagem de Salmonella dos
fragmentos de pele de frango armazenados sob refrigeracdo e congelamento a
medida que se aumentava a concentracdo da mistura de bacteriéfagos
adicionada, e as maiores reducdes de, aproximadamente, 2,0 log UFC.cm™
foram obtidas com adicéo da mistura de bacteriéfagos na concentracdo de 10°
PFU mL™. As reducdes na contagem de Salmonella dos fragmentos de pele de
frango nao foram influenciadas pela variacdo da contaminacdo dos fragmentos
de pele nem pela condicdo e periodo de armazenamento. A concentracdo de
bacteriéfagos na pele de frango armazenada sob refrigeragdo e congelamento
permaneceu constante durante o periodo avaliado. Os bacteri6fagos
selecionados apresentam potencial de utilizagdo como tecnologia

complementar no controle de Salmonella em carne de aves.
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ABSTRACT

HUNGARO, Humberto Moreira. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
February de 2010. Biocontrol of Salmonella enterica in poultry skin.
Adviser: Regina Célia Santos Mendonga. Co- advisers: Maria Cristina Dantas
Vanetti e Claudia Lucia de Oliveira Pinto.

According on the need for alternative ways to control microorganisms in
food and the growing consumer demand for healthier products, this study aimed
to evaluate the activity of bacteriophages to reduce Salmonella enterica in
poultry skin. Bacteriophages were isolated from feces of poultry of extensive
flock in the region of Vicosa-MG, using Salmonella Enteritidis as host. We
selected five bacteriophages to decontaminate chicken skin, through evaluation
of the profile compared with Iytic bacteriophage P,,. Bacteriophages selected
were evaluated for specificity against several strains of micro-organisms,
morphology and activity on Salmonella Enteritidis in the culture medium.
Bacteriophages were used in the decontamination of chicken skin inoculated
with  Salmonella Enteritidis and compared with other methods of
decontamination. Were also tested to verify the count reduction of Salmonella
Enteritidis in samples of chicken skin stored at refrigeration and freezing along
30 days of storage. Bacteriophages of Salmonella were isolated from 24
samples of poultry feces in 62.5% of the properties and concentrations reached
10® to 10' PFU mL™ after propagation. The five selected phages showed
activity against several strains of Salmonella enterica, but two of these
bacteriophages were not specific and capable of lysing Escherichia coli and
Cronobacter muytjensii. With respect to morphology, all had icosahedral heads
and short tails indicating that they are of the order Caudovirales and family
Podoviridae. The effect of bacteriophages on the count of Salmonella in the
culture medium was dependent on the concentration of phage used. The
greatest decreases of viable cells of Salmonella by approximately 2.5 log CFU
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mL™ were obtained in cultures added bacteriophages of the initial concentration
of 10° PFU mL™ and at 25 ° C. The reduction of Salmonella in chicken skin with
a mixture of bacteriophages was approximately 0.92 log UFC.cm™, and equal to
other decontamination methods evaluated, such as treatments with
dichloroisocyanurate solution at 200 mg.L™, solution of peracetic acid to 112
mg.L™, and lactic acid solution 2% (v / v). We observed a decreasing trend in
the count of Salmonella from chicken skin fragments stored under refrigeration
and freezing as it increased the concentration of the mixture of bacteriophages
added, and the largest reductions of approximately 2.0 log UFC.cm? were
obtained with the addition of the mixture of bacteriophages at a concentration of
10° PFU mL™. Reductions in Salmonella counts of chicken skin fragments were
not influenced by variation of the contamination of the fragments of skin and the
condition and storage period. The concentration of bacteriophage in chicken
skin stored under refrigeration and freezing remained constant during the study
period. Selected Bacteriophages show promise for use as complementary
technology to control Salmonella in poultry meat.
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1. INTRODUCAO

Em 2008, o Brasil produziu mais de 10,9 milhdes de toneladas de carne
de aves e, de acordo com a Associacdo Brasileira dos Produtores e
Exportadores de Frangos (ABEF, 2009), destaca-se como o terceiro produtor
mundial de carne de frango, ficando atras apenas dos Estados Unidos e da
China, respectivamente. Em relagdo as exportacdes de carne de aves, o pais
assume o primeiro lugar, com 3,6 milhdes de toneladas exportadas em 2008
(UBA, 2009). A presengca de bactérias patogénicas como Salmonella e
Campylobacter em carne de aves ainda constitui um problema de saude
publica e de grandes prejuizos econdmicos tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. A elevada incidéncia destes patégenos na carne de
frango é inerente ao processo, devido a encontrarem-se distribuidos em toda
cadeia produtiva, desde o nascimento das aves até o produto final.

Medidas de biosseguranca centradas no inicio da cadeia produtiva tém
sido utilizadas com o objetivo de produzir aves livres de patégenos, porém o
processo € caro e dificil de manter, tendo em vista a suscetibilidade das aves a
infeccdo e a contaminacdo do ambiente das granjas. Na industria de
processamento de carnes, 0s processos de descontaminagdo por agentes
fisicos, quimicos ou biologicos sdo uma alternativa para reduzir ou eliminar
micro-organismos das carcacas. Os métodos tradicionais de descontaminacao
como, lavagem com agua aquecida, aplicacdo de substancias quimicas,
aguecimento por vapor, congelamento e, em alguns casos, radiacao ionizante
sao rotineiramente utilizados na industria de processamento de aves. O efeito
destas técnicas na reducdo de patogenos é limitado, dependente de fatores
como temperatura, tempo de contato e carga microbiana inicial, e pode
influenciar nas caracteristicas sensoriais finais do produto. Além disso, as
possibilidades de geracdo de compostos toxicos e a selecdo de micro-

organismos resistentes por meio da utilizagdo de agentes quimicos na
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descontaminacdo de carcacas tém sido questionadas. Em funcdo destes
fatores, existem sérias dificuldades no comércio internacional de carne de
aves, em particular entre os Estados Unidos e a Comunidade Européia, em
relacdo ao o uso de substancias antimicrobianas na descontaminacdo de
carcacas de aves. Nos EUA o0 uso de descontaminantes quimicos, tais como,
hipoclorito de sddio, dioxido de cloro, acido peracético e fosfato trissddico é
permitido e constitui uma pratica comum na industria de carnes, enquanto que
nos paises membros da Comunidade Européia a utilizacdo destes agentes
para eliminar a contaminacgéo da superficie de carcacas de aves é proibida.

Novas tecnologias Vvém sendo desenvolvidas e testadas na
descontaminacédo de carcacas de aves, tais como o uso de bacteriocinas e
bacteriéfagos especificos para controle de determinado micro-organismo.
Estudos experimentais de utilizacdo de bacteriéfagos especificos no controle
de alguns patdgenos, como Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli e
Listeria monocytogenes apresentaram resultados satisfatérios na reducédo ou
eliminacdo destes micro-organismos de fontes de producdo ou no alimento.
Este processo de controle de micro-organismos patogénicos apresenta
vantagens em relacdo aos métodos tradicionais, pois os bacteriéfagos sédo
especificos para um micro-organismo alvo, tém facilidade de aplicacgéo,
capacidade de sobreviver em baixas temperaturas, auto-limitacdo e néo
interferem nas caracteristicas fisicas e sensoriais do produto.

Apesar dos resultados positivos na reducdo de patdégenos contaminantes
de alimentos por meio da utilizacdo de bacteri6fagos e de ja existirem no
mercado produtos aprovados para uso em alimentos (ex. Listex P100™ - EBI
Food Safety), existe a necessidade de melhor compreenséo desta tecnologia e
de suas limitagcdes, principalmente, aquelas relacionadas a selecdo de
bacteri6fagos com maior capacidade litica, avaliacdo das condi¢cdes de
aplicacdo na industria de alimentos, possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia do hospedeiro bacteriano, efeito de diferentes condi¢cdes de
processamento sobre o0s bacteriofagos e interacbes dos mesmos com o
alimento. Em fungdo da necessidade de formas alternativas de controle de
micro-organismos em alimentos e da crescente demanda dos consumidores
por produtos pouco processados e com menor quantidade de aditivos, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de bacteriéfagos na reducao de

Salmonella em pele de frango.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas de Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e € composto
por peqguenos bastonetes gram-negativos, nao esporulados, anaerébios
facultativos, lactose, urease e oxidase negativos. As células medem de 0,7 a
1,5 pm por 2,5 a 5,0 um e a maioria dos sorotipos € moével em funcdo da
presenca de flagelos peritriquios, com excecdo dos sorotipos Pullorum e
Gallinarum. A faixa de temperatura de crescimento esta entre 7 °C e 47 °C,
com otimo entre 35 °C e 37 °C, o pH de crescimento varia entre 4 e 9, sendo o
otimo de 7, e atividade de agua minima para crescimento é de 0,94. Sao
capazes de produzir gas a partir da fermentacédo de glicose, de descarboxilar
0s aminodcidos lisina e ornitina, reduzir nitratos a nitritos, gerar acido sulfidrico
e utilizar citrato como fonte de carbono (BERGEY, 1984; D’AOUST, 2001).

O género Salmonella foi nomeado em 1885 em homenagem ao médico
veterinario Daniel E. Salmon, do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos da América (USDA), e € composto por 2579 sorotipos, identificados por
reacBes bioquimicas e sorolégicas, dos quais, 2.557 pertencem a espécie S.
enterica e 22 a espécie S. bongori (YAN et al, 2003; GRIMONT e WEILL,
2007). Sua nomenclatura é bastante complexa, na qual a estrutura antigénica e
0s sorotipos séo definidos e estabelecidos pela Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS), com colaboracdo do Centro de Pesquisa e Referéncia do Instituto
Pasteur de Paris, na Franca, e novos sorotipos sdo listados anualmente pelo
esquema White-Kauffmann-Le Minor scheme (GRIMONT e WEILL, 2007).
Shelobolina et al (2004) relataram a existéncia de uma nova espécie de
Salmonella denominada Salmonella subterranea, porém este micro-organismo
nao foi reconhecido como pertencente ao género Salmonella pelo sistema de

nomenclatura White-Kauffmann-Le Minor scheme estabelecido pela OMS e
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pelo Instituto Pasteur. Segundo este esquema de classificacdo, o género
Salmonella divide-se em duas espécies, S. enterica e S. bongori. A espécie S.
enterica apresenta seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica
subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S.
enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica (GRIMONT e WEILL,
2007).

A identificacdo da espécie ou sorotipo de Salmonella é realizada por meio
de métodos de perfil bioquimico e sorologico, resisténcia a antimicrobianos,
producdo ou sensibilidade a bacteriocinas, fagotipagem, perfil plasmidial e de
restricdo a endonucleases. A sorotipagem € fundamentada nas caracteristicas
dos antigenos somaticos (O), que define o sorogrupo; antigenos flagelares (H),
que define o sorotipo e antigenos capsulares (K), consistindo a base de
classificacdo do género Salmonella (GAMA, 2001; YAN et al, 2003).

Os sorotipos predominantes em casos de salmonelose humana sao S.
enterica subsp. enterica sorotipos Typhimurium e Enteritidis (FERNANDES et
al, 2006). Porém, outros sorotipos como, S. enterica subsp. enterica sorotipo
Heidelberg, S. enterica subsp. enterica sorotipo Newport, S. enterica subsp.
enterica sorotipo Infantis, S. enterica subsp. enterica sorotipo Agona, S.
enterica subsp. enterica sorotipo Montevideo, e S. enterica subsp. enterica
sorotipo Saint Paul, também, estiveram envolvidos em surtos de infeccdo em
humanos (CHIU et al, 2005; ZAIDI et al, 2006).

2.2 Caracteristicas de infec¢cdes causadas por Salmonella

Salmonella sp. pode causar uma variedade de doencas em humanos,
desde febre tifoide, bacteremia, gastrenterite e infecgdes focais. E um dos
principais micro-organismos associados com casos de gastrenterite causadas
pela ingestdo de alimentos em todo o mundo e um importante problema de
saude publica (PAYMENT e RILEY, 2002).

A maioria dos casos de infeccdo por Salmonella sp. ocorre por via oral,
por meio da ingestdo de agua e alimentos contaminados, porém existem
suspeitas de infec¢des por via membranas mucosas, conjuntivas e pelo trato
respiratério superior (QUINN, 1994). O processo de infec¢cdo consiste na
invasdo das células do trato intestinal por meio da inducdo de rearranjos de

actina do enterdcito, o que resulta na formacéo de pseuddpodes que engolfam
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a bactéria ocasionando a gastrenterite (FORSYTHE, 2002). Outra reacéo
provocada na célula € a producdo de citocinas da resposta inflamatoria,
associadas a inflamacéo intestinal, diarréia e, em casos crénicos, formacao de
fibrose com prejuizo da absorcédo (ZHOU et al, 2001).

A patogénese de Salmonella sp. esta relacionada com a translocagéo de
proteinas bacterianas para o interior da célula eucariética e com a consequente
alteracdo das funcdes celulares. Sorotipos de S. enterica expressam pelo
menos dois tipos de sistemas de secrecdo de proteinas do tipo Ill, e que estdo
localizadas em ilhas de patogenicidade designadas por SPI-1 e SPI-2 (Specific
Pathogenicity Island). A expressdo de SPI-1 estd associada com o inicio do
processo de infeccdo do epitélio intestinal e a de SPI-2 ao estabelecimento da
infeccdo sistémica (SANO et al, 2007; SANTOS et al, 2007).

O sistema de secrecdo do tipo Il € composto por um complexo de 20
proteinas que formam um canal na membrana da célula hospedeira. Uma vez
formado, permite a exportacdo de outras proteinas, incluindo aquelas
destinadas a captacdo da bactéria pela célula hospedeira (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

A dose infecciosa minima de Salmonella sp. para 0 homem varia de 10 a
milhdes de células e esta relacionada com fatores inerentes ao individuo, ao
sorotipo da espécie envolvida e ao tipo de alimento contaminado (PREBAF,
2008).

De acordo com Forsythe (2002), os sintomas caracteristicos de doencas
de origem alimentar causadas por Salmonella incluem, diarréia, nausea, dor
abdominal, febre branda e calafrios, algumas vezes, vémitos e dor de cabeca,

e o periodo de incubacao pode durar de 12 a 36 horas.

2.3 Epidemiologia

As infecc¢des causadas por Salmonella sp. sdo uma das principais causas
de doenca diarréica em humanos e constituem um desafio global a saude
publica (FERNANDES et al, 2006; ZAIDI et al, 2006).

O consumo de alimentos de origem animal contaminados, com destaque
para ovos, carne, leite e derivados, constituem a principal fonte de salmonelose
em humanos (CARVALHO e CORTEZ, 2005).



A incidéncia mundial de salmonelose tem se elevado desde a década de
1970, e os principais sorotipos responsaveis pela maioria dos casos de doenca
sao S. enterica subsp. enterica sorotipo Enteritidis e S. enterica subsp. enterica
sorotipo Typhimurium (WEINBERGER e KELLER, 2005). Acredita-se que
ocorram 16 milhdes de casos de doencas causadas por Salmonella sp. com
500.000 mortes por ano ao redor do mundo (EVEREST et al, 2001).

Nos Estados Unidos, anualmente, sdo registrados entre 30.000 a 40.000
casos de salmonelose pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC), porém, devido a muitos casos nao serem relatados, estima-se que a
incidéncia seja de, aproximadamente, 1,4 a 4 milhdes de infeccdes e de 500 a
600 casos fatais a cada ano (USDA, 2009). Em 2007, Salmonella sp. foi o
micro-organismo de maior prevaléncia em 17.883 casos de infec¢ao reportados
em 10 estados dos EUA (CDC, 2008). No mesmo ano, Salmonella sp. foi
responsavel por 151.995 casos de doenca em paises da Unido Européia,
perdendo apenas para Campylobacter sp. em numero de casos de infeccdo
(EFSA, 2009).

No Brasil foram notificados 6062 surtos de doencas de origem alimentar
durante 1999 a agosto de 2008, com 117.330 pessoas doentes e 64 mortes.
Em 3088 surtos nao foi possivel identificar o agente etiolégico e Salmonella sp.
foi o principal micro-organismo envolvido nos surtos restantes, responsavel por
causar 1275 surtos (SVS, 2009).

Devido a caracteristica autolimitante na maioria dos casos de
salmonelose, as pessoas acometidas ndo procuram atendimento médico aos
primeiros sinais da doenca (FRENZEN, 1999). Na maioria dos casos, o
isolamento do agente etiolégico ou a pesquisa para confirmacdo do possivel
alimento incriminado sao negligenciados, o que contribui para a subnotificagéo
e subestimativa da prevaléncia de salmonelose em humanos (SANTOS,
NASCIMENTO e FLORES, 2002).

2.4 Contaminacao na cadeia produtiva de aves
Salmonella sp. esta presente em toda a cadeia produtiva de aves, desde

0 nascimento até o produto final, o que dificulta o controle e diagnostico deste

micro-organismo (BONI, 2007).



A contaminacdo das aves pode ocorrer por via vertical, por meio de ovos
incubados que contém a bactéria em seu interior, e por via horizontal, por
contaminacgéo de individuos susceptiveis em contato com material contaminado
ou aves portadoras que eliminam Salmonella sp. nas fezes (BERCHIERI JR,
2000).

Oliveira e Silva (2000) ao avaliarem a presenca de Salmonella sp. em
casca e gema de ovo observaram que 9,6 % da amostras de casca e 3,2 %
das amostras de gema de ovo estavam contaminadas por Salmonella sp..

Rocha et al (2003) observaram que 11,1 % dos forros de caixa de
transporte e 3 % dos 6rgados de pintos de corte de um dia estavam
contaminados por Salmonella sp., e 0s sorotipos isolados com maior frequéncia
foram S. Enteritidis e S. Heidelberg.

Kanashiro et al (2005) ao avaliarem a presenca de sorotipos de
Salmonella sp. em frangos de corte e matrizes comerciais em diversas regides
do Brasil concluiram que h& uma alta incidéncia de S. enterica subsp. enterica,
sorotipo Enteritidis em 57,5 % em matrizes e 84 % em frangos.

A presenca de Salmonella sp. no intestino, na pele e entre as penas das
aves pode causar contaminagdo das carcacas, dependéncias e equipamentos
do frigorifico durante o abate, evisceracdo e resfriamento, comprometendo a
qualidade do produto final para o consumo humano (OLSEN et al, 2003).

Antunes et al (2003), que obtiveram uma incidéncia de Salmonella sp. de
60 % em amostras de carne de aves coletadas na cidade do Porto, em
Portugal. Resultados semelhantes foram encontrados por Bada-Alambed;i et al
(2006) encontraram que 62,5 % das carcacas de frango coletadas em pontos
de venda de Dakar, no Senegal, estavam contaminadas com Salmonella sp.

Na Espanha, Dominguez, Gomez e Zumalacarregui (2002), encontraram
35,8 % das amostras de carne de frango contaminadas por Salmonella spp..

Observou-se uma variagdo na contaminacao de carcacas de frango por
Salmonella sp. em diferentes estados brasileiros. A contaminacéo de carcacas
de frango por Salmonella sp. variou de 15,1 % no Rio Grande do Sul
(NASCIMENTO et al, 2003), 13 % em Santa Catarina (MACHADO, TOSIN e
LEITAO, 1994), 5,9 %,10,4 %, 32 % e 42 % em S&o Paulo (COSTA et al, 1997;
FUZIHARA, FERNANDES e FRANCO, 2000; SANTOS et al, 2000; MATHEUS,
RUDGE e GOMES, 2003), 16,9 % em Goias (MESQUITA et al, 2005) e 9,5 %
em Pernambuco (VASCONCELLOS et al, 2005).



2.5 Controle de contaminag&o microbiana no processamento de aves

Algumas medidas de controle séo realizadas em fazendas, criadouros de
aves e nas industrias de processamento, na tentativa de reduzir a incidéncia de
micro-organismos patogénicos na carne de frango (CARRILO et al, 2005).
Intervencdes estratégicas centradas no inicio da cadeia produtiva, ou seja, nas
granjas, tém maior probabilidade de gerar reducbes consideraveis na
contaminacdo de carne das aves ap0s o processamento. A modernizagdo e 0s
investimentos em biosseguranca permitiram produzir aves livres de micro-
organismos patogénicos, porém o processo € caro e de dificil manutencéo,
considerando que as aves sdo susceptiveis a infec¢do e os patdgenos podem
ser encontrados no meio ambiente das granjas e em abatedouros associados a
contaminagdo cruzada com aves de outras granjas (NEWELL e FEARNLEY,
2003).

Apesar de décadas de esforgo, obter animais livres de patdégenos como
Salmonella e Campylobacter envolve controle rigoroso que, na maioria dos
casos, é impraticavel. Intervencgdes higiénicas no processamento por si s6, ndo
conduzem a produtos seguros, em funcdo do fluxo constante de entrada de
micro-organismos na industria de processamento e inevitavel contaminacao
cruzada (BOLDER, 1997). Portanto, uma maneira de controlar estes micro-
organismos é a descontaminacao do produto bruto (CORRY et al, 1995).

A descontaminacdo de carcacas de aves pode auxiliar a reduzir a
contaminagdo cruzada no produto elaborado, e consequentemente, o0s
patégenos veiculados por alimentos. Esta descontaminacdo pode ser realizada
durante ou ao final da linha de producdo (BOLDER, 1997).

As técnicas de descontaminacdo dos alimentos ndo devem influenciar
suas caracteristicas sensoriais ou propriedades nutricionais, elas também
devem ser seguras, baratas e de facil acesso ao publico (CORRY et al, 1995).

Vérias tecnologias sdo utilizadas para descontaminacdo e de carcacgas,
gue podem ser divididas em trés tipos principais: fisica, quimica e bioldgica.
Algumas das tecnologias de descontaminacdo podem ser consideradas como
meétodos tradicionais, por exemplo, tratamentos com sanitizantes, e outras
como técnicas emergentes, por exemplo, o uso de bacteriéfagos ou enzimas
liticas de fagos, que encontram-se em fase de desenvolvimento para a
aplicacao sobre a carne (HUGAS e TSIGARIDA, 2008).



2.5.1 Descontaminagado por métodos fisicos

Muitos métodos fisicos sao utilizados para reduzir a contaminacéo
microbiana sobre a superficie da carne. Elas incluem, principalmente, etapas
de limpeza, tratamento com agua quente ou vapor sob pressédo, radiacdes
ionizantes e congelamento.

A lavagem com agua é um processo rotineiramente utilizado na industria
de carne e é eficaz para eliminagcdo de contaminantes fisicos, como solo,
penas e outros detritos. O numero de micro-organismos € reduzido em,
aproximadamente, um ciclo log, porém Salmonella e Campylobacter podem
ocorrer em carcagas em concentrages mais altas, 10° UFC.g™, e o tratamento
com 4gua sob estas condi¢cdes ndo contribui para uma remocao total destes
patdogenos (BOLDER; PUTIRULAN e LIPMAN, 2006). Contudo, melhores
resultados podem ser alcancados com o0 aumento da temperatura da agua de
lavagem (SOFOS e SMITH, 1998).

A agua quente com temperatura entre 80 °C a 85 °C, aplicada sob a forma
de spray ou imersdo, e o uso de vapor sob pressdo apresentam grande
potencial de aplicacdo na industria de carnes (HUFFMAN, 2002). Em geral, os
diferentes estudos realizados em varios tipos de carne e em diferentes
condicbes demonstraram uma reducdo de um a trés ciclos logaritmos nas
contagens de bactérias e uma diminuicdo da contaminacdo de patdgenos
(SOFOS e SMITH, 1998). O tratamento com spray de agua quente com
temperatura entre 55 °C e 60 °C, por meio da lavagem das carcacas de aves
de dentro para fora apds a evisceracdo e antes da refrigeracdo reduziu a
contaminagcdo de Campylobacter em mais de 0,78 logiyy UFC/carcaca
comparado com a pulverizacdo de agua a 20 °C (LI; YANG e SWEM, 2002).
Porém, a aplicacdo de uma segunda escalda ap6s depenagem, com agua na
temperatura de 60 °C, por 28 s, ou 73 °C, por 20 s, ndo reduziu a contagem de
Campylobacter na carcaca comparada a primeira escaldagem (BERRANG;
DICKENS e MUSGROVE, 2000).

A forma pela qual o calor é aplicado nas carcacas e o local de utilizacao
no processamento, por exemplo, apds depenagem, apos a evisceracao e antes
da refrigeracdo, parecem ter grande impacto sobre a eficacia do tratamento.
Em geral, o uso de spray pode causar alguns efeitos indesejaveis se a
validacdo e verificacdo da metodologia aplicada ndo forem seguidas. Por
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exemplo, altas pressdes podem resultar na penetracdo de bactérias no tecido
(SOFOS e SMITH, 1998), e os tratamentos com spray perdem calor facilmente
por evaporacdo. Além disso, a alta umidade na superficie do tecido pode
estimular o crescimento de micro-organismos. E frequente a preocupacio
quanto as propriedades sensoriais de carcacas tratadas com spray, por
exemplo, aparéncia e cor, e do risco de redistribuicdo ou propagacao de micro-
organismos para superficies de tecidos adjacentes ou equipamentos (SOFOS e
SMITH, 1998).

Uma alternativa em substituicdo ao tratamento com agua quente é a
aplicacéo de vapor. A principal vantagem da utilizagdo desta técnica € que o
vapor a 100 °C tem uma capacidade térmica maior do que a mesma
guantidade de agua a essa temperatura e, portanto, é capaz de penetrar em
cavidades, fendas e foliculos de penas. A utilizacdo de vapor em carcacas de
aves por até 20 s a pressdo atmosférica reduziu, consideravelmente, a
contaminacdo por Campylobacter jejuni e E. coli, mas prejudicou a aparéncia
do produto (JAMES et al, 2007). Fatores relacionados ao produto, como, lotes
de animais, o tipo de carne, carga microbiana inicial e o tempo de exposicéo a
contaminacéo podem influenciar a eficacia da descontaminacéo de tratamentos
com agua (HUGAS e TSIGARIDA, 2008).

Outra possibilidade de tratamento por método fisico de carcacas é a
irradiacdo, cujo efeito depende do tipo de micro-organismo envolvido, do tipo
de alimento, da temperatura, da presenca de oxigénio e de umidade (FARKAS,
1998). O efeito da radiacdo ionizante sobre micro-organismos pode estar
associado a inativacdo direta do material genético ou indireta por meio de
reacdes entre 0s componentes celulares e os radicais livres resultantes da
ionizacdo de moléculas de outras substancias, geralmente agua. A radiacado
facilmente inativa Campylobacter em carne de aves com doses de 3 a 5 kGy
em aves congeladas e 1,5 a 2,5 kGy nas refrigeradas (FARKAS, 1998). Na
maioria dos casos, as taxas de redugado microbiana estao no intervalo de dois a
trés ciclos logaritmos para as formas vegetativas dos principais patdgenos em
alimentos. No entanto, ndo ocorre inativagcdo de virus e toxinas microbianas,
que sdo mais resistentes a radiacdo. Além disso, a falta de conhecimento do
consumidor sobre o processo ainda gera desconfiangca e diminuicdo do
consumo de produtos irradiados (HUGAS e TSIGARIDA, 2008).
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O congelamento e posterior armazenamento em baixas temperaturas
também podem reduzir a contaminacédo de produtos carneos. O congelamento
a - 20 °C reduziu a contagem de Campylobacter em carcacas de frango
inoculadas em um ciclo logaritmo (GEORGSSON et al, 2006). Zhao et al (2003)
constataram que o numero de Campylobacter inoculado em asas de frangos
reduziu em 1,3 e 1,8 ciclos logaritmos apos armazenamento a - 20 °C e - 30
°C, por 72 h, respectivamente, com novas reducdes de 4 ciclos logaritmos apo6s

0 armazenamento a - 20 °C, durante 52 semanas.

2.5.2 Descontaminacéo por métodos quimicos

A descontaminacdo por métodos quimicos envolve a aplicacdo de
substancias quimicas em pontos especificos na linha de processamento de
carcacas de aves. A reducdo dos micro-organismos patogénicos é alcancada
principalmente por meio do amplo espectro de saneantes e agentes
antimicrobianos, como, fosfato trissédico, cloreto de sédio e sulfato de calcio
acidificados, &cidos organicos, por exemplo, latico e acético, cloro e
peroxiacidos. (OYARZABAL, 2005; RICKE et al, 2005). Apesar de aprovados
para uso no processamento de aves, algumas destas substancias quimicas,
nao cumprem a demanda crescente dos consumidores por produtos mais
naturais e que mantenham as margens de seguranca aceitaveis (OLASUPO et
al, 2003).

Em geral, a efichAcia das substancias quimicas depende da sua
capacidade de destruir as membranas e constituintes celulares da bactéria.
Esta acdo resulta em uma melhoria da qualidade microbiolégica e da
seguranca dos produtos por reduzir o niumero de bactérias patogénicas e
aumentar a vida de prateleira dos produtos sob refrigeracdo em temperaturas
entre 0 e 4 °C, em funcao da inativacdo de parte das bactérias deteriorantes
(KOUTSOUMANIS, GEORNARAS e SOFOS, 2006).

Os compostos clorados sao descontaminantes quimicos tradicionais
usados no tratamento da carne de aves e carcacas e podem ser usados e
aplicados em diferentes formas. A acdo antimicrobiana dos compostos
clorados, a excecao do dioxido de cloro (CIO,), est4 relacionada a liberagcéo do
acido hipocloroso em solugcdo aquosa, que penetra através da membrana
celular e oxida os grupos sulfidrilicos de enzimas importantes da via glicolitica.
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Além disso, pode ocorrer a formacdo de compostos clorados toxicos, danos na
membrana celular, reagdes com DNA, paralisacdo da sintese protéica e
oxidac&o de substancias essenciais ao metabolismo celular (ANDRADE, 2008).

PARK, HUNG, e BRACKETT (2002) observaram uma reducdo de dois
ciclos logaritmos na contaminacdo microbiana de carcacas ao usar 50 mg.L™
de cloro residual na 4gua de lavagem.

A pulverizagdo de agua clorada com 20 a 50 mg.L™ em carcacas de aves
em diferentes pontos do processamento, apos depenagem, apds a evisceracao
e apos remocdo do pescoco, reduziu a contagem de mesdfilos, coliformes
totais e E. coli em 0,4 ciclos logaritmos, enquanto a prevaléncia de
contaminacao por Salmonella foi reduzida entre 20 e 25 % (STOPFORTH et al,
2007). Tratamentos de carcacas de frango por imersdao em solucbes de
hipoclorito de sdédio acidificada com &cido citrico ou fosforico nas
concentracdes de 500, 850, 1200 mg.L™ por 5 s antes da refrigeracéo,
promoveram reducdo de aerébios meséfilos entre 0,76 e 1,03 log UFC.g*), E.
coli entre 2,29 e 2,31 log UFC.g*, e de coliformes totais entre 0,85 e 1,96 log
UFC.g* (KEMP, ALDRICH e WALDROUP, 2000).

Outro composto utilizado na descontaminacdo de carcaca de aves € 0
fosfato trissddico em concentracdes de 8 a 10 %. A acao antimicrobiana desta
substancia esta relacionada a alta alcalinidade em solucdo, que provoca a
ruptura da membrana celular e extravasamento do conteddo intracelular, além
de poder agir como um surfactante e eliminar bactérias fracamente aderidas na
superficie da pele de frango (CAPITA et al, 2002)

A imersao das carcacas em solucdo de fosfato trissdédico (TSP) a 10 %
resultou em elevada descontaminacdo microbiana. Whyte et al (2001)
encontraram reducdo de 1,71 ciclos logaritmos na contagem microbiana por
imerséo do frango abatido durante 15 s em TSP (pH 12), comparado com uma
reducdo de 0,55 ciclos logaritmos apoOs imersdo das carcacas em agua. A
aplicacao de spray de TSP, com concentracao entre 8 % e 12 %, em carcacas
de aves, imediatamente antes da refrigeracdo, resultou em reducédo das
populac6es bacterianas de aerdbios mesofilos, coliformes totais e E. coli de 0,5
a 0,8 ciclos logaritmos e 70 % de reducdo da contaminacdo por Salmonella
(STOPFORTH et al, 2007). Segundo Bolder, Putirulan e Lipman (2006) os

processos quimicos de descontaminagao apresentam o inconveniente de gerar
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grande quantidade de residuos quimicos na industria, que implicam em gastos
no tratamento de efluentes.

O 4&cido peracético comercial € um sanitizante muito utilizado em
industrias de alimentos e € constituido por uma mistura de acido peracético,
peréxido de hidrogénio, acido acético e um veiculo estabilizante. E produzido
pela reacdo de acido acético com peréxido de hidrogénio na presenca de um
acido mineral como catalisador, geralmente o acido sulfarico. Seu mecanismo
de acdo € baseado na oxidacao de grupos sulfidrilas das enzimas, interferéncia
em processos metabdlicos e na fungdo quimiosmoética da membrana
citoplasmatica (ANDRADE, 2008). A imersdo de carne fresca em solucdo de
acido peracético a 200 mg.L™ por 15 s na temperatura de 43 °C reduziu a
contagem de E. coli 0157:H7 em 0,6 log UFC.g™ e de Salmonella Typhimurium
em 1 log UFC.g' (ELLEBRACHT et al., 2005). A reducdo da contagem
microbiana pelo &cido peracético pode ser variavel e depende do tipo de micro-
organismo envolvido e das condi¢bes de uso. King et al. (2005) observaram
que a pulverizacdo de acido peracético em carcacas bovinas nao reduziu as
contagens de E. coli O157:H7 e Salmonella Typhimurium.

Acidos organicos de cadeia curta, tais como acido acético e &cido latico,
sdo muito utilizados na descontaminagao de carne de aves em concentracdes
e condicbes de aplicacdo variadas, e apresentam atividade sobre diversos
géneros de micro-organismos. As reducdes nas contagens de micro-
organismos por meio da aplicacdo destas substancias na carne de aves variam
entre 0,2 a 3 ciclos logaritmos (LORETZ, STEPHAN E ZWEIFEL, 2009).

A legislacdo brasileira permite a utilizacdo de acido latico e acido
peracético para controle de micro-organismos na lavagem carcacas em
quantidade suficiente para obter o efeito desejado, sem deixar residuos no
produto final (BRASIL, 2004; BRASIL, 2001). Além disso, permite a utilizacéo
de composto clorado na agua do sistema de pré-resfriamento de carcaca de
aves na concentracdo maxima de 5 mg.L™ de cloro livre. Nos EUA é permitida
a utilizacdo de composto clorado, fosfato trissédico, e acido peracético na
descontaminacdo de carcacas de aves (USDA, 2002a; USDA, 2002b; USDA,
2002c; USDA, 2002d). Ja nos paises membros da Comunidade Européia o uso
de substancias antimicrobianas para eliminar a contaminacdo da superficie de

carcacas de aves é proibido (OJEU, 2009).
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2.5.3 Descontaminacao por métodos bioldgicos

Algumas bactérias podem produzir bacteriocinas que sdo compostos
protéicos antimicrobianos que possuem um efeito letal ou bacteriostatico sobre
outros microorganismos e que podem ser utilizadas como processo bioldgico
de descontaminacéo de carcacas. A mais amplamente estudada € a nisina que
€ produzida por Lactobacillus lactis subsp. lactis e é eficaz contra bactérias
gram-positivas. Para a descontaminacéo de carcaca bovina os resultados com
uso de nisina ndo foram satisfatérios, considerando o espectro de atividade
reduzido sobre bactérias gram-negativas (BOLDER, 1997). Além disso, outras
limitacdes quanto ao uso de bacteriocinas em carcacas sao associadas a baixa
producao in vivo, a probabilidade da sua inativacao por meio de interacées com
outros componentes dos alimentos e do potencial de desenvolvimento de
resisténcia do micro-organismo alvo (BOLDER, 1997; HUGAS, 1998).

Bacteriofagos sdo virus ubiquitarios e com a caracteristica para infectar e,
em alguns casos, inativar as bactérias, também tém sido utilizados
experimentalmente para reduzir C. jejuni e S. enterica subsp. enterica sorotipo
Enteritidis em frango (ATTERBURY et al, 2003; GOODE, ALLEN e BARROW,
2003). A principal vantagem da utilizagdo de bacteri6fagos como alternativa em
biocontrole é a sua especificidade para controlar uma espécie-alvo, sem
interacdo com outros micro-organismos presentes no alimento (GREER, 2005).
Além disso, sdo faceis de obter e aplicar, ndo causam quaisquer mudancas
sensoriais nos alimentos e sdo capazes de sobreviver ao resfriamento e
congelamento. Contudo, alguns fatores como as interac6es entre bacteriéfagos
e seus hospedeiros, o efeito sobre o ambiente e obstaculos presentes no
préprio alimento, como estrutura e pH, devem ser melhor estudados e
compreendidos.

Outras limitacBes do uso de bacteri6fagos como uma medida de controle
da contaminacdo bacteriana na superficie da carne incluem a transferéncia de
caracteristicas indesejaveis, por exemplo, genes de viruléncia, a ocorréncia de
bactérias mutantes fago resistentes e a capacidade de lisar apenas o

hospedeiro especifico em fungdo da variedade de hospedeiros (GREER, 2005).
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2.6 Bacteriofagos

2.6.1 Defini¢&o e caracterizagao

Bacteriéfagos sao virus especificos de bactérias, sendo parasitas
intracelulares obrigatérios por falta de metabolismo préprio. Sdo extremamente
hospedeiro-especificos, capazes somente de infectar espécies especificas ou
até mesmo grupos dentro de uma mesma espécie, com algumas excecoes, tais
como fagos de Listeria A511, que podem infectar e lisar bactérias pertencentes
ao género (ZINK e LOESSNER, 1992).

A maioria dos fagos descritos para esta finalidade pertence a ordem
Caudovirales, que incluem virus caudados, com cabeca isométrica contendo
DNA de fita dupla. Com base na estrutura da cauda, um critério pratico
facilmente determinado por meio de microscopia eletronica, os fagos caudados
sao divididos em trés familias: Myoviridae, com caudas contrateis constituidas
por uma bainha e um tubo central; Siphoviridae, com caudas longas, nao
contrateis; e Podoviridae, com caudas curtas, ndo contrateis (KUTTER e
SULAKVELIDZE, 2005). A especificidade destes fagos €, em parte, mediada
por proteinas associadas a cauda que distintivamente reconhecem moléculas
da superficie da bactéria susceptivel (HAGENS e LOESSNER, 2007). Em
geral, todas as estruturas bacterianas expostas na parede celular constituem
receptores de bacteri6fagos em bactérias gram-positivas e gram-negativas e,
em alguns casos, estruturas acessoérias também funcionam como receptores,
por exemplo, pili, flagelo e capsula (GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI,
2006; SKURNIK e STRAUCH, 2006).

Os fagos podem ser denominados de virulentos ou lisogénicos de acordo
com o ciclo de replicagdo envolvido na infeccdo do hospedeiro. Os fagos
virulentos sao capazes de integrar-se no genoma hospedeiro, com 0 sucesso
da infeccdo sempre ocorre a inativacdo do hospedeiro e, em geral, apresentam
amplo espectro (HAGENS e LOESSNER, 2007). Estes fagos produzem
grandes quantidades de particulas virais e redirecionam todas ou quase todas
as vias metabdlicas do hospedeiro para sua replicacdo. Nesse ciclo,
denominado litico, segue-se o0 acumulo de particulas virais no citoplasma
bacteriano com consequente liberacdo apds o rompimento da membrana

celular. Esse rompimento é facilitado também pelo acimulo de enzimas, que
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enfraguecem a parede e a membrana bacteriana, além da pressédo exercida
pelo aumento da quantidade de particulas no interior da bactéria
(GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI, 2006; SKURNIK e STRAUCH, 2006).

Existem também fagos chamados lisogénicos, que integram o material
genético ao genoma procarioto apos a infeccao. Neste estado, ha producéo de
proteinas responsaveis pelo silenciamento da expressdo da maior parte dos
genes virais bem como pela sua propria automanutencdo (SKURNIK e
STRAUCH, 2006). Nesse ciclo, o hospedeiro pode apresentar alteracdes
fenotipicas e em alguns casos, até mesmo pode ocorrer o aumento de
patogenicidade (FIGUEROA-BOSSI et al, 2001).

Por fim, existe um ciclo controverso conhecido por pseudolisogénico
(GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI, 2006). Apesar de ser pouco
conhecido, acredita-se que seja o mais difundido na natureza. Neste ciclo ndo
hé& inser¢céo do material genético viral no genoma do hospedeiro, como no ciclo
lisogénico, e ndo ha lise da maior parte da populagéo infectada, como ocorre
no ciclo litico. Uma parte da populagéo infectada, no entanto, é lisada e novas
particulas virais séo liberadas. Diversas explicacdes vigoram para a existéncia
deste estado, como incapacidade de infeccdo por inativagdo enzimatica, ou por
falta de receptores, ou imunidade promovida por fago lisogénico que passa,
com frequiéncia, para ciclo litico. A incerteza que envolve este processo permite
sugerir que este estado represente diversos ciclos biolégicos néo reconhecidos
(WEINBAUER, 2004; GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHlI, 2006).

2.6.2 Utilizacdo em biocontrole

A concepcao de inativar micro-organismos patogénicos por meio de fagos
foi proposta logo apés a sua descoberta, aproximadamente, ha 90 anos. Porém
com a descoberta dos antibiéticos os investimentos e pesquisas em fagoterapia
foram reduzidos. Com o aumento do problema de resisténcia microbiana aos
antibioticos, houve um conseqiente aumentou no interesse em fagoterapia,
mas apenas recentemente, o conceito foi estendido para o campo de
seguranca de alimentos (HAGENS e LOESSNER, 2007).

O potencial da utilizagcdo de bacteri6fagos para controlar bactérias de
importancia para a qualidade e seguranga alimentar foi discutido em recentes

revisbes (HAGENS e LOESSNER, 2007; GARCIA et al, 2008) e exemplos
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destas aplicacdes foram publicados, principalmente em relagdo ao controle de
Salmonella (LEVERENTZ et al, 2001; GOODE, ALLEN e BARROW, 2003;
WHICHARD, SRIRANGANATHAN e PIERSON, 2003; FIORENTINI, VIEIRA e
BARIONI, 2005; BIELKE et al, 2007b; BIGWOOD et al, 2008), Campylobacter
(ATTERBURY et al, 2003; GOODE , ALLEN e BARROW, 2003; BIGWOOD et
al, 2008), E. coli (O'FLYNN et al, 2004), L. monocytogenes (DYKES e
MOORHEAD, 2002; LEVERENTZ et al, 2003; CARLTON et al, 2005),
Enterobacter sakazakii (KIM, KLUMPP e LOESSNER, 2007) e Staphylococcus
aureus (GARCIA et al, 2007).

A capacidade de atuar sobre determinados grupos especificos de
bactérias, sem ultrapassar as fronteiras de espécie ou género e, por
conseguinte, ndo afetar micro-organismos desejaveis nos alimentos, e interferir
na microbiota normal do trato gastrointestinal sdo caracteristicas favoraveis
para aplicacdo de fagos em biocontrole. Além disso, fagos estdo, em geral,
presentes em altas concentracdes em agua e alimentos de diferentes origens,
podendo ser encontrados em produtos carneos na ordem de 10® unidades de
fagos viaveis/g (SULAKVELIDZE e BARROW, 2005).

Em outros casos, fagos foram detectados em alimentos associados com
contaminagcdes especificas, como por exemplo, fagos de Brochotrix
thermosphacta em carne (GREER, 1983), fagos infectantes de
Propionibacterium freudenreichii em queijo suico (GAUTIER et al, 1995) e
fagos de Campylobacter no frango cru (ATTERBURY et al, 2003).

Portanto, os fagos séo rotineiramente consumidos com os alimentos, em
grande quantidade e encontrados normalmente no trato gastrointestinal de
seres humanos e animais (BREITBART et al, 2003).

Em relagédo as limitacdes no uso dos fagos para controlar bactérias nos
alimentos pode-se incluir a limitada gama de hospedeiros, uma exigéncia de
densidade minima do hospedeiro para replicacdo do fago ou o efeito inibitério
de bactérias ndo-alvo (WILKINSON, 2001). E ainda, os consumidores podem
também questionar a sua utilizagdo em alimentos como uma pratica segura.

Outras preocupacdes foram levantadas quanto aos micro-organismos
tornarem-se resistentes a bacteriéfagos deixando esta estratégia ineficaz a
longo prazo (BARROW, 2001). Estudos demonstraram que as bactérias
rapidamente apresentam mutacao para tornarem-se resistentes a bacteriéfagos

in vitro em laboratério (ADAMS, 1959). No entanto, ao contrario da resisténcia
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bacteriana aos quimioterapéuticas, como antibioticos, os bacteriéfagos estao
constantemente evoluindo para contornar obstaculos do hospedeiro a infecgéao.
Isto leva a um equilibrio evolutivo que permite que os fagos e hospedeiros
proliferem (CARRILLO et al, 2005). Portanto, medidas técnicas como alternar o
uso de diferentes fagos, também em um coquetel ou em aplicacdes alternadas
podem reduzir a incidéncia de resisténcia (HAGENS e LOESSNER, 2007).

Um estudo toxicol6gico em ratos tratados com altas doses de fagos de
Listeria P100 nao revelou nenhum efeito colateral (CARLTON et al, 2005). Em
outro estudo em humanos com fagos especificos para E. coli também indicou
que os fagos sédo seguros para administragdo oral (BRUTTIN e BRUSSOW
2005). O FDA recentemente aprovou o uso de fagos anti-listeria como aditivo
de alimentos, e reconheceu seu uso como Geralmente Reconhecido como
Seguro, GRAS (HAGENS e LOESSNER, 2007).

Assim, a utilizacdo de bacteri6fagos no controle de patégenos na
producéo de alimentos é promissora e vem tornando-se uma realidade. Porém,
estes agentes biologicos devem ser investigados com mais critério a fim de
aumentar o conhecimento sobre questbes relacionadas a especificidade,
desenvolvimento de resisténcia, relagdo entre bacteri6fago/hospedeiro,

seguranca, efeitos no alimento e no meio ambiente.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de
Patégenos de Origem Alimentar e Hidrica (LAMPOAH), do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG.

Todos o0s reagentes e equipamentos utilizados neste experimento

encontram-se descritos no Anexo |.

3.1 Micro-organismos

Na realizacdo desta pesquisa foi utilizada estirpe de Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Enteritidis ATCC 13076 proveniente do Laboratério de
Inspecédo de Produtos de Origem Animal do Departamento de Veterinéria da
Universidade Federal de Vicosa. Este micro-organismo foi utilizado como
hospedeiro no processo de propagacdo dos bacteriofagos especificos e na
contaminacgao induzida de pedacos de pele de frango da regido do peito. Foi
armazenado um estoque de seguranca do micro-organismo em caldo Infuso de
cérebro e coracdo (BHI), contendo 10 % de glicerol como crioprotetor, e
congelado a — 20 °C.

Foi utilizado um bacteriéfago caudado, com DNA de fita dupla, com
atividade sobre Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (bacteriéfago
P22), proveniente do Centro Nacional de Pesquisa de Tecnologia Agroindustrial
de Alimentos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) no
Rio de Janeiro, como controle positivo para comparacdo litica dos
bacteriéfagos. Este bacteriéfago foi armazenado sob refrigeracéo de 4 °C até

sua utilizacao.
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3.2 Isolamento e purificacéo de bacteriéfagos

Foram coletadas amostras de fezes de aves de criacdo extensiva em
diferentes propriedades da regido de Vicosa — MG. As amostras foram
compostas por uma mistura de fezes de diferentes aves da mesma
propriedade. O numero de amostras de fezes de aves coletadas por
propriedade variou de acordo com a quantidade de aves da criagdo. As
amostras de fezes de aves foram acondicionadas em embalagem de polietileno
de baixa densidade e transportadas ao Laboratério de Microbiologia de
Patégenos de Origem Alimentar e Hidrica (LAMPOAH), para posterior
isolamento de bacteriéfagos.

Para o isolamento de bacteri6fagos especificos para Salmonella foi
utilizada metodologia adaptada de Atterbury et al (2005). Um grama de fezes
de aves foi diluido 1:10 em tampao SM (50 mM Tris-HCI [pH 7,5], 0,1 M NacCl, 8
mM MgS0O,4.7H,0, 0,01% gelatina) e ressuspendido por agitacdo durante 5 min.
Esta suspenséo foi incubada sob agitacdo de 150 rpm a 17 ° C, por 24 h, para
permitir a eluicdo do fago para o tampéao. Apos este periodo, uma aliquota de
10 mL da solucéo foi transferida para um tubo de centrifuga esterilizado e
submetido a centrifugacdo a 13.000 g por 5 min para remover detritos em
suspensao. Em seguida, a suspensao foi filtrada em membrana de acetato de
celulose com poro de 0,22 um, para remover células e restos celulares. Para
avaliar a presenca de fagos a partir do método de isolamento usado, foi
utilizada técnica de microgotas em superficie proposta por Adams (1959),
utilizando a estirpe Salmonella Enteritidis ATCC 13076 como hospedeiro.

A purificacdo dos fagos foi realizada por meio de metodologia descrita por
Grajewski, Kusek e Gelfand (1985). Um volume de 0,5 mL do filtrado de
bacteri6fagos foi misturado com 10 mL da cultura hospedeira, com
aproximadamente 10° UFC mL™?, cultivada em caldo infuso de cérebro e
coragao a 37 °C suplementado com 10 mM de MgSO4 e 1 mM de CaCl, (BHls)
por 24 h. O filtrado e a suspensao bacteriana foram reincubados para permitir a
propagacéo do fago por 24 h, e posteriormente centrifugados a 13.000 g por 5
min e filtrados em membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 pm.
Volumes iguais de 0,5 mL de suspenséo de fagos e de Salmonella cultivada
por 12 h a 37 °C foram misturados com trés mL de &gar BHIs para

sobrecamada, contendo 0,7 % de agar, e espalhados sobre a superficie seca
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de placas de Petri contendo agar BHI. As placas foram incubadas a 37 °C por
12 h. Apo6s a incubacdo, placas de lise individuais foram selecionadas com
auxilio de uma pipeta tipo Pasteur e colocadas dentro de 10 mL de cultura de
Salmonella Enteritidis crescida em BHIs por 24 h, essa mistura foi reincubada a
37 °C por 24h, posteriormente centrifugada a 13.000 g por 5 min e filtrada em
membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 ym. Para cada fago, trés
ciclos de purificacéo foram realizados, a fim de garantir a pureza do estoque de

fagos.

3.3 Propagacéo, determinacdo do titulo e estoque

Para propagacao e determinacédo do titulo de bacteriéfagos foi utilizada
metodologia adaptada de Frost, Kramer e Gillanders (1999). No processo de
propagacéo foi utilizada como hospedeiro Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
cultivada a 37 °C em caldo BHlIs por 24 h. Um volume de 1 mL da suspensé&o
bacteriana foi misturado com 100 pL de suspensdo estoque de cada
bacteriéfago isolado, adicionados em 10 mL de caldo BHIs recém preparado e
incubado a 37 °C por 24 h. Ap6s o periodo de incubacdo a suspensao foi
centrifugada a 13000 g por 5 min e filtrada em membrana de acetato de
celulose com poro de 0,22 um. Volumes iguais de 2,5 mL de suspenséo filtrada
de fago e suspensao de bactéria foram misturados e incubados por 15 min, a
37 °C para permitir a infeccdo do hospedeiro. Uma aliquota de 1 mL desta
mistura foi adicionada em 5 mL de agar BHIs com 0,7 % de &gar, e aplicado
sobre a superficie de agar BHI disposto em placas de Petri, sendo incubados a
37 °C, por 15 a 18 h. As placas foram examinadas para verificar o grau de
lise, adicionadas de 5 mL de tampé&o SM e incubadas a 4 °C, sob agitacédo de
150 rpm por 15 h, a fim de eluir os fagos para solugdo. A suspensao foi
recolhida, centrifugada a 13000 g por 5 min e filtrada em membrana de acetato
de celulose com poro de 0,22 ym.

Na determinacdo da concentracdo de fagos na suspensao foi utilizado
tampédo SM para realizar as diluicdes necessarias, a fim de obter contagem de
Unidades Formadoras de Placas (PFU) entre 10 e 100 placas de lise por mL de
suspensdo (CARRILO et al, 2005). Foram utilizados 500 uL de Salmonella
Enteritidis, cultivada em caldo BHIs a 37 °C, por 24 h, misturados em 5 mL de

agar sobrecamada com 0,7 % de agar e dispostos sobre a superficie de Agar
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base BHI. Foram adicionados sobre a superficie das placas de agar contendo o
hospedeiro, 10 pL das diluicbes da suspensdo de bacteri6fagos, sendo as
placas de lise determinadas apds periodo de 15 a 18 h de incubacéo a 37 °C. A
suspensao de fagos com concentracdo determinada foi armazenada a 4 °C
com adicéo de 0,2 % (v/v) de cloroformio.

O estoque de fagos foi preparado segundo método de Swanstrom e
Adams (1951) e armazenados a - 65 °C.

3.4 Selecao dos bacteriéfagos

Os bacteriofagos utilizados no presente estudo foram selecionados por
meio de avaliacdo do perfil litico das suspensfes ajustadas para concentracao
de 10° PFU mL™ sobre a estirpe de Salmonella Enteritidis. Foram selecionados
cinco bacteriéfagos origindrios de diferentes propriedades por meio de
comparacdes do perfil litico dos bacteriéfagos isolados com o do apresentado

pelo bacteriéfago Py, (controle).

3.5 Avaliacéo de especificidade dos bacteriéfagos selecionados

Foram utilizadas diferentes espécies de bactérias de importancia em
alimentos provenientes da Fundacdo Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro para
avaliar a especificidade dos bacteriofagos selecionados (Campylobacter jejuni,
E. coli, Enterococcus faecalis, L. monocytogenes, S. aureus, Enterobacter
aerogenes, Cronobacter muytjensii, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
e S. enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium, S. enterica subsp. enterica
sorovar Abony, S. enterica subsp. enterica sorovar Typhi, S. enterica subsp.
enterica sorovar Choleraesuis, S. enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum,
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Pullorum e Salmonella enterica
subsp. arizonae). A atividade litica dos bacteriéfagos selecionados foi avaliada
por técnica de microgotas em superficie, proposta por Adams (1959), usando a
suspensao de bacteriéfagos na concentragéo de 10° PFU/mL.
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3.6 Anélise da morfologia dos bacteriéfagos

O exame de morfologia dos bacteriofagos foi realizado conforme
metodologia adaptada de Oliveira et al (2009). Um volume de 1 mL da
suspensdo de bacteriéfagos a 10° PFU mL™ foi centrifugado a 26.000 g por 60
min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com solugcéo de
acetato de amoénio 0,1 M, e novamente, centrifugado a 26.000 g por 60 min. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de agua
destilada e filtrado em membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 pm.
Um volume de 8 pL desta suspenséo foi depositado na superficie de uma tela
de microscopia eletrénica, revestida com resina formvar. O excesso de amostra
foi removido com papel absorvente e adicionou-se uma gota de solucao
aguosa de acetato de uranila 2 % (p/v) na superficie da tela, deixando em
contato por 15 s. O excesso de acetato de uranila foi removido com papel
absorvente, a tela lavada com uma gota de 4gua destilada, e em seguida seca
em temperatura ambiente, aproximadamente 24 °C, por 24 h. Posteriormente,

fez-se a observacdo em microscépio eletrénico de transmissdo em 80 kV.
3.7 Avaliacéo da atividade in vitro dos bacteriéfagos

Frascos contendo 10 mL de caldo BHIs foram inoculados com 1 % (v/v) de
Salmonella Enteritidis cultivada a 37 °C, por 12 h, e incubados sob agitacdo de
150 rpm a 12, 25 e 37 °C. Devido ao crescimento lento de Salmonella
Enteritidis na temperatura de 12 °C, os frascos deste tratamento foram
incubados a 37 °C até atingirem leitura de densidade 6ptica de 0,5 a 600 nm, e
entdo, transferidos para temperatura de 12 °C. Suspensdes de bacteriéfagos
foram adicionadas as culturas para obter concentracdes de 10°, 10° e 10° PFU
mL™ ap6s a absorbancia medida a 600nm atingir 0,5. Culturas de Salmonella
sem adi¢do de bacteriéfagos foram utilizadas como controle. A atividade dos
bacteri6fagos foi determinada por medida da absorbancia em
espectrofotometro a 600 nm, em intervalos de tempo, até a leitura permanecer
constante. Além da absorbéancia, foi avaliada a contagem de Salmonella ao
final do ensaio em todos os tratamentos com bacteriéfagos, nas diferentes
temperaturas de crescimento pesquisadas. A contagem de Salmonella foi

realizada na ultima determinag&o de absorbéncia de cada tratamento, por meio
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de técnica de microgotas, utilizando trés repeticbes de 20 pL inoculados na
superficie de Agar Padrédo para Contagem (PCA). As placas foram incubadas a
37 °C, e a contagem de colbnias realizada ap0s seis a oito horas de incubacéo.

3.8 Comparacéao entre métodos de descontaminacao

Foi realizado um delineamento experimental em blocos casualizados com
repeticdo, sendo sete tratamentos distribuidos em 10 blocos com trés
repeticbes por bloco. Cada bloco foi constituido de fragmentos de pele da
regido do peito de 4 cm? de uma Unica ave. Esses fragmentos foram
descontaminados por irradiacdo gama a 10 kGy por 2 h, a fim de reduzir ao
maximo a contaminacéo inicial, em aparelho de irradiacdo gama do Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN) da Universidade Federal de
Minas Gerais. O processo de descontaminacéo foi avaliado por meio de teste
de esterilidade, no qual os fragmentos de pele de cada bloco foram colocados
em caldo BHI, incubados por 48 h a 37 °C. Apés a incubacéo, foram avaliados
a turbidez do caldo BHI e o desenvolvimento de micro-organismos, por meio de
plagueamento em agar BHI.

Os fragmentos de pele foram inoculados com 10° UFC.cm™ de Salmonella
Enteritidis, por meio da adicdo de 0,1 mL de uma suspensdo da bactéria,
cultivada em caldo BHIs a 37 °C, por 24 h, e diluida para concentracdo
desejada utilizando solucado fisioldgica. Foram coletas trés secdes de pele,
antes de realizar os tratamentos de descontaminac¢do por substancias quimicas
e bacteriofagos, para verificar a concentracao inicial de inéculo por unidade
experimental (tratamento controle).

Na descontaminacao, os fragmentos de pele foram imersos em solucdes
de cloridrato de polihexametileno biguanida a 1 % (v/v) por 15 min; &cido latico
a 2 % (v/iv) por 90 s; dicloroisocianurato de sodio a 0,5 % (p/v) por 10 min;
sanitizante a base de &cido peracético a 200 mg.L™ por 10 min; suspens&o
composta por mistura de cinco bacteriofagos selecionados em proporcdes
iguais com concentracdo de 10° PFU mL™ e 4gua destilada estéril, por 30 min.
Os agentes de descontaminacao foram preparados no momento de uso e o
principio ativo determinado, por meio de técnica especifica para cada
descontaminante utilizado. A concentracdo do principio ativo dos sanitizantes a

base de dicloroisocianurato de sédio e acido peracético foi determinada por
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meio de titulacdo com solucdo padrdo de tiossulfato de sédio 0,01 N
(ANDRADE E MARTYN, 1992); a determinacdo da concentracdo de &cido
latico foi realizada por meio de titulacdo acido-base com solucdo de hidréxido
de sédio 0,1 N (MORITA E ASSUNPCAOQ, 2007); a concentracéo de cloridrato
de polihexametileno biguanida foi determinada por meio de leitura da
absorvancia em espectrofotometro a 237 nm (MESQUITA et al, 1997); e a
concentracéo de bacteriéfagos determinada segundo descrito no item 3.3.

A descontaminacéo foi realizada na temperatura de 4 °C e os fragmentos
de pele foram submetidos a contagem de Salmonella ap6s os tempos de
contato de cada produto. Os fragmentos de pele foram colocados em 10 mL de
solucdo peptonada 0,1 % (p/v) contendo 0,25 % (p/v) de tiossulfato de sddio
quando tratados com dicloroisocianurato de sodio e acido peracético; solucéo
peptonada 0,1 % (p/v) contendo 2 % (p/v) de Tween 80 quando tratados com
cloridrato de polihexametileno biguanida; solucdo tampéo fosfato salina (3,6
mM de fosfato monobasico de potassio, 11,4 mM de fosfato de sédio bibasico e
29 mM de clorato de sédio — pH=7,2 + 0,2) naqueles tratados com &cido latico;
e solucdo salina 0,85 % (p/v) nos submetidos aos tratamentos com agua,
bacteriéfagos e controle, homogeneizados e submetidos a diluicdes em
solugdo correspondente para cada sanitizante utilizado. A contagem de
Salmonella sp. foi realizada por meio de técnica de microgotas em agar XLT4.
As placas foram incubadas a 37 °C por seis a oito horas e as colonias
caracteristicas (pretas) contadas considerando o limite de contagem de 20 a 80
Unidade Formadoras de Colbnias (UFC).

3.9 Avaliacdo da atividade de bacteriéfagos durante a refrigeracdo e

congelamento.

Foram utilizados fragmentos de pele de frango da regido do peito de 4
cm? descontaminados por irradiacdo gama a 10 kGy conforme item 3.8 em
delineamento fatorial em blocos casualizados, composto por seis blocos. Os
fragmentos de pele foram contaminados com Salmonella Enteritidis, de acordo
com o item 3.8 e tratados com suspensdo composta por mistura de cinco
bacteriofagos selecionados em propor¢des iguais, conforme determinado na
Tabela 1, a fim de gerar diferentes Multiplicidades de Infeccdo (MOIs), que

corresponde a relacdo entre a concentracao de bacteriéfagos e a concentracéo
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de hospedeiro. Foram realizados tratamentos controle, com fragmentos de pele
contendo somente a Salmonella Enteritidis e fragmentos de pele contendo
somente a mistura de bacteri6fagos nas concentracbes determinadas. As
unidades experimentais foram armazenadas refrigeradas a 4 °C e congeladas
a - 20 °C e avaliadas quanto a contagem de Salmonella Enteritidis e
bacteriofagos nos tempos de 3, 10 e 30 dias de armazenamento. Os
fragmentos de pele de cada tratamento foram dispostos em tubos contendo 10
mL de solugéo salina 0,85 % (p/v), para contagem de Salmonella; e em 10 mL
de solucdo tampdo SM, para determinacdo da concentracdo de fagos;
homogeneizados e submetidos a diluicbes seriais para determinagdo dos
micro-organismos. A contagem de Salmonella foi realizada por meio de técnica
de microgotas em Agar Padrdo para Contagem (PCA). As placas foram
incubadas a 37 °C por 6 - 8 h e as colénias contadas considerando o limite de
contagem de 20 a 80 UFC. Foi realizada uma amostragem de oito colonias
crescidas em agar PCA de cada tratamento por bloco para confirmacdo de
Salmonella. Essas coldnias foram estriadas em placas de agar Salmonella —
Shigella (SS) e agar XLT4, incubadas a 37 °C por 24 h, e observadas quanto
ao crescimento de colbnias caracteristicas. A titulagdo de bacteriéfagos foi
determinada segundo o item 3.3.

Tabela 1. Relacdo entre concentracdo de bacteriéfagos e Salmonella (MOI)
utiizada no tratamento de pele de frango armazanada sob
refrigeracdo e congelamento.

Concentracao de Concentracdo da mistura
inéculo de Salmonella de fagos (PFU mL ™)

(UFC mL ™ 107 108 10°

102 10° 10° 10’

10* 10° 10*  10°

10° 10* 10° 10°

3.10 Analise estatistica

O efeito dos tratamentos com o0s cinco bacteriéfagos em diferentes
concentragcbes e temperaturas de incubacéo, conforme descrito no item 3.7,

sobre a reducdo de absorbancia e de contagem dos cultivos de Salmonella
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Enteritidis determinados ao final do experimento foi avaliado por meio de
Andlise de Variancia (ANOVA) e comparacao das médias de absorbéancia e das
meédias de contagem de Salmonella Enteritidis dos tratamentos por teste de
Duncan, ambos ao nivel de significancia de 5 %.

O efeito dos tratamentos com os diferentes agentes de descontaminacéo
aplicados sobre os fragmentos de pele de frango contaminados com
Salmonella Enteritidis, conforme descrito no item 3.8, foi avaliado por meio de
ANOVA e comparacgdo das meédias de contagem de Salmonella Enteritidis dos
tratamentos por teste de Duncan, ambos ao nivel de significancia de 5 %.

As médias de contagem de Salmonella Enteritidis dos fragmentos de pele
de frango tratados com bacteri6fagos em diferentes concentracdes e
armazenados sob refrigeracdo a 4 °C e congelamento a -20 °C, conforme
descrito no item 3.9, foram comparadas por teste “t-pareado” ao nivel de
significancia de 5 % com o tratamento controle.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o sistema SAS
(Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA) versao

9.1, licenciado para uso pela Universidade Federal de Vicosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e purificacdo de bacteriéfagos

A presenca de bacteriéfagos foi observada por meio da formacdo de
placas de lise sobre a superficie de agar BHIs semi-solido contendo a cultura

de Salmonella Enteritidis (Figura 1).

Figura 1. Placas de lise de bacteriofagos isolados das amostras de fezes de
frango.

Foram encontrados bacteriéfagos especificos para Salmonella Enteritidis
(ATCC 13076) em 10 das 16 propriedades avaliadas, sendo que seis destas
apresentavam uma ocorréncia de 100 % nas amostras coletadas. Das 45
amostras de fezes de frango avaliadas, 24 (53,3 %) apresentavam
bacteriéfagos para Salmonella Enteritidis (Tabela 2). Estas porcentagens de
isolamento sdo elevadas em comparagdo com os resultados encontrados por
Fiorentin et al (2004). Esses autores encontraram bacteriéfagos especificos
para Salmonella em 4,7 % das 107 amostras de fezes de aves coletadas na
regido do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Somente um dos bacteriéfagos
encontrados por esses autores foi isolado de fezes de aves confinadas, os
outros foram isolados de fezes de aves criadas em sistema livre. A ampla fonte

de alimentacao disponivel para as aves criadas livre e sua liberdade de circular
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em uma area maior pode influenciar na presenca de bacteriéfagos nestes

animais.

Tabela 2. Percentual de bacteri6fagos isolados de fezes de frango em
propriedades da regido de Vigosa-MG utilizando Salmonella
Enteritidis como hospedeiro.

Propriedades N° de amostras coletadas BFSE (%)
0,0
0,0
80,0
57,1
0,0
0,0
100,0
0,0
50,0
0,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
50,0
TOTAL 53,3
BFSE — Percentual de amostras positivas para presenca de
bacteriéfagos de Salmonella Enteritidis.
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Callaway (2007) isolou bacteriéfagos de fezes de suinos especificos para
Salmonella Typhimurium em 50 % das propriedades pesquisadas, porém em
apenas seis das 360 amostras de fezes coletadas. No presente estudo, foram
encontrados bacteriéfagos para Salmonella Enteritidis em 62,5 % das
propriedades avaliadas, e em elevado numero de amostras. Higgins et al
(2008) isolaram nove bacteri6fagos de fezes de frango de corte especificos
para Salmonella em seis das 17 propriedades pesquisadas, sendo sete
isolados de ambientes que apresentavam Salmonella e dois de ambientes nos
quais nao se isolou Salmonella. O’'Flynn et al (2006) pesquisaram bacteriéfagos
especificos para Salmonella Typhimurium em 100 amostras originarias de
fontes variadas e isolaram apenas sete bacteriofagos temperados de fezes de
suinos saudaveis e dois bacteriéfagos virulentos de fezes de suinos
contaminados com Salmonella. Elevada incidéncia de bacteriofagos foi

observada por Carey-Smith et al (2006), que isolaram oito bacteri6fagos
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diferentes em trés amostras de agua de esgoto, utilizando trés sorotipos de
Salmonella.

Os bacteriofagos sdo membros normais do ecossistema microbiano do
trato de animais e humanos, e sua elevada ocorréncia esta relacionada ao tipo
de amostra pesquisada, a caracteristicas de criacdo dos animais, ao método de
isolamento utilizado e a presenca do hospedeiro (KUTTER e SULAKVELIDZE,
2005).

4.2 Propagacéao, determinacdao da titulacédo e producéao de estoque

Os 24 bacteri6fagos isolados de fezes de frango foram propagados em
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) como hospedeiro e alcancaram
concentracbes entre 108 e 10' PFU.mL™. Foram armazenados e estocados
conforme descrito no item 3.3, e receberam um cddigo de numeracgao
correspondente a bacteridfago isolado para Salmonella Enteritidis (BFSE) e o

numero da amostra coletada.

4.3 Selecao dos bacteriéfagos

Dos 24 bacteriéfagos isolados de fezes de frango, 14 apresentaram grau
de lise sobre Salmonella Enteritidis igual ou superior ao bacteriéfago P2
(controle), a partir de solucdes estoque com, aproximadamente, 10° PFU.mL™.
Destes foram selecionados cinco bacteri6fagos, com base em maior
intensidade litica sobre o hospedeiro e origem, para utilizacdo em estudos

posteriores de descontaminacéo de pele de frango (Tabela 3).

Tabela 3. Bacteriofagos isolados de fezes de frango de diferentes propriedades
selecionados para utilizacdo no processo de descontaminagcao e
titulacdo da solucdo estoque apos propagacao.

Propriedade | Bacteridfago (Ioglglliatj;ﬁtl)
C BFSE7 10,7 £0,2
D BFSE16 10,0+ 0,5
E BFSE18 9,8+0,5
N BFSE36 10,4+£0,3
P BFSE43 10,6 £ 0,2
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A intensidade de lise promovida pelos bacteriéfagos selecionados sobre a
estirpe de Salmonella Enteritidis em comparacdo com o bacteriéfago P, €

mostrada na Figura 2.

Figura 2. Intensidade litica promovida por bacteriofagos selecionados sobre
Salmonella Enteritidis em comparacao com o bacteriéfago P,.

4.4 Avaliacéo de especificidade dos bacteriéfagos selecionados

Os cinco bacteriéfagos selecionados apresentaram atividade contra mais
de um sorovar de Salmonella, seis dos oito sorovares de Salmonella foram
lisados por todos os bacteri6fagos avaliados. Apenas Salmonella enterica
subsp. arizonae nao foi lisada por nenhum bacteriofago e Salmonella
Choleraesuis foi lisada pelos bacteriéfagos BFSE18, BFSE16 e P, (controle),
porém este ultimo resultou na formacédo de poucas placas de lise (Tabela 4).
Resultados diferentes foram encontrados por Callaway (2007) que testou a
atividade de bacteri6fagos isolados para Salmonella Typhimurium em relacéo a
outros 6 sorovares de Salmonella enterica, e apenas um bacteriéfago
apresentou atividade sobre outro sorotipo de Salmonella (Derby). Entretanto,
OFlynn et al (2006) avaliaram a capacidade litica de dois bacteriéfagos
isolados de fezes de suino e um bacteriéfago controle (Felix 01), e observaram
resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo, nos quais
somente um sorovar (Salmonella Branderup) de 8 sorovares de Salmonella
enterica foi resistente aos bacteridfagos testados por estes autores. Bielke et al
(2007a) também observaram amplo espectro de acdo de dois bacteriéfagos
isolados para Salmonella Enteritidis de esgoto doméstico sobre sete de outros

10 sorovares de Salmonella avaliados.
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Tabela 4.

Teste de especificidade dos bacteriéfagos selecionados de fezes de aves, utilizando Salmonella Enteritidis, como

hospedeiro, em relacdo a diferentes espécies de micro-organismos de interesse em alimentos.

BACTERIOFAGOS

MICRO-ORGANISMOS ATCC
7 16 18 36 43 Py,
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 10031 - - - - - -
Cronobacter muytjensii 51329 S - - + |+
Escherichia coli 11229 - + | + - - -
Enterobacter aerogenes 13048 | - - - - - -
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhi 6539 | + | + | + | + | + +
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium 14028 | + | + | + | + | + | +
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis 13076 | + | + | + | + | + | +
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum 9184 | + | + | + | + | + | +
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Pullorum 9120 | + | + | + | + | + | +
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Choleraesuis 10708 -+ |+ | - - | +H-
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Abony 6017* | + | + | + | + | + | +
Salmonella enterica subsp. arizonae 13314 - - - - - -
Listeria monocytogenes 7644 - - - - - -
Enterococcus faecalis 19433 - - - - - -
Staphylococcus aureus subsp. aureus 6538 - - - - - -
Campylobacter jejuni subsp. jejuni 12662 * - - - - - -
Campylobacter jejuni subsp. jejuni 33560 - - - - - -
Campylobacter jejuni subsp. jejuni 290428 | - - - - - -

* - Cadigo correspondente a nomenclatura no National Collection of Type Cultures (NCTC);
(-) Resultado de lise negativo;(+) Resultado de lise positivo;(+/-) Resultado de poucas placas de lise.
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O amplo espectro de atividade dos bacteridéfagos sobre outros sorovares
de Salmonella observado no presente estudo e por outros autores da literatura
pode ocorrer devido a similaridade de estruturas presentes na superficie das
bactérias deste género. Os bacteriofagos de Salmonella podem apresentar
especificidade de ligacao por um tipo de lipopolissacarideo (O12) encontrado na
superficie da maioria das estirpes de Salmonella dos grupos A, B e D do
sistema Kauffman-White (GOODE, ALLEN e BARROW, 2003). Segundo
Grimont e Weill (2007), as estirpes de Salmonella Enteritidis, Typhimurium,
Gallinarum, Pullorum, Abony e Typhi, utilizadas neste experimento, apresentam
o oligossacarideo O, em sua superficie, enquanto que as estirpes de
Salmonella Choleraesuis e Salmonella enterica subsp. arizonae nédo séo
constituidas por esta estrutura.

Os bacteriéfagos avaliados ndo apresentaram atividade litica sobre as
estirpes de bactérias gram positivas utilizadas neste estudo, possivelmente,
devido a diferencas entre as estruturas da superficie de bactérias gram
positivas e gram negativas responsaveis pela interacdo com moléculas ligante
presentes nas estruturas da cauda de bacteriéfagos caudados. Em bactérias
gram positivas o0 reconhecimento bacteriéfago-hospedeiro € realizado por
estruturas presentes na parede celular da bactéria (peptideoglicano, &cido
teicdico e lipoteicdico), ja em gram negativas a interacdo ocorre por meio do
lipopolissacarideo (LPS) e proteinas de membrana (KUTTER e
SULAKVELIDZE, 2005). Estas interacdes sao responsaveis, em parte, pela
especificidade dos bacteriéfagos frente a uma determinada estirpe ou mesmo
um género de micro-organismos.

Os bacteriofagos BFSE16, BFSE18, BFSE43 e P,, apresentaram
atividade litica em relacdo a outros géneros de micro-organismos da familia
Enterobacteriaceae (Tabela 4). A similaridade entre estruturas da superficie de
bactérias de géneros da familia Enterobacteriaceae, pode ter contribuido para
estes resultados (KAUFFMANN, 1966).

Resultados de atividade de bacteriéfagos sobre diferentes géneros de
micro-organismos de uma mesma familia também foram observados por
Callaway (2007). Este autor isolou bacteriéfagos utilizando como hospedeiro E.
coli que apresentaram atividade litica sobre Salmonella Typhimurium. Bielke et
al (2007a) observaram que dois bacteriofagos isolados para Salmonella

Enteritidis de esgoto doméstico também apresentaram capacidade de propagar
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em trés estirpes de E. coli e uma estirpe de Klebsiella oxytoca. Entretanto, trés
bacteriofagos avaliados por O’Flynn et al (2006) foram especificos para
estirpes de Salmonella e ndo apresentaram atividade sobre estirpes de E. coli e
de Pseudomonas fluorescens.

Bacteriéfagos capazes de infectar uma ampla variedade de hospedeiros,
inclusive diferentes géneros de micro-organismos, apresentam elevado
potencial de utilizagdo em terapia e controle de patégenos em alimentos. Esta
caracteristica permite a simplificacdo e reducdo de custos do processo de
producdo da suspensao de bacteriéfagos, aléem de aumentar a seguranca, pois
os bacteriofagos utilizados contra micro-organismos patogénicos podem ser
replicados em bactérias ndo patogénicas (BIELKE et al, 2007a). Porém, uma
melhor selecdo dos bacteriéfagos faz-se necessaria, a fim de evitar problemas
de atividade litica contra bactérias benéficas utilizadas na elaboracdo de
alimentos.

Higgins et al (2008) descreveram um fenémeno no qual bacteri6fagos
propagados em uma determinada estirpe, em altas concentragfes, podem
causar lise em outras estirpes sem estabelecer, de fato, a infeccdo normal do
hospedeiro e replicacdo do bacteriéfago. Este fendmeno pode ocorrer devido a
atividade de enzimas liticas presentes na suspensdo de bacteriéfagos, que
foram liberadas para o meio apoOs lise da célula hospedeira na etapa de
propagacdo e permaneceram ativas na suspensao. A avaliacdo dessa
condicdo € importante na escolha de bacteri6fagos para terapia e
descontaminacdo que apresentem de fato capacidade de infeccdo do micro-
organismo estudado.

Observou-se que os bacteriofagos BFSE7 e BFSE36 e BFSE43 e Py,
apresentaram caracteristicas de especificidade semelhantes, podendo
pertencer a um mesmo grupo ou linhagem, ja os bacteri6fagos BFSE16 e
BFSE18 apresentaram caracteristicas de especificidade diferentes entre si e
também em relacdo aos demais.

A caracterizacdo dos bacteriofagos em relacdo a atividade litica e
especificidade permitem a selecdo e elaboragdo de um coquetel de
bacteri6fagos capaz de atuar em uma ampla variedade de sorovares de
Salmonella, tornando o processo de descontaminacdo mais eficiente e

reduzindo a incidéncia de resisténcia do hospedeiro.
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4.5 Analise da morfologia dos bacteri6fagos

Observou-se por meio de microscopia eletrdnica de transmissao que 0s
cinco bacteriéfagos isolados de fezes de aves e selecionados para utilizacao
em descontaminacdo de pele de frango apresentaram morfologia semelhante.

Os cinco bacteri6fagos apresentaram cabeca icosaédrica e pequenas
caudas (Figura 3). De acordo com as observacdes microscopicas, 0S cinco
bacteriéfagos podem ser classificados com pertencentes a ordem Caudovirales
e familia Podoviridae. Resultados semelhantes foram encontrados por
McLaughlin et al (2006). Esses autores observaram predominancia de
bacteriéfagos de Salmonella da familia Podoviridae em amostras de efluente
de pocilgas nos EUA. Em outro estudo, dois bacteri6fagos de Salmonella
isolados de fezes de suino foram classificados por O’Flynn et al (2006) como
pertencentes a familia Siphoviridae. Carey-Smith et al (2006) observaram
morfologias diferentes em bacteriéfagos de Salmonella isolados de agua de

esgoto, sendo classificados nas familias Myoviridae e Siphoviridae.

Figura 3. Observacao microscopica do bacteriéfago de Salmonella BFSE?7,
isolado de fezes de aves, em microscopia eletrnica de transmissao
com aumento de 140.000 x.

4.6 Avaliacéo da eficacia in vitro dos bacteriéfagos

O efeito da adicdo de bacteri6fagos sobre a turbidez de cultivos de
Salmonella é ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Reducdo da absorbancia do cultivo de Salmonella, adicionado do
bacteri6fago BFSE7 na concentracdo de 10° PFU.mL™ e incubado a
37 °C (1 — Cultivo controle; 2 — Cultivo com bacteriéfago; 3 — Meio de
cultura sem inoculo).

Observou-se que nenhum dos cinco bacteriéfagos adicionados nas
concentracdes iniciais de 10° e 10° PFU.mL™? aos cultivos de Salmonella
incubados a 12, 25 e 37 °C reduziram a absorbéncia medida em
espectrofotometro a 600 nm em compara¢cdo com o0 controle sem adicdo de
bacteriéfagos, por outro lado para uma concentracdo inicial de 10° PFU.mL™
nas temperaturas de incubacdo avaliadas, foi possivel observar reducédo da
absorbancia dos cultivos (Figura 5 a 9). Essa reducao indicou a lise celular e
diminuicdo das células em suspensdo no meio de cultivo causada pela
liberacdo de novos bacteriéfagos e conclusédo do ciclo de infeccdo. Observou-
se a necessidade de concentracfes de bacteriéfagos elevadas para se obter
efeitos de reducédo nas medidas de absorbancia de cultivos de Salmonella.

A retomada do crescimento de Salmonella observada ap6s 9,25 h de
incubacédo a 37 °C e 13 h de incubacédo a 25 °C na presenca do bacteriéfago
BFSE7 (Figuras 5A e 5B) indica a presencga de células resistentes ao fago ou a
alteracdo de ciclo de infeccao litico para lisogénico. Resultados semelhantes
foram observados por O’Flynn et al (2004) e Kim, Klumpp e Loessner (2007)
que atribuiram a retomada do crescimento microbiano em cultivos de micro-
organismos na presenca de bacteriofagos a mutacdes do micro-organismo e

desenvolvimento de resisténcia.
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Figura 5. Determinacdo da absorbéncia de cultivo de Salmonella Enteritidis na presenca de bacteriofago BFSE7, adicionado nas
concentracdes iniciais de 103, 10° e 10° PFU.mL™ e incubado nas temperaturas de 37 °C (A), 25 °C (B) e 12 °C (C). Valores
médios de absorbancia medidos a 600 nm, acompanhado do desvio padrao.

™ - Ponto de adicao de bacteriéfago.
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Figura 6. Determinacdo da absorbancia de cultivo de Salmonella Enteritidis na presenca de bacteriofago BFSE16, adicionado nas
concentracdes iniciais de 103, 10° e 10° PFU.mL™ e incubado nas temperaturas de 37 °C (A), 25 °C (B) e 12 °C (C). Valores
médios de absorbancia medidos a 600 nm, acompanhado do desvio padrao.

™ - Ponto de adicao de bacteriéfago.
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Figura 7. Determinacdo da absorbancia de cultivo de Salmonella Enteritidis na presenca de bacteriofago BFSE18, adicionado nas
concentracdes iniciais de 103, 10° e 10° PFU.mL™ e incubado nas temperaturas de 37 °C (A), 25 °C (B) e 12 °C (C). Valores
médios de absorbancia medidos a 600 nm acompanhado do desvio padrao.

™ - Ponto de adicao de bacteriéfago.
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Figura 8. Determinacdo da absorbéancia de cultivo de Salmonella Enteritidis na presenca de bacteri6fago BFSE36, adicionado nas
concentracgdes iniciais de 103, 10° e 10° PFU mL™ e incubado nas temperaturas de 37 °C (A), 25 °C (B) e 12 °C (C). Valores
médios de absorbancia medidos a 600 nm acompanhado do desvio padrao.

™ - Ponto de adicao de bacteriéfago.
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Figura 9. Determinacdo da absorbancia de cultivo de Salmonella Enteritidis na presenca de bacteriofago BFSE43, adicionado nas
concentracdes iniciais de 10°, 10° e 10° PFU mL™ e incubado nas temperaturas de 37 °C (A), 25 °C (B) e 12 °C (C). Valores
médios de absorbancia medidos a 600 nm acompanhado do desvio padréo.

™ - Ponto de adicao de bacteriéfago.
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Observou-se que a reducdo da absorbancia do cultivo de Salmonella
adicionado do bacteri6fago BFSE18 na concentracao inicial de 10° PFU mL™ e
incubado a 37 °C ocorreu mais tardiamente em comparagdo com os demais
cultivos adicionados dos bacteriofagos BFSE7, BFSE16, BFSE36 e BSFE43
(Figura 10A). Entretanto, os valores de absorbancia de todos os cultivos de
Salmonella adicionados de bacteriéfagos foram proximos entre si apos 9,2 h de
incubacdo e nao diferiram estatisticamente ao nivel de significancia de 5 %.
Esse comportamento se repetiu com o cultivo de Salmonella adicionado do
bacteri6fago BFSE36 e incubado a 25 °C (Figura 10B), e apés 13 h de
incubacdo as reducbes de absorbancia de todos os cultivos de Salmonella
adicionados de bacteri6fagos foram consideradas iguais estatisticamente ao
nivel de significancia de 5 %. Nos cultivos de Salmonella a 12 °C adicionados
dos bacteri6fago BFSE16 e BFSE18 nas concentracdes iniciais de 10°
PFU.mL™ ndo foram observadas reducdes de absorbancia, em relacdo ao
tratamento controle. Ja os cultivos de Salmonella adicionados dos
bacteri6fagos BFSE7 e BFSE36 apresentaram reducdes de absorbancia
semelhantes e superiores a do cultivo adicionado do bacteri6fago BFSE43
(Figuras 10C). Esses resultados indicam diferengcas no processo de infecgéo
desses bacteriéfagos de acordo com a temperatura de incubacao do cultivo de
Salmonella e que a melhor atividade ocorreu em temperaturas de incubacéo
proximas a 6tima de crescimento, visto que na temperatura de incubacéo de 12
°C a reducao de absorbancia foi inferior aos valores encontrados quando os
cultivos foram incubados a 25 e 37 °C. Essa influéncia da temperatura na
atividade dos bacteriéfagos sobre o micro-organismo hospedeiro é explicada
por Kutter e Sulakvelidze (2005) em funcdo da dependéncia de atividade
metabdlica do hospedeiro pelos bacteriofagos em seu processo de
morfogénese para sintese de estruturas e replicacdo do material genético. Em
condicdes oOtimas de crescimento, a maior atividade metabdlica do hospedeiro

favorece o processo de replicagdo dos bacteriofagos e lise celular.
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Figura 10. Determinacgdo da absorbancia de cultivos de Salmonella Enteritidis na presenca de bacteriéfagos BFSE7, BFSE16, BFSE18,
BFSE36 e BFSE43, adicionados na concentracao inicial de 10° PFU.mL™ e tratamento controle sem adic&o de bacteriéfagos
(C) incubados nas temperaturas de 37 °C (A), 25 °C (B) e 12 °C (C). Valores médios de absorbancia medidos a 600 nm
acompanhado do desvio padrao.
™ - Ponto de adicdo da mistura de bacteri6fagos.
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Observou-se que a populacdo de células vidveis de Salmonella na
presenca dos diferentes bacteriéfagos nas concentracdes inicias de 10° e 10°
PFU.mL™ ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle ao nivel de
significancia de 5 % pelo teste t-pareado. Esses resultados indicam a baixa
atividade dos bacteriofagos em lisar as células de Salmonella quando
adicionados aos cultivos nas concentracées de 10° e 10° PFU.mL™, também
observada nas determinagdes de absorbancia.

Embora tenha ocorrido reducdo de absorbancia dos cultivos de
Salmonella a 37 °C adicionados dos bacteriéfagos BFSE7, BFSE18, BFSE36 e
BFSE43, as contagens de células viaveis de Salmonella n&o diferiram
estatisticamente em comparacdo com o controle pelo teste t-pareado ao nivel
de significancia de 5 % (Tabela 5). Ja& nas temperaturas de incubacao de 25 e
12 °C, todos os cultivos de Salmonella adicionados de bacteri6fagos
apresentaram reducfes significativas no numero de células viaveis em
comparacdo com o controle. Nao foi possivel comparar a eficiéncia entre
tratamentos com bacteriéfagos a diferentes temperaturas, pois o tempo de

incubagéao dos cultivos de Salmonella foi diferente.

Tabela 5. Efeito do tratamento com bacteridfagos utilizados na concentracéo
inicial de 10° PFU.mL™ sobre a contagem de Salmonella Enteritidis
cultivada em diferentes temperaturas.

Contagem (log UFC.mL™)

Bacteriofago

37°c | 25°c | 12°C
Controle 9,4+0,1 10,4 +0,2 10,2 +0,3
BFSE7 9,0 +0,5 8,6+0,1 8,4+0,1
BFSE16 7,3+0,2 7,9+0,7 8,9+0,1
BFSE18 8,8+ 1,0 7.9+05 9,3+0,3
BFSE36 8,6™ +0,6 8,2+0,2 9,1+0,1
BFSE43 8,6™ + 0,4 9,2+0,2 8,4+0,3

"S- N&o significativo pelo teste t — pareado ao nivel de probabilidade de 5 %.

Ao se comparar o efeito dos tratamentos com bacteriéfagos sobre o
cultivo de Salmonella na temperatura de 37 °C pelo teste de Duncan ao nivel
de significancia de 5 % observou-se a formacao de dois grupos de médias,
BFSE16 e BFSE7, BFSE18, BFSE36 e BFSE43. A maior reducao de contagem
de Salmonella foi observada no tratamento com bacteriofago BFSE16, que

reduziu a contagem em 2,1 log UFC.mL™.
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Em relacdo aos tratamentos com bacteriofagos na temperatura de 25 °C
observou-se a formacao de dois grupos de médias, BFSE7, BFSE16, BFSE18
e BFSE36; e BFSE7 e BFSE43. As maiores redugcbes de contagem de
Salmonella foram observadas na presenca dos bacteri6fagos BFSE16 com
reducéo média de 2,50 log UFC.mL™, BFSE18 com reducdo média de 2,47 log
UFC.mL™*, BFSE36 com reducdo média de 2,16 log UFC.mL™ e BFSE7 com
reducéo média de 1,75 log UFC.mL™. Apesar da variacdo, estas médias foram
consideradas iguais entre si ao nivel de significancia de 5 %.

Na temperatura de 12 °C observou-se que 0s tratamentos com
bacteriéfagos ndo apresentaram diferencas entre si em relagdo a reducdo da
contagem de Salmonella ao nivel de significancia de 5 % pela ANOVA. As
reducdes do numero de células viaveis nestes tratamentos variaram entre 0,85
a 1,77 log UFC.mL™.

O efeito dos bacteriéfagos sobre a contagem de Salmonella em meio de
cultura foi dependente da concentracdo de bacteriéfago utilizada. As maiores
reducbes de células vidveis de Salmonella foram obtidas nos cultivos
adicionados de bacteriéfagos na concentracdo inicial de 10° PFU.mL™ e na
temperatura de 25 °C. Resultados semelhantes foram encontrados por Kim,
Klumpp e Loessner (2007) que observaram melhor atividade de bacteriéfagos
sobre cultivos de Enterobacter sakazakii ao serem adicionados na
concentracdo de 10° PFU.mL™. Entretanto, esses autores observaram
diferencas de atividade entre os bacteri6fagos em relacdo a temperatura de
incubacdo, um dos bacteriéfagos utilizados apresentou melhor atividade na
temperatura de 37 °C e o outro a 24 °C. A influéncia da temperatura de
incubacdo sobre a atividade de bacteriofagos também foi demonstrada por
O’Flynn et al (2004) que observaram diminuicdo da atividade de bacteri6fagos
em cultivo de E. coli a 12 °C, em razdo desse micro-organismo nao crescer
nesta temperatura. Essa diminuicdo de atividade de bacteri6fagos em baixas
temperaturas pode ser explicada por alteracdes fisiologicas do micro-
organismo e condicao de stress (KIM, KLUMPP e LOESSNER, 2007).

4.7 Comparacédo entre métodos de descontaminacgéo de carcaca

O tratamento dos fragmentos de pele de frango com irradiacdo gama a 10

kGy por 2 h foi suficiente para eliminar a microbiota natural da pele de frango
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que estava contaminada com, aproximadamente, 10° UFC.cm™? de micro-
organismos aerobios mesodfilos. A contagem de células viaveis de Salmonella
observada nos fragmentos de pele do tratamento controle apresentou resultado
préximo ao inéculo planejado de 10° UFC.cm™ (Tabela 6).

Observou-se por meio de Analise de Variancia (ANOVA) que pelo menos
dois dos tratamentos utilizados apresentaram diferencas entre si em relagéo a
contagem de Salmonella ao nivel de significancia de 5 %. As médias de
contagem de Salmonella Enteritidis dos diferentes tratamentos de
descontaminacédo foram agrupadas em quatro grupos (a, b, ¢ e d) por meio do

teste de Duncan ao nivel de significancia de 5 % (Tabela 6).

Tabela 6. Contagem de Salmonella Enteritidis dos fragmentos de pele de
frango submetidos aos tratamentos com diferentes agentes de
descontaminacgéo a 4 °C.

Tratamento Pri n(cnl']gif_lz);\tivo (;In-i(i) (LCOS T}gg SrT‘z) CV (%)
Controle - - 5,5a 6,4
Agua - 30 5,3b 9,6
Dicloroisocianurato 200,5 + 37,3 10 47° 3,7
Ac. peracético 112,3 + 23,6 10 47° 5,6
Cloridrato de Biguanida 769,1 + 26,4 15 2,8d 18,6
Acido latico 2,00+0,1 9Q*** 47° 6,1
Mistura de Bacteriofagos 9,5* + 0,3 30 46° 7,0

Médias de contagem de Salmonella (Log UFC.cm™) acompanhadas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de significancia de 5 %.

* - unidade em % (p/v); ** - unidade em log PFU.mL™; *** - unidade em segundos;

TC — Tempo de contato; CV — Coeficiente de variac¢ao.

A contagem de Salmonella dos fragmentos de pele tratados com agua foi
inferior, em média, 0,2 Log UFC.cm™ em relacdo a contagem do tratamento
controle, possivelmente, devido a lixiviagcdo dos micro-organismos da pele para
agua.

O tratamento de descontaminagéo dos fragmentos de pele de frango com
solucdo de dicloroisocianurato de sédio na concentracdo de 200,5 mg.L™ de
cloro residual total reduziu a contagem de Salmonella, em média, 0,84 Log
UFC.cm™, em comparacdo com o tratamento controle. Esse resultado foi
similar ao encontrado por Fabrizio et al (2002) que reduziram 0,8 Log UFC.mL™

na contagem de Salmonella Typhimurium em carcacas de frango ao aplicarem
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hipoclorito de sédio na concentracdo de 20 mg.L™* por 15 s. Porém, esses
autores ndo observaram reducdo na contagem de Salmonella ao aplicar a
mesma concentracdo de hipoclorito de sédio na agua do chiller e deixar as
carcacas imersas por 45 min. Russel e Axtell (2005) observaram um aumento
de 34 % na contagem de Salmonella, em relacdo ao controle, apds imerséo de
carcacas de frango em 4gua com 50 mg.L™ de cloro. Em outro estudo, Ozdemi
e Pamuk (2006) demonstraram a reducao de 1,4 ciclos logaritmos na contagem
de Salmonella Typhimurium em pele de frango tratada com hipoclorito de sédio
acidificado na concentracdo de 1000 mg.L™. Entretanto, resultados de
descontaminacéo superiores foram observados por Northcutt et al (2007). Ao
aplicar hipoclorito na concentracdo de 50 mg.L™ por 0,1 a 0,3 min na forma de
spray em carcacas de frango contaminadas artificialmente, esses autores
obtiveram uma reducdo na contagem de Salmonella de 2,4 Log UFC mL™. Um
recente estudo mostrou que a aplicacdo de spray de agua clorada nas
concentracdes de 20 a 50 mg.L™ em diferentes pontos do processamento de
carcaca de frango, tais como depenagem, evisceracdo e degola, reduziu a
prevaléncia de Salmonella em 20 a 25 % (STOPFORTH et al, 2007). Portanto,
percebe-se que a reducdo de Salmonella em produtos carneos por aplicacdo
de substancias a base de cloro é influenciada pelas condic6es de aplicacao,
tipo de alimento envolvido, concentragdo do principio ativo na solucdo utilizada
e tempo de contato.

O cloro é uma opcao para descontaminacdo de carcacas de frango,
contudo o uso isolado desta substancia requer concentracbes de 200 mg.L™
para reducdo substancial da populacdo bacteriana, ou até 400 mg.L™” para
inativacao de Salmonella, pois 0 excesso de matéria organica (sangue, gordura
e restos de alimentos) no sistema de pré-resfriamento provoca a reducao da
concentragdo de cloro livre e diminui a eficiéncia na eliminagdo de micro-
organismos (BOLDER, 1997). A legislacéo brasileira permite a concentracéo
maxima de cloro livre de 5 mg.L™ na &gua do sistema de pré-resfriamento por
imersdo (BRASIL, 1998). Nos EUA o0 uso de cloro é permitido em
concentracbes superiores, sendo o hipoclorito de soédio permitido nas
concentracdes de 500 a 1200 mg.L™ por meio de aspersdo durante 15 s ou
imersdo por 8 s, e maximo de 150 mg.L' na &agua do sistema de pré-

resfriamento (USDA, 2002b). O dioxido de cloro é permitido na concentracao
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maxima de 50 mg.L™ na 4gua de lavagem de carcacas, a fim de manter uma
concentracdo residual de 2,5 mg.L™ (USDA, 2002a).

A solucdo de concentracdo média de 112,3 mg.L™ de &cido peracético
reduziu, em média, 0,81 Log UFC.cm? a contagem de Salmonella nos
fragmentos de pele em comparacdo com o controle. Resultados semelhantes
foram obtidos por Bauermeister et al (2008b), que demonstraram reducéo de
1,1 ciclos logaritmos na contagem de Salmonella em carcacas de frango
tratadas com &cido peracético na concentracédo de 85 mg.L?, e apenas 0,24
ciclos logaritmos nas carcacas tratadas com solugéo de cloro a 30 mg.L™. Em
outro estudo, Bauermeister et al (2008a) demonstraram a dose-dependéncia e
maior eficiéncia na reducdo de Salmonella Typhimurium de tratamentos de
carcacas de frango com acido peracético nas concentracées de 25, 100 e 200
mg.L™?, em comparacdo com cloro na concentracdo de 30 mg.L™. Entretanto,
King et al (2005) ndo observaram redugcdo na contagem de Salmonella em
carcacas bovinas tratadas com spray de solucdo de &cido peracético a 200
mg.L™ por 15 s. A resolucdo RDC n° 2 de 08 de janeiro de 2004 do Ministério
da Saude (BRASIL, 2004) aprova o uso de acido peracético para controle de
micro-organismos na lavagem de ovos, carcacas, peixes e crustaceos e
hortifruticolas em quantidade suficiente para obter o efeito desejado, sem
deixar residuos no produto final. Nos EUA o acido peracético € permitido na
concentracdo méaxima de 220 mg.L™* para descontaminacdo de carcaca de
aves na forma de spray, lavagem por 15 s ou na agua do chiller (USDA,
2002c).

O tratamento com solucdo de cloridrato de polihexametileno biguanida
(PHMB) na concentracéo de 769,08 mg.L™ reduziu, em média, a contagem de
Salmonella nos fragmentos de pele de frango em 2,7 Log UFC.cm? e
apresentou atividade superior aos demais descontaminantes avaliados,
provavelmente, em funcdo da elevada concentragéo de principio ativo utilizada.
A maior eficiéncia de PHMB em comparacdo com outros sanitizantes também
foi observada por Cox, Bailey e Berrang (1994) ao eliminar Salmonella
Typhimurium na casca dos ovos por pulverizacdo de PHMB na concentragao
de 350 mg.L™. Entretanto, Mesquita et al (1997) observaram reducdes de 0,2 a
1,7 ciclos logaritmos na contagem de micro-organismos psicrotroficos, 0,3 a 1,3
ciclos logaritmos na contagem de aerobios mesofilos e reducdo de 100 % na

enumeracgado de coliformes termotolerantes ao utilizar solugbes de PHMB nas
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concentracdes de 33 e 50 mg.L™ para descontaminacéo de tecidos musculares
e visceras de frango.

O tratamento com &cido latico na concentracdo de 2,0 % reduziu, em
média, a contagem de Salmonella dos fragmentos de pele de frango em 0,83
Log UFC.cm™. Resultados semelhantes foram observados por Anang et al
(2007) que reduziram a contagem de Salmonella Enteritidis em peito de frango
em 0,8 a 1,7 Log UFC.g™ por imersdo em solucdo de acido latico a 0,5 a 2 %
por 10 a 30 min. Resultados superiores de reducao da contagem de Salmonella
em peito de frango foram obtidos por outros autores com acido latico. Hwang e
Beuchat (1995) demonstraram a reducéo de 2,0 Log UFC.cm™ de Salmonella
em peitos de frango tratados por imersdo em solucdo de acido latico a 1 %
durante 30 min na temperatura de 25 °C. Li et al (1997) observaram reducéo de
1,6 ciclos logaritmos na contagem de Salmonella em carcagas de frango
tratadas com spray de acido latico a 1 % por 90 s. Xiong et al (1998) reduziram
2,2 Log UFC.mL™ de Salmonella Typhimurium em peito de frango ao utilizar
spray de acido latico na concentracdo de 1 a 2 % por 0,5 min. Yang, Li e Slavik
(1998) observaram reducdo de 1,8 ciclos logaritmos na contagem de
Salmonella Typhimurium em carcaca de frango ao utilizar spray de acido latico
a 2 % por 0,3 min. A resolugdo RDC n° 7 de 02 de janeiro de 2001 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2001) aprova a extensdo de uso de acido latico
como coadjuvante de tecnologia, na funcdo de agente de controle de micro-
organismos na lavagem de ovos, carcacas ou partes de animais de acougue
em quantidade suficiente para obter o efeito desejado.

O tratamento com a mistura de bacteriéfagos na concentracdo de 9,46
PFU.mL? reduziu a contagem de Salmonella dos fragmentos de pele de
frango, em média, 0,92 Log UFC.cm™. Resultados superiores de reducéo de
Salmonella foram obtidos por Bigwood et al (2008) ao utilizar bacteriéfago em
baixas e elevadas MOI (10 ou 10%) para reduzir a contagem de Salmonella em
carne crua e cozida contaminadas com menor que 10° e 10* UFC.cm®
armazenadas em diferentes temperaturas. Esses autores observaram reducéo
da contagem de Salmonella de 2 a 3 Log UFC.cm™ a 5 °C e valores maiores do
que 5,9 Log UFC.cm™ a 24 °C, ap6s aplicacdo de bacteriéfagos em elevadas
concentracdes na superficie da carne contaminada com 10* UFC.cm™ de
Salmonella e armazenadas por 24 h. Em adicdo, Bielke et al (2007b)

demonstraram a atividade de bacteriéfagos que infectam multiplos géneros
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sobre carcaca de frango contaminada com Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium, por meio de aplicacdo de um spray de bacteri6fagos na
concentracdo de 10° PFU.mL™. Esses autores observaram reducéo de 90 % na
prevaléncia de Salmonella nas carcacas de frango contaminadas com 1,1 x 102
UFC por carcaca, em relacdo ao tratamento controle. Em outro estudo, a
prevaléncia de Salmonella inoculada em carcacas de frango foi reduzida de
100 % (controle) para 7 % apds a aplicacdo de bacteriéfagos na concentracao
de 10® PFU.mL™ por pulverizacdo (HIGGINS et al, 2005).

A eficiéncia da utilizacdo de bacteriéfagos na reducdo da contaminacao
de micro-organismos em alimentos depende de diversos fatores, tais como,
concentracdo utilizada, tempo de contato, temperatura, pH e matriz do
alimento, e deve ser avaliada para cada tipo de alimento e condicdo de
processamento (GUENTHER et al, 2009).

Apesar da baixa reducdo da contagem de Salmonella, em comparacao
com outros resultados encontrados na literatura, o tratamento com
bacteriéfagos foi equivalente a outros tratamentos de descontaminacao,
comumente utilizados na industria de carnes. Entretanto, o tratamento com
bacteriéfagos apresenta vantagens sobre os demais, por ndo modificar as
caracteristicas sensoriais do alimento, ndo gerar compostos toxicos na carne,
nao poluir o meio ambiente, além de ser uma forma natural de controle de
micro-organismos (HAGENS e LOESSNER, 2007; GREER, 2005).

Além disso, existem sérias dificuldades no comércio internacional de
carne de aves, em particular entre os Estados Unidos e a Comunidade
Européia, pelas diferencas nas operacdes de abate (MORENO, 2006). A
utilizacao de substancias quimicas para eliminar a contaminacdo da superficie
de carcacas de aves é proibida nos paises membros da Comunidade Européia
(OJEU, 2009). Porém, a implantacdo de formas alternativas de controle de
patdgenos em carne de aves é necessaria, a fim de diminuir a ocorréncia de

doencas de origem alimentar causadas por este tipo de alimento.

4.8 Avaliacdo da atividade de bacteriéfagos durante a refrigeracdo e

congelamento.

Apesar da baixa contaminacéo dos fragmentos de pele de frango com 102

UFC.cm? de Salmonella, a adicdo da mistura de bacteri6fagos nas
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concentracdes de 107, 10® e 10° PFU.mL™ ndo foi capaz de eliminar esse
micro-organismo patogénico das amostras ao longo do periodo de 30 dias de
armazenamento, tanto sob condi¢des de refrigeracdo quanto de congelamento.
Embora tenham sido observadas redugbes na contagem de Salmonella dos
fragmentos de pele de frango adicionados da mistura de bacteriéfagos nas
concentracdes de 10’ e 10° PFU.mL™ e armazenados por 10 dias sob
refrigeracdo, a grande variacdo das médias de contagem de Salmonella entre
repeticdes contribuiu para que os demais resultados fossem considerados néo
significativos pelo teste t-pareado (Figura 11A). Resultados semelhantes foram
observados por Bigwood et al (2008) nos quais nove das 12 comparacoes
realizadas entre os tratamentos com bacteri6fagos e controle ndo foram
significativas, em condicbes em que Salmonella estava em baixas
concentracbes em carne crua e cozida. No presente estudo, observaram-se
reducdes entre 1,2 a 2,2 Log UFC.cm™ na contagem de Salmonella nos
fragmentos de pele de frango contaminados com 10 UFC.cm™ armazenados
por 3 e 10 dias sob condi¢cdes de congelamento (Figura 11B).

Nos fragmentos de pele de frango contaminados com 10* UFC.cm?,
tratados com mistura de bacteri6fagos e armazenados a 4 °C observou-se
reducdes na contagem de Salmonella entre 0,8 e 1,8 Log UFC.cm™ (Figura
12A). Na condicdo de congelamento a -20 °C, observou-se que apenas 0S
fragmentos de pele de frango adicionados da mistura de bacteriéfagos nas
concentracdes de 10° PFU.mL™ armazenados por 3 dias e 10° PFU.mL™
armazenados por 3 e 10 dias apresentaram reducbes estatisticamente
significativas da contagem de Salmonella de 0,7 e 1,3 Log UFC.cm?
respectivamente, em comparacdo com o tratamento controle (Figura 12B).
Reducdes semelhantes nas contagens de Salmonella foram encontradas nos
fragmentos de pele de frango contaminados com 10° UFC.cm™, adicionados da
mistura de bacteri6fagos e armazenados sob refrigeracdo, com valores
variando entre 0,8 e 1,6 Log UFC.cm? (Figura 13A). JA as reducbes na
contagem de Salmonella dos fragmentos de pele armazenados a -20 °C
variaram entre 1,2 e 2,0 Log UFC.cm™ nos periodos de armazenamento de 3 e
10 dias (Figura 13B) e foram semelhantes aos valores encontrados para 0s
fragmentos de pele de frango contaminados com 10? UFC.cm™ e adicionados
da mistura de bacteriéfagos. Esses resultados indicam que a atividade da

mistura de bacteriéfagos sobre a reducdo da contagem de Salmonella ndo é
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influenciada pela carga microbiana presente nos fragmentos de pele de frango.
Em contraste, Bigwood et al (2008) observaram maior atividade de suspensao
de bacteriéfagos em condi¢Bes de altas concentracbes de hospedeiro e MOI.
Esses autores encontraram reducdes superiores a dois ciclos logaritmos na
contagem de Salmonella em amostras de carne crua e cozida contaminadas
com 10* UFC.cm™ ap6s 24 h de incubacéio a 5 °C, enquanto que 75 % das
amostras contaminadas com < 100 UFC.cm™ ndo apresentaram reducdo em
comparagao com o controle.

Embora tenha ocorrido reducdo na contagem de Salmonella nos
fragmentos de pele contaminados com 107, 10% e 10° UFC.cm™ adicionados da
mistura de bacteri6fagos apdés 30 dias de armazenamento a -20 °C em
comparacao com os resultados obtidos nos periodos de 3 e 10 dias, observou-
se que ndo houve diferencas significativas em comparacdo com o controle
nesse periodo em todas as condicbes de contaminacdo avaliadas (Figuras
11B, 12B e 13B). Esses resultados parecem indicar que houve reducédo da
contagem bacteriana mais provavelmente devido a danos na célula microbiana
pelo método de congelamento e pelo armazenamento, do que pela atividade
litica da mistura de bacteriéfagos, visto que a contagem de Salmonella nos
fragmentos de pele do tratamento controle também reduziu com o
prolongamento do tempo de armazenamento para 30 dias, tanto para as

condicBes de refrigeracdo como de congelamento.
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Contagem de Salmonella Enteritidis em fragmentos de pele de frango contaminados com 10? UFC.cm™, submetidos a
tratamentos com mistura de bacteriéfagos nas concentracdes de 10°, 10° e 10° PFU mL™ e armazenados sob refrigeracéo a
4 °C (A) e congelamento a -20 °C (B) por 3, 10 e 30 dias. Valores médios de Log UFC.cm™ acompanhados do desvio
padrdo. "™ - Resultados ndo significativos em comparacdo com o controle ao nivel de probabilidade de 5 % pelo teste t-
pareado.
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4 °C (A) e congelamento a -20 °C (B) por 3, 10 e 30 dias. Valores médios de Log UFC.cm™? acompanhados do desvio
padrdo. " - Resultados ndo significativos em comparacdo com o controle ao nivel de probabilidade de 5 % pelo teste t-
pareado.
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padrdo. " - Resultados ndo significativos em comparagdo com o controle ao nivel de probabilidade de 5 % pelo teste t-
pareado.
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Observou-se uma tendéncia de diminuicdo na contagem de Salmonella
dos fragmentos de pele de frango a medida que se aumentava a concentracédo
da mistura de bacteriéfagos, e as maiores reducdes de, aproximadamente, 2,0
Log UFC.cm™ foram obtidas com adicdo da mistura de bacteriéfagos na
concentracdo de 10° PFU.mL™. Resultados semelhantes foram encontrados
por Goode et al (2003) que observaram reducéo maior que 2 Log UFC.cm™ na
contagem de Salmonella Enteritidis ao aplicar suspenséo de bacteriéfago nas
concentracdes de 7,1 Log PFU.mL™ e 8,1 Log PFU.mL™ em pedacos de pele
de frango contaminados com 3,7 Log UFC.cm™ e incubados a 4 °C por 48 h,
enquanto que ao aplicar suspensao de bacteriéfago na concentracdo de 3 Log
PFU.mL™" em fragmentos de pele contaminados com 3 Log UFC.cm?® a
reducéo foi menor que 1 Log UFC.cm™. Estes autores observaram ainda que
em fragmentos de pele contaminados com Salmonella em concentragbes < 2
Log UFC.cm™ e tratados com bacteriéfagos em altas concentracdes o micro-
organismo nao foi recuperado nas amostras. Essa relacdo direta entre a
concentracdo de bacteriofagos e a reducdo na contagem de hospedeiro
também foi observada por outros autores. Guenther et al (2009) demonstraram
que a aplicacdo de suspensdo com bacteriéfagos na concentracdo de 10°
PFU.g" ou mL em produtos prontos para o consumo contaminados com
Listeria monocytogenes foi mais efetiva que a suspensao com bacteriéfagos na
concentracéo de 10° PFU.g™* ou mL. Atterbury et al (2003) observaram que as
maiores reducdes na contagem de Campylobacter jejuni em pele de frango, de
1,1 a 1,3 ciclos logaritmos para as amostras armazenadas a 4 °C e de 2,3 a
2,5 ciclos logaritmos nas amostras armazenadas a -20 °C, foram obtidas com
aplicacao de suspensao de bacteriéfagos na maior concentracdo estudada, de
10" PFU por fragmento. Esses autores observaram que a reducdo da
contagem de Campylobacter jejuni ndo foi influenciada pelo prolongamento do
tempo de armazenamento de 1 para 5 dias.

Na avaliagdo dos fragmentos de pele inoculados somente com
bacteriéfagos, observou-se por meio de andlise de regressdo em nivel de
significancia de 5 %, que o armazenamento sob refrigeracdo a 4 °C ou
congelamento a -20 °C néo influenciaram as concentraces de bacteriéfagos
durante o periodo avaliado (Tabela 7). Resultados semelhantes foram
encontrados por Fiorentini et al (2005) que observaram estabilidade na

concentracdo de bacteriofagos, aplicados em cortes de frango contaminados
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com Salmonella, durante o armazenamento por 3, 6, 9, 12 e 15diasa 5 °C. Em
outro estudo, Bigwood et al (2008) observaram redugdo menor que 10 % do
valor inicial na concentracdo de bacteriéfagos de Salmonella, utilizados na

descontaminacédo de carne armazenada a 5 °C por 24 h.

Tabela 7. Contagem de bacteriofagos nos fragmentos de pele de frango
durante o periodo de armazenamento a 4 e -20 °C.

In6culo Temperatura Tempo Contagem
(PFU.cm™) (°C) (dias) (PFU.cm™)
3 6,20+ 0,76

4 10 6,47 + 0,46

107 30 6,61+ 0,32

3 7,04+ 0,08

-20 10 6,89 + 0,29

30 6,92 + 0,13

3 7,68+ 0,28

4 10 7,67 +0,38

10° 30 7,97 + 0,23

3 8,23+ 0,21

-20 10 7,90 + 0,59

30 7,80+ 0,23

3 8,87 +0,19

4 10 8,82 + 0,23

10° 30 8,77 + 0,26

3 9,52 + 0,41

-20 10 9,51+ 0,48

30 9,02 + 0,22

Essa manutencdo da concentracdo de bacteriofagos no alimento apés
aplicacdo e armazenamento também foi observada em trabalhos com outros
micro-organismos. Atterbury et al (2003) observaram estabilidade da
concentracdo de bacteri6fagos de Campylobacter jejuni inoculados em pele de
frango ao longo de 10 dias de armazenamento a 4 e -20 °C. Guenther et al
(2009) observaram elevada estabilidade dos bacteri6fagos de Listeria
monocytogenes utilizados para descontaminar diversos produtos prontos para
0 consumo, na maioria dos produtos ocorreu reducdo de 0,6 Log PFU.g™ ou
mL apds 6 dias de estocagem a 6 °C. Porém estes autores observaram
reducéo de até 2 Log PFU.g*, quando os bacteri6fagos foram aplicados em
produtos vegetais armazenados a 20 °C por 6 dias, e atribuiram esses

resultados a imobilizacao dos bacteriéfagos pela matriz do alimento.
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A inexisténcia de variagdo na reducdo da contagem de Salmonella nos
fragmentos de pele de frango e na concentracdo de bacteriéfagos em funcao
do tempo de armazenamento encontrada no presente estudo e em trabalhos
com outros micro-organismo na literatura pode ser explicada, pois em baixas
temperaturas, os bacteri6fagos se ligam a célula hospedeira, injetam seu
material genético, mas ndo conseguem se replicar até as condi¢des ficarem
favoraveis ao desenvolvimento do micro-organismo (ATTERBURY et al, 2003).
Essa explicacdo foi reforcada por Goode, Allen e Barrow (2003) que
demonstraram, por meio de testes com E. coli k12 e bacteri6fago P;, que a
infecc@o do hospedeiro por bacteriéfagos ocorre na pele de frango armazenada
sob refrigeracdo e ndo na superficie do meio de cultivo no momento do
plagueamento.

Portanto, observou-se que a aplicacdo de bacteriéfagos sobre a superficie
de peles de frango contaminadas com Salmonella e armazenadas sob
refrigeracdo e congelamento reduziu a contagem do micro-organismo. Além
disso, os bacteriéfagos permaneceram estaveis e viaveis ao longo do periodo

de armazenamento.
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5. CONCLUSAO

Bacteridfagos liticos para Salmonella Enteritidis podem ser isolados de
amostras de fezes de aves de criagdo extensiva, multiplicar no hospedeiro em
condicbes laboratoriais e atingir altas concentragbes pelas metodologias
utilizadas. Os cinco bacteri6fagos selecionados para utilizacdo em biocontrole
apresentaram atividade contra outras estirpes de Salmonella, porém dois
desses bacteriéfagos foram inespecificos e lisaram Escherichia coli e
Cronobacter muytjensii. Essa grande variedade de hospedeiros, inclusive
diferentes géneros de micro-organismos pode ser uma vantagem na utilizacao
de bacteriofagos em terapia e controle de patdbgenos em alimentos devido ao
amplo espectro de acdo. Porém, a inespecificidade em relacdo ao género
torna-se uma desvantagem na utilizacdo de bacteri6fagos no desenvolvimento
de métodos de identificacdo de micro-organismos em amostras de alimentos.

O tratamento com mistura de cinco bacteriéfagos, utilizado na reducao de
Salmonella Enteritidis em pele de frango, apresentou atividade equivalente a
outros métodos de descontaminagcdo pesquisados e comumente utilizados na
industria de aves, portanto, pode ser uma tecnologia complementar para
controle deste micro-organismo patogénico na industria de aves.

A aplicacdo da mistura de bacteri6fagos reduziu a contagem de
Salmonella em pele de frango armazenadas sob refrigeracédo e congelamento,
e a concentragdo de bacteriéfagos na pele de frango permaneceu constante
durante o periodo de armazenamento.

Estes fatores demonstraram o potencial de utilizacdo dos bacteriéfagos
em alimentos refrigerados e congelados como uma ferramenta de
biopreservacdo, a fim de reduzir a contaminagdo por micro-organismos e

aumentar a vida de prateleira dos produtos.
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ANEXO |

Reagentes e Equipamentos

Foram utilizados neste experimento 0s seguintes reagentes e

eguipamentos:

Acetato de aménio CH3COONH, (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Acetato de uranila (Sigma Aldrich, Alemanha).

Acido latico (Chr. Hansen, Brasil).

Agar Infuso de Cérebro e Coracéo - BHI (Merck, Alemanha).

Agar padréo para Contagem - PCA (Difco, Sparks, EUA).

Agar Salmonella-Shigella - SS (Merck, Alemanha).

Agar XLT4 (Difco, Sparks, EUA).

Agar-agar marca (Himedia, india).

Agitador (Bio Braun Biotech International)

Agua peptonada (Difco, Sparks, EUA).

Aparelho de irradiacdo gama (Nordion, IR214, GB 127).

Banho-maria (Fanem).

Caldo Infuso de Cérebro e Coracao - BHI (Mbiolog, Belo Horizonte,
Brasil).

Centrifuga (Sigma, 3K30, rotor 12111H)

Cloreto de célcio CaCl, (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Cloreto de sédio - NaCl (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Cloroférmio (Impex, Sao Paulo, Brasil).

Espectrofotometro (Biospectro, SP-22).

Estufa de cultura (Fanem, 002 CB).

Estufa tipo B.O.D (Fanem, 347 CD).

Fosfato de sodio dibasico (Grupo Quimica, Rio de Janeiro, Brasil).
Fosfato monobasico de potassio (Grupo Quimica, Rio de Janeiro, Brasil).
Gelatina bacterioldgica (Difco, Sparks, EUA).

Glicerol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Hidréxido de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Membrana de acetato de celulose (Sartorius Biolab Products,
Alemanha).
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Microscopio eletrénico de Transmissao (Zeiss, EM109).

Sanitizante a base de acido peracético - NIPPO-LAT 2000 (Nippon
Chemical, Sao Paulo, Brasil).

Sanitizante a base de cloridrato de polihexametileno biguanida - NIPPO-
LAT IB (Nippon Chemical, Sado Paulo, Brasil).

Sanitizante a base de dicloroisocianurato de sodio - NIPPO-CLOR
(Nippon Chemical, Sao Paulo, Brasil).

Sulfato de magnésio MgSO,4 (Chemco, Campinas, Brasil).

Tela de microscopia eletronica de cobre de 200 mesh e diametro de
3mm coberta com formvar-carbono (Koch Electron Microscopy, Brasil).
Tiossulfato de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Tris HCI (Sigma Aldrich, Alemanha).

Tween 80 (Cinética, Sdo Paulo, Brasil).

73



