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Caracterizacao de bacteriéfago para utilizagao no controle de
crescimento de Salmonella em cama de aviario

Characterization of Bacteriophage for use in controlling Salmonella

growth in poultry litter
Allan Moreira Terrabuio®!, Gabrielli Vaz Sampaio?, Alice Chiapetti Bolsan3, Naiana Cristine
Gabiatti

RESUMO

A Salmonella é uma bactéria em forma de bacilo, gram-negativa, que vem causando iniUmeras perdas no
setor aviario. O Brasil, um dos trés principais produtores, exportadores e consumidores de frango do mundo,
vem sendo afetado devido a diminui¢cao na eficacia de tratamento contra Salmonella, que adquiriu resistente
a antibidticos devido ao seu uso indiscriminado. Neste sentido, ha urgéncia no desenvolvimento de métodos
alternativos para o controle de crescimento bacteriano e um deles é a utilizagdo de bacterioéfagos, virus
capazes de infectar bactérias que, quando seguem o ciclo litico, sdo capazes de causar sua lise, tornando
esses virus uma alternativa para combater bactérias com multirresisténcia a antibiéticos. Sendo assim o
vigente trabalho teve como foco caracterizar um fago, realizando ensaio de inibicdo me cultura liquida que
apresentou a capacidade do fago como agente inibitério da Salmonella e por meio de um ensaio térmico de
35°C até 60°C, comprovou-se sua estabilidade nessa faixa térmica, tornado esse fago um foco promissor
para estudos futuros, a fim de testar sua resisténcia frente a outros fatores ambientais e possiveis aplicagées.
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ABSTRACT

Salmonella is a gram-negative, bacillus-shaped bacterium that has been causing numerous losses in the
poultry sector. Brazil, one of the three main producers, exporters and consumers of chicken in the world, has
been affected due to a decrease in the effectiveness of treatment against Salmonella, which has become
resistant to antibiotics due to its indiscriminate use. In this sense, there is an urgency to develop alternative
methods for controlling bacterial growth and one of them is the use of bacteriophages, viruses capable of
infecting bacteria that, when following the lytic cycle, can cause their lysis, making these viruses an alternative
to combat bacteria with multi-resistance to antibiotics. Therefore, the current work focused on characterizing
a phage, carrying out an inhibition test in liquid culture that showed the phage's capacity as an inhibitory agent
for Salmonella and through a thermal test from 35°C to 60°C, its stability in this thermal range was proven,
making this phage a promising focus for future studies, to test its resistance to other environmental factors and
possible applications.
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Introducgao

A industria alimenticia gera muita renda e é o setor que o Brasil se destaca em escala
global como o maior produtor, exportador e consumidor de produtos de origem animal
(HOTZEL MARIA JOSE E VANDRESEN, BIANCA, 2022). No setor avicola, o Brasil exporta
cerca de 14.500 mil toneladas anuais, ficando entre os trés principais paises exportadores
de frango de corte no mundo de acordo com a Embrapa Suinos e Aves, (2021).

Na exportacédo de carnes, especialmente de frango, as bactérias tornaram-se uma
problematica, especialmente a Salmonella, que devido ao uso indiscriminado de
antibidticos ocasionou o0 aumento de cepas isoladas que possuem multirresisténcia a
antibidticos, gerando preocupagdo mundial, ja que os tratamentos vém tonando-se
limitados (TACCONELLI et al., 2018), além disso o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA-ERS), relatou em 2007, 1,4 milhdes de casos de Salmonelose que
ocasionou uma perda econdémica estimada em U$ 2.4 milhdes.

Uma alternativa para combater bactérias sao os bacteriéfagos (fagos), que possuem
alta especificidade comparado aos antibioticos e podem possuir uma excelente resisténcia
a diversos fatores ambientais. Esses virus quando seguem o ciclo litico infectam bactérias
para usar o seu maquinario metabdlico para se replicar e posteriormente causar sua lise.
Sua aplicagao para inibicao de Salmonella ja foi reportada como eficiente quando aplicado
em derivados do frango (GUENTHER et al., 2012; JIANXIONG et al., 2010). Demonstrando
a possibilidade de aplicagdo desses virus em estratégias de controle de crescimento de
Salmonella.

Para garantir uma aplicagdo de bacteriéfagos eficaz, a caracterizagdo do virus
isolado € um ponto crucial para poder analisar sua viabilidade de aplicagdo. Testes de
temperatura, por exemplo, que apresentam o comportamento do virus em diferentes niveis
térmicos, que no caso da Salmonella, torna-se interessante pois, a cama de aviario fica em
torno de 32°C e métodos de sanitizagdo como fermentagcado térmica chegam a 43°C
(FLORES et al., 2010).

Outro aspecto que a caracterizacao traz € analise de inibicdo em cultura liquida, a
qual fornece como resultado a capacidade que o fago possui em inibir o crescimento da
cepa testada em diferentes MOls (proporgao entre fagos e bactérias), gerando dados da
eficacia como agente de controle biolégico, sendo esse um teste ja reportado por (ZHANG
et al., 2023). Sendo assim vigente trabalho teve como objetivo estudar a capacidade de um
fago de causar inibigdo de crescimento da Salmonella em cultura liquida e averiguar sua
resisténcia térmica, a fim de obter dados que possam ser usados em futuras aplicagoes.

Materiais e Métodos

Utilizando um fago isolado a partir da rede esgoto (SAMPAIO, G. V et al.,2022), que
foi previamente purificado e concentrado, os experimentos foram realizados no LABCa e
LAPRO (Laboratério de Bioprocessos). O teste de inibigdo em cultura liquida foi realizado
em placa de 96 pogos onde foi monitora a densidade 6tica (OD600). Na placa foram
testados em triplicata os MOIs de 0,1; 1; 10 e 100, além do controle contendo apenas a
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cepa bacteriana. A cultura liquida de Salmonella foi utilizada em fase exponencial, numa
concentragéo aproximada de 108 UFC/mI. O equipamento leitor de placas Victor NivoTM
(PerkinElmer) foi configurado com os seguintes parametros: 600nm, 37°C, 20 horas de
processo, com agitacdo de 2s antes das leituras, as quais serdo realizadas a cada 30 min
desde o tempo zero.

Na placa de 96 pocos foram depositados 140uL de caldo nutriente, 100uL de cultura
bacteriana e 10uL de estoque de fagos, para os testes dos MOIs e para o controle, foi
utilizado 140pL de caldo nutriente, 10uL de SMB e 100uL de cultura liquida bacteriana e no
branco foi utilizado somente 250uL de caldo nutritivo.

Para o ensaio de temperatura foram preparados 2 tubos Falcon de 15ml contendo
10ml de SMB, em seguida esses foram deixados no banho maria na temperatura de teste
por 5min, em sequéncia adiciona-se o estoque de fagos para que a concentragédo no tubo
fique 107 PFU/ML. Assim que o fago é adicionado e homogeneizado, coleta-se uma aliquota
de 200uL de cada tubo, que sdo denominados 1T0 e 2T0 em paralelo o tempo € iniciado,
0 ensaio ocorre durante 60min e as coletas sado realizadas a cada 15min, e os tubos sao
deixados em gelo brita durante o processo.

Posterior as coletas s&o feitas diluigdes até 10 e cada ponto é plaqueado utilizando
0 ensaio dupla camada de agar (ADAMS et al. 1959). Que consiste na utilizagao de 5SmL
de soft agar (10 g L-1 de Tryptona, 9 g L-1 de agar, agare 5 g L-2 1 de KCIl) a 45 °C, nesse
€ adicionado 100uL de cultura liquida da Salmonella e 100uL da amostra e em sequéncia
0 conjunto é vertido sobre a primeira camada de agar constituida por PCA (Plate Count
Agar) e deixada em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 h, para averiguar a presencga de
placas de lise o processo é feito para cada ponto. O teste foi realizado com temperaturas
de 35° até 60°.

Resultados e discussao

O ensaio de inibicdo em cultura liquida, apresenta os resultados comparando o
crescimento bacteriano puro (“controle”), com solugbes que possuem fagos, no qual sao
aplicados os MOls, eles representam a relagéo proporcional entre a concentragédo de fagos
e de bactéria, o MOI 1 tem a concentragao de fagos para bactérias igual, ja um MOI de 10,
tem dez vezes mais fagos que a concentragao de bactérias, dessa forma o teste realizado
aplicou MOls de 0,1; 1; 10 e 100, que forma analisado durante 20 horas dando como
resultado o gréafico abaixo:
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Figura 1 — Ensaio de Inibigao em cultura liquida.
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Com base na figura 1 é possivel averiguar que, ao comparar os MOls testados, o
fago foi capaz de inibir o crescimento da Salmonella e que quanto maior o MOI, melhor é o
controle do crescimento, apresentando assim o fago como um promissor agente de
controle.

Alguns trabalhos, ja reportaram a eficacia dos bacteriéfagos no controle de
crescimento da Salmonella, como o reportado por (ZHANG et al., 2023), que apresentou
um controle similar ao desse trabalho, o autor reportou o controle realizado pelo fago por
um periodo de 20 horas, sendo esse 0 mesmo tempo aplicado nesse trabalho e o fago se
mostrou ativo e eficaz durante esse periodo.

Como segundo resultado, temos o teste de temperatura que tem como objetivo medir
a estabilidade do bacteriéfago ao longo do tempo de 60min sobre condi¢gdes adversas de
temperatura, no caso desse teste foram aplicadas temperaturas de 35°C até 60°C, e foram

plotados em conjunto no grafico abaixo as duas temperaturas citadas:
Figura 2 — Grafico do ensaio de Teste de temperatura
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Como base nos dados plotados, vemos que o fago possui uma boa estabilidade com
relacdo a temperatura, tendo uma perda sutil de aproximadamente 10% em sua
concentracdo ao comparar 35°C com 60°C, o que torna esse virus aplicavel nessas
temperaturas.

Tomando como base alguns métodos de tratamento da cama de aviario, 0 método
de fermentacgao, que visa aplicar altas temperaturas sobre a cama para que haja a inibigao
de crescimento de bactérias patogénicas, consegue atingir temperaturas de até 43°C e ha
dificuldade em manter esse valor ou atingir uma temperatura préxima dos 60°C, sendo
57,2°C a temperatura comum de morte térmica da Salmonella (FLORES et al., 2010). Além
disso a temperatura em uma cama de aviario varia de 27°C até 32° quando ha presenca
de frangos. Com base nisso vemos que nas temperaturas citadas e com base nos testes o
fago suportaria essas variagoes.

Com base nesses dados obtidos do ensaio térmico, vemos que se o fago fosse
aplicado em cama de aviario durante seu uso ou durante o processo de fermentacgao
poderia resistir as temperaturas que sao atingidas e que ao comparar esse fator aos dados
obtidos do ensaio de inibigdo em cultura liquida o fago seria um promissor agente de
controle de Salmonella.

Conclusao:

Com base nos dados obtidos do leitor de microplacas e do teste de temperatura o
fago testado pode ser usado como agente de controle de Salmonella, tanto em cama de
aviario durante o processo de fermentacao, tendo em vista sua estabilidade até 60° e junto
a isso ensaio de inibicdo comprovou sua capacidade de controlar o crescimento dessa
bactéria. Sendo assim o fago € um promissor foco de estudos para analisar em trabalhos
futuros sua possivel aplicagdo, além disso sua estabilidade frente a outros fatores
ambientais.
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