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RESUMO

A maioria das doencas transmitidas por alimentos sdo causadas por microrganismos,
sendo um dos principais agentes patogénicos a bactéria Salmonella enterica.
Tratamentos como vapor, calor seco e luz UV tém sido avaliados para o controle dos
principais agentes causadores de intoxicagdes alimentares. Entretanto, nem sempre
as atuais tecnologias utilizadas para inativar agentes patogénicos nos alimentos sao
efetivas. Além disso, podem ocasionar problemas de aceitabilidade e deterioracdo das
propriedades organolépticas dos alimentos. Neste contexto, os bacteriéfagos (ou
fagos) emergiram como potencial ferramenta para o biocontrole de bactérias
patogénicas. O trabalho de pesquisa aqui apresentado objetivou isolar e caracterizar
fagos liticos para S. enterica. Para o isolamento dos fagos, buscou-se aguas residuais
da industria de alimentos “AB Brasil - Industria e Comércio de Alimentos, Ltda”. A
caracterizagdo fisico-quimica das particulas bacteriofagicas isoladas incluiu:
varredura espectral em UV-Vis, determinacdo dos coeficientes de extincdo molar,
andlises das proteinas estruturais por SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sbédio), caracterizacdo morfolégica por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). A caracterizagdo biologica incluiu a
avaliacdo da gama de hospedeiros utilizando diversas culturas bacterianas,
determinacdo da eficiencia de plaqueamento (EOP) em cepas bacterianas
suscetiveis, determinacdo dos parametros de crescimento das particulas fagicas
(periodo de eclipse, periodo latente, periodo de acumulacao intracelular, e tamanho
de explosao) através das curvas de um so ciclo de crescimento sincrono (OSGC),
determinacdo da taxa de adsorcdo das particulas fagicas as células bacterianas
hospedeiras através das de curvas de adsorcao, e determinacgéo da atividade litica na
cepa de colecdo de S. enterica. Foram isoladas e caracterizadas duas particulas
fagicas liticas contra S. entérica, tendo sido nomeadas como
PhL_UNISO_SE_ ph0036 e PhL_UNISO_SE_ph0046. Ambos os fagos mostraram
atividade contra a bactéria hospedeira, mostrando serem altamente especificos, o que
pode indicar uso promissor no controle biolégico deste patdgeno em alimentos.

Palavras-chave: Salmonella enterica; Biocontrole; Caracterizacdo fisico-quimica e
biolégica



ABSTRACT

The vast majority of foodborne diseases are caused by microorganisms, being one of
the main pathogens Salmonella enterica. Treatments such as steam, dry heat and UV
light have been evaluated for the control of the main foodborne pathogens causing
food poisoning. However, the current technologies used to inactivate pathogens in
foodstuff are not always effective and, moreover, can cause problems of acceptability
and deterioration of the organoleptic properties of foods. In this context,
bacteriophages (or phages) have emerged as a potential tool for the biocontrol of
pathogenic bacteria. The research work presented herein aimed to isolate and
characterize lytic phages for S. enterica. For the isolation, effluent waters from the food
company “AB Brasil - Industria e Comércio de Alimentos, Ltda”, were used. The
physicochemical characterization of the isolated bacteriophage particles included UV-
Vis spectral scans for determination of the molar extinction coefficient, analyses of the
phage particles structural proteins by SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), and morphological characterization by
transmission electron microscopy (TEM) analyses. The biological characterization
entailed included determination of the host range using several bacterial strains,
determination of the efficiency of plating (EOP) in those bacterial strains where spot-
testing was positive, determination of the phage growth parameters (eclipse period,
latent period, intracellular accumulation period and burst size) via their one-step growth
curves, determination of the adsorption rate of the phage particles onto their bacterial
host cells, and determination of the lytic activity of the phage particles on their bacterial
isolation strain. Two lytic phage particles against S. enterica were isolated and duly
characterized, being named as PhL_UNISO_SE_ ph0036 and
PhL_UNISO_SE_ph0046. Both phages showed lytic activity against the host bacteria,
with high specificity, which may indicate promising use in the biological control of this
pathogen in foodstuff.

Keywords: Salmonella enterica; Biocontrol; Physicochemical and biological
characterization
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APRESENTACAO

O presente trabalho de pesquisa aplicada, intitulado “ISOLAMENTO,
CARACTERIZACAO E AVALIACAO IN VITRO DE BACTERIOFAGOS LITICOS
PARA O BIOCONTROLE DE SALMONELLA ENTERICA”, foi financiado pela
Universidade de Sorocaba, com Auxilio/Taxa Escolar do Programa de Suporte a Pos-
Graduacao de Instituicbes de Ensino Superior Particulares (Prosuc-Capes/Uniso),
concedido a aluna Thais Jardim Oliveira, tendo sido orientado pelo Prof. Doutor Victor
Manuel Cardoso Figueiredo Balcdo e coorientado pela Profa. Doutora Marta Maria
Duarte Carvalho Vila, da Universidade de Sorocaba.

As doencas transmitidas por alimentos contaminados com bactérias tém sido
uma preocupacado mundial nos ultimos anos, havendo um aumento nos registros de
casos de intoxicacGes por alimentos contaminados por microrganismos, em muitos
paises (OMS, 2020). A Salmonella entérica € conhecida como um dos principais
microrganismos responsaveis pela contaminacdo na industria de alimentos e nos

préprios alimentos.

As atuais técnicas de descontaminacao e controle de patdgenos nas industrias
de alimentos podem ser muito dispendiosas, pouco seletivas e até mesmo nefastas,
como o uso de antibiéticos de amplo espectro, que acabam selecionando bactérias
resistentes. Assim, surge a busca por tecnologias alternativas para o controle de
patdgenos em alimentos. Neste contexto, a terapia bacteriofagica aparece como uma
alternativa de biocontrole para as industrias de alimentos. Bacteridfagos (ou fagos)
sdo particulas virais, que nao possuem metabolismo préprio, sendo capazes de
infectar apenas células bacterianas especificas e provocar a sua lise. Assim, os fagos
tém potencial para poderem ser utilizados no controle de contaminacfes bacterianas

na inddstria de alimentos.

Este trabalho de pesquisa visou o isolamento e caracterizacdo de bacteridfagos
liticos para Salmonella entérica, tendo como objetivo a elabora¢do um coquetel fagico
visando aplica¢des futuras em alimentos ou na indastria de alimentos. Alguns dos
resultados obtidos foram apresentados nos Congressos Cientificos “XXXI Congresso
Brasileiro de Virologia 2020” (ANEXO A) e “CIFARP - International Congress of
Pharmaceutical Sciences 2020” (ANEXO B).
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1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por alimentos (DTAS) sdo uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), estima-se que apenas as doencas diarreicas (a maioria das quais sao
causadas por alimentos contaminados por microrganismos patogénicos) matem 1,9
milhdes de criancgas por ano (RAVI et al., 2017; OMS, 2020).

Doencas transmitidas por alimentos sdo, segundo a OMS, uma preocupacao
global de saude publica. Estima-se que sejam a causa de agravos em uma a cada
dez pessoas, podendo ser fatais, principalmente em criangas com idades inferiores a
5 anos de idade, causando cerca de 420 mil mortes somente na América do Sul
(ANNANY et al., 2015).

No Brasil, a maioria das doencas transmitidas por alimentos sao causadas por
microrganismos, principalmente pelas bactérias Salmonella enterica, Escherichia coli
e espécies de Staphylococcus (Ministério da Saude do Brasil, 2019). A contaminacéo
dos alimentos por bactérias pode ocorrer durante o abate, ordenha, fermentacao,
processamento, armazenamento, envase, entre outras etapas (GABARON et al.,
2020).

Dentre as estratégias utilizadas para minimizar a carga microbiana de alguns
alimentos, foi explorado o uso de antibiéticos (PULIDO-LANDINEZ, 2019). No entanto,
0 uso de substancias antibidticas apresenta utilizacdo restrita devido ao impacto
negativo causado pela selecdo de microrganismos mais resistentes a esses agentes
antimicrobianos (DOSS et al., 2017).

Novas tecnologias de controle de microrganismos tais como utilizacdo de
radiacdo por raios-gama, utilizacdo de plasma, processamento a alta pressédo, campo
elétrico pulsado e ultrassons, podem ser eficientes mas apresentam um custo muito
elevado (KAZI; ANNAPURE, 2016). O uso de métodos fisicos de esterilizacdo como
vapor sobreaquecido, calor seco e luz Ultra Violeta (UV), podem ocasionar problemas
de aceitabilidade e deterioragcdo das propriedades organolépticas dos alimentos
(MOYE; WOOLSTON; SULAKVELIDZE, 2018).

Aléem disso, algumas abordagens frequentemente utilizadas nos alimentos

industrializados para reduzir a contaminacao por patégenos de origem alimentar nao
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podem ser aplicadas diretamente em frutas frescas, vegetais e produtos prontos para
consumo (GARCIA et al.,, 2008). A crescente demanda por produtos alimenticios
prontos para consumo, de alta qualidade e com longa vida de prateleira, contribui para
a busca de tecnologias de processamento que assegurem que as propriedades
naturais e a aparéncia do produto nao sejam significativamente alteradas (NGUYEN
et al., 2020).

Portanto, tem sido uma necessidade crescente o desenvolvimento de
estratégias para reduzir os patdégenos bacterianos em alimentos, satisfazendo ainda
a demanda do consumidor por alimentos minimamente processados e com baixas

concentracfes de conservantes quimicos (RAVI et al., 2017).

Nesse contexto, os fagos emergiram como uma ferramenta de biocontrole com
enorme potencial de utilizacdo na luta pela reducdo da contaminacédo dos alimentos
por bactérias (ANNANY et al., 2015; KAZI; ANNAPURE, 2016). Os fagos sao virus
que infectam Unica e exclusivamente células bacterianas, ndo possuindo maquinaria
metabdlica, sendo por isso parasitas intracelulares obrigatérios, necessitando de uma
célula hospedeira bacteriana viavel para se replicarem (HARADA et al., 2018 DOSS
et al., 2017; RIOS et al., 2016).

Varias aplicacdes utilizando fagos no controle de patégenos em alimentos tém
sido propostas ao longo dos anos, com relativo sucesso (KAZI; ANNAPURE, 2016).
O biocontrole com fagos tem como vantagem envolver um agente natural, que se auto
multiplica e € altamente especifico para determinado patégeno bacteriano. Outra
qualidade interessante € a notavel estabilidade dos fagos em matrizes alimentares

(TAUXE, 2002).

Adicionalmente, os fagos apresentam diversas outras vantagens como agentes
de biocontrole em alimentos, segundo os pesquisadores Harada et al. (2018) e
Sillankorva, Oliveira e Azeredo (2012), tais como: (i) especificidade para infectar seu
hospedeiro alvo, mantendo intacta a microbiota local, (ii) capacidade de
autorreplicacdo e autolimitacdo, enquanto estiverem presentes células viaveis do seu
hospedeiro especifico; (iii) rapida adaptacdo aos mecanismos de defesa
desenvolvidos pelas células bacterianas; (iv) toxicidade inerente praticamente nula,
uma vez que séo constituidos basicamente por acidos nucleicos e proteinas; (v) baixo

custo de isolamento e simplicidade na sua manipulagéo; (vi) completa inocuidade para
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as células humanas e animais; e (vii) tolerancia a diversas condi¢des prevalecentes

nas matrizes alimenticias.

Assim, desde que se descobriu que estes virus estritamente bacterianos
destroem os seus hospedeiros, enquanto se mantém completamente indcuos para 0s
seres humanos, pesquisadores buscam utilizar estes agentes ubiquos na bioesfera
para o tratamento de infec¢des bacterianas, tanto em humanos e animais, bem como,
para aplicacdes de biocontrole na agropecudria, na industria de alimentos, entre
outras aplicacdes (HARADA et al., 2018; SHAO; WANG, 2008; JURCZAK- KUREK et
al., 2016).

O conceito de combater patdgenos em alimentos através da utilizacdo de fagos
pode ser abordado em todas as fases da producdo ao longo de toda a cadeia
alimentar. Os fagos sdo adequados para (i) prevenir ou reduzir a colonizacéo
bacteriana e doencas associadas na pecudria; (i) descontaminar carcagas de animais
para consumo humano e outros produtos crus como frutas, ovos e vegetais frescos;
(i) desinfetar equipamentos e superficies de contato; e (iv) para prolongar o prazo de
validade de alimentos industrializados pereciveis como um conservante natural
(GARCIA et al., 2008).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS)

A América do Sul integra diversos paises ainda em desenvolvimento que
possuem problemas sérios na area da Saude Publica. As diarreias causadas por
DTAs sdo exemplos frequentes de problemas de salude entre a populagdo, sendo a
principal causa de desnutricdo e a segunda maior causa de mortalidade em criancas
nos paises em desenvolvimento da América do Sul, causando 420 mil 6bitos por ano
(ANNANY et al., 2015; SHINOHARA et al., 2008).

Os microrganismos da familia Enterobacteriaceae, ou enterobactérias sdo os
principais responsaveis pelas diarreias bacterianas (NEITZKE; ROZA; WEBER,
2017), com as enterobactérias Escherichia coli e Salmonella sp. sendo consideradas
0S principais agentes relacionados aos surtos de contaminagéo alimentar (LE et al.,
2018). Apesar de colonizarem frequentemente um hospedeiro, as enterobactérias
também podem sobreviver no meio ambiente, sendo constantemente encontradas em
aguas e alimentos contaminados (PULIDO-LANDINEZ, 2019).

Vérios sdo os fatores que contribuem para a contamina¢do de humanos por
bactérias, dentre eles as DTAs, como visto anteriormente. As DTAs podem ser
identificadas pelo desenvolvimento de sintomas que sao resultantes do consumo de

alimentos contaminados (ENG et al., 2015).

Os sintomas mais frequentes de DTAs sdo dores de estbmago, nauseas,
vomitos, diarreia e, por vezes, febre, podendo variar a duracdo desses sintomas
dependendo do estado fisico do paciente, do tipo de microrganismo ou toxina ingerida
ou suas quantidades no alimento (TAUXE, 2002). As DTAs podem ser identificadas
ap0s a ingestdo de alimentos contaminados por agentes patogénicos e seus
metabdlitos téxicos, e sdo consideradas como surtos quando uma ou mais pessoas

apresentam sintomas similares (PEREIRA et al., 2016).
2.2 Agente etiologico: Salmonella enterica

Descoberto e descrito em 1885 por Daniel Salmon, médico veterinario
bacteriologista, o bacilo do género Salmonella € considerado membro do grupo de

enterobactérias Gram-negativo da familia Enterobacteriaceae (ENG et al., 2015).
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O bacilo do género Salmonella € comumente dividido em duas espécies,
Samonella enterica e Salmonella bongori. Possui mais de 2500 serotipos conhecidos
gue diferem em sua ampla gama de hospedeiros e capacidade de causar doencas.
Mais de 50% dos serotipos identificados a pertencerem a espécie Salmonella entérica,
responsavel pela grande maioria das infec¢cfes por salmonela em humanos (PULIDO-
LANDINEZ, 2019). Porém, nem todos estes serotipos possuem nome, por isso é
comum que o nome cientifico daqueles que o tém seja encurtado para incluir apenas
0 género e serotipo, como por exemplo: S. enterica, subespécie enterica, serotipo

typhi é conhecido como Salmonella typhi (ENG et al., 2015).

A salmonela também pode ser dividida em trés classes, com base no tipo de
adaptacdo da serovariedade bacteriana no hospedeiro: (i) S. typhi e S. paratyphi
possuem Otima adaptacéo e patogenicidade em humanos, sendo responsaveis pela
febre tifdide (ou entérica); (ii) S. dublin (gado), S. arizonae (répteis) e S. choleraesuis
(suinos) adaptam-se quase que exclusivamente em animais e podem ocasionalmente
contaminar humanos; (iii) S. enteritidis e S. typhimurium apresentam facilidade de
adaptacdo em uma imensa variedade de hospedeiros, sendo responsaveis por 85%
de todas as infec¢gOes por salmonela nos EUA (Estados Unidos da America). S&o
comumente encontradas no intestino de animais e humanos (MOYE; WOOLSTON,;
SULAKVELIDZE, 2018).

A presenca da Salmonella entérica em alimentos tem-se mostrado um grave
problema de saude publica, pois os sintomas advindos das DTAs podem ser mal
diagnosticados, levando a uma sobrecarga do sistema de saude do pais (ENG et al.,
2015). As infeccbes entéricas causadas por Salmonela, também chamadas de
salmoneloses, sdo uma das principais DTAs em todo o mundo (SHINOHARA et al.,
2008). A maioria das serovariedades desse género sdo patogénicas para 0s seres
humanos, provocando diferentes sintomatologias devido a variagdes no mecanismo
de patogenicidade, da idade e do estado de saude do hospedeiro (RIVERA
CALDERON et al., 2012).

Nas salmoneloses, a penetracdo de Salmonella spp. fica limitada as células
epiteliais. Nestes casos, raramente se observa septicemia ou infeccdo sistémica,
ficando a infeccao restrita & mucosa intestinal (GUTIERREZ et al., 2020). Os sintomas
das infeccbes entéricas surgem entre 6 a 48 h apdés a ingestdo do alimento

contaminado, podendo durar até 72 h. E considerada a forma mais comum de infecg&o
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por salmonela e, geralmente, é naturalmente resolvida em dois a trés dias, sem a

necessidade de tratamento com antibioticos (ENG et al., 2015).

Nas febres tiféide ou entérica, outras formas de infeccdo mais patogénicas da
Salmonela, as células bacterianas passam pelo processo de fagocitose pelos
mondcitos e macrofagos e atravessam a camada de células epiteliais, resultando
numa resposta inflamatodria decorrente da hiperatividade do sistema mononuclear
fagocitario (RIVERA CALDERON et al., 2012). Os sintomas da infecgdo incluem
aumento da temperatura corporal, podendo esta chegar aos 40 °C, com fortes dores
de cabeca e do abdémen, devendo a infeccéo ser tratada com antibacterianos assim
gue diagnosticada pelo médico (SHINOHARA et al., 2008). O tratamento precisa ser
mantido durante pelo menos sete dias apds a temperatura corporal ter voltado ao
normal, para que se possa atingir a salmonela em sua localizacdo intracelular
(RIVERA CALDERON et al., 2012).

A grande preocupacdao, atualmente, é o aparecimento de serotipos do género
salmonela multirresistentes aos antibidticos. Alteracdes nos serotipos indicam a
necessidade de mudancas no modo de criacdo animal, com a disseminacéo de novos
serotipos a ser causada devido ao grande fluxo do comércio de alimentos a nivel

mundial e ao uso indiscriminado de antibidticos (ENG et al., 2015).

Com o crescente aumento das DTAsS, aumenta também a necessidade de
controlar a seguranca microbiolégica dos produtos alimenticios. Tém-se estudado
métodos para reduzir ou eliminar a presenca de salmonela (RIVERA CALDERON et
al.,, 2012) durante a producdo dos alimentos, aumentando assim a qualidade
microbiolégica dos mesmos (PULIDO-LANDINEZ, 2019). A reducdo deste agente
patogénico no ambiente industrial pode garantir a reducdo da contaminacdo dos
alimentos até ao destino final (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004).

2.3 Biocontrole em industrias de alimentos

O desenvolvimento de métodos de higienizacdo dos alimentos possui como
objetivo a segurancga microbiologica, amparando ndo s6 a manipulacdo dos alimentos
e bebidas, como também a utilizacdo de matérias-primas de boa procedéncia, a

implantacéo de boas praticas de higiene para manipuladores e qualidade higiénico-
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sanitaria  do ambiente e utensilios de preparacdo (MOYE; WOOLSTON;
SULAKVELIDZE, 2018).

Falhas no monitoramento da qualidade microbiolégica dos alimentos
produzidos industrialmente contribuem diretamente para a ocorréncia de DTAS
(NEITZKE; ROZA; WEBER, 2017).

No entanto, o biocontrole na producdo dos alimentos tem-se mostrado um
grande desafio para a industria, uma vez que algumas das técnicas utilizadas
atualmente fazem uso de antibioticos, que podem ser eficazes, mas 0 seu uso intenso
tem favorecido o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia das bactérias

contaminantes, diminuindo assim a sua prépria eficacia (GUTIERREZ et al., 2020).

Algumas tecnologias como a utilizacao de raios-gama, processamento por alta
pressdo, campo elétrico pulsado e ultrassons, podem ser eficientes, porém sao
tecnologias com custo muito elevado (KAZI; ANNAPURE, 2016). J& a utilizacdo de
métodos fisicos, como calor seco, vapor sobreaquecido e luz UV podem causar
problemas de aceitabilidade e deterioracdo das propriedades organolépticas dos
alimentos (MOYE; WOOLSTON; SULAKVELIDZE, 2018).

A crescente procura dos consumidores por alimentos prontos para consumo ou
com longa vida de prateleira, tem contribuido para o desenvolvimento de tecnologias
de processamento que assegurem que a aparéncia e propriedades naturais do
alimento ndo sejam significativamente alteradas (NGUYEN et al., 2020). Além disso,
algumas abordagens frequentemente utilizadas nos alimentos industrializados para
reduzir a contaminacado através de agentes etioldgicos advindos dos alimentos nao
podem ser aplicadas diretamente em frutas frescas, vegetais e produtos prontos para
consumo (GARCIA et al., 2008).

Fagos usados para o biocontrole de microrganismos no cultivo de peixes para
consumo humano também mostraram bons resultados, principalmente por néo
produzirem nenhum residuo quimico e serem altamente especificos para as células
bacterianas hospedeiras (PEREIRA et al., 2021).

O biocontrole com fagos liticos para salmonela representa uma intervencao
natural sem a necessidade de alteragGes térmicas ou quimicas nos alimentos, que ja
mostrou controlar o crescimento de salmonela em queijo (MODI et al., 2001), frango
e ovos (GOODE et al., 2003), e em frutas frescas (LEVERENT et al., 2003).
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A terapia fagica como biocontrole de patégenos bacterianos € aplicada atraves
do uso de coquetéis de fagos liticos em ambientes industriais como uma alternativa
para eliminar ou reduzir a carga bacteriana, tanto na producédo como diretamente nos
alimentos (LIU et al., 2017).

2.4 Bacteriofagos

Responsaveis por um desempenho natural no equilibrio da evolugdo dos
microrganismos pertencentes aos dominios Bactéria e Archaea, os virus conhecidos
como bacteriéfagos (ou fagos) sdo entidades inertes de natureza essencialmente
proteica caracterizadas pela capacidade de infectarem especificamente células
procariotas (KUTTER, 2009).

Uma das primeiras observacfes da existéncia de fagos foi mencionada em
meados dos anos 1900. Apds a sua descoberta, iniciaram-se alguns estudos e,
mesmo Ccom PoucoS recursos e escasso conhecimento da sua natureza, os fagos
foram utilizados em beneficio do ser humano (PEREIRA et al, 2016). Isso, numa época
onde a imunologia e a virologia ainda ndo possuiam bases cientificas bem definidas.
(SHAO; WANG, 2008).

Félix D’'Herelle, em 1917, no Instituto Pasteur em Paris, Franca, foi um dos
principais nomes envolvidos na descoberta dos fagos que, apés observar e analisar
halos de lise em culturas bacterianas, identificou a natureza viral destas entidades e
definiu o termo bacteriéfago (do latim “comedor de bactérias”) (CHIBANI-CHENNOUFI
et al., 2004). Félix D’Herelle propés a aplicacdo de uso pratico dos fagos,
desenvolvendo uma ideia sobre “entidades exdgenas de cura”, onde os fagos
poderiam ser a explicacéo para a resposta de infec¢des bacterianas em organismos
humanos ou animais (OLIVEIRA, 2012).

Os experimentos e aplicagbes da terapia fagica logo se expandiram,
envolvendo entdo infecgdes em animais e humanos, como a peste bubdnica, colera,
infecgOes de pele, entre outras (MEADEN; KOSKELLA, 2013).

Entretanto, falhas advindas do pouco entendimento sobre essas entidades
biolégicas resultaram em condigbes variaveis nos tratamentos e, junto com a
descoberta dos antibidticos na década de 40, com aplicabilidade e estabilidade mais

faceis, a terapia fagica acabou caindo no esquecimento (PEREIRA et al., 2017).
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A utilizacdo dos antibioticos promoveu a cura rdpida de diversas infecgbes
bacterianas e suscitou a teoria de que infecgOes bacterianas nédo seriam mais
consideradas problemas de saude publica (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004). No
entanto, as bactérias mostraram-se mais perspicazes do que se acreditava e, atraves
de mutacdes e transferéncia horizontal de genes, ao longo do tempo desenvolveram

diversos mecanismos de resisténcia aos antibioticos (ABEDON, 2011).

Diferentemente dos antimicrobianos convencionais, que possuem aplicacao e
distribuicdo sistémica e inespecifica, os fagos sao altamente especificos para suas
células bacterianas alvo (HARADA et al., 2018a; JURCZAK-KUREK et al., 2016; RIOS
et al., 2016). Este fato € consideravelmente importante, dado que a utilizacao de fagos
nao interfere na microbiota normal do hospedeiro, mostrando-se aquelas entidades
virais completamente inertes para as outras células bacterianas presentes no
organismo (SHEN et al., 2012). Embora exista a premissa da possibilidade de
neutralizacdo de fagos por células do sistema imunolégico, pesquisas demonstraram
gue a imunogenicidade dos fagos € geralmente muito baixa e a acdo completa de
eliminar a infeccao bacteriana normalmente esta finalizada antes da formacéo de uma
resposta imune especifica (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004).

A maioria dos fagos possui como material genético DNA de fita dupla (dsDNA)
(JURCZAK-KUREK et al., 2016). Porém, existem também aqueles com fita simples
de RNA (ssRNA), com fita dupla segmentada (dsRNA) e com DNA de fita simples
(ssDNA) gue ndo apresentam envelopes lipidicos (STORMS; SAUVAGEAU, 2015).
As particulas fagicas contendo DNA apresentam o0S seguintes componentes
estruturais: cabeca, capside, acido nucleico, colar, pescoco, cauda, bainha contratil,
tubo central, placa basal, fimbrias da cauda, e receptores (COSTA et al., 2019), como

representado esquematicamente na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica de uma particula fagica prototipica.

.
Capside

Cabecga
Genoma r_

Colar-—éﬁ

Pescoco

Cauda ——— Bainha contratil

11

Fimbrias da cauda

1

Receptores Placa basal

Fonte: Elaborag&o propria.

Os fagos séo classificados em 13 familias. As particulas fagicas que possuem
cauda na sua estrutura pertencem a ordem Caudovirales e correspondem a cerca de
96% dos fagos conhecidos. Uma média de cerca de 60% dos fagos que apresentam
cauda longa e nao contratil pertencem a familia Siphoviridae, 25% dos fagos que
apresentam cauda contratil pertencem a familia Myoviridae, e 0s que possuem cauda
curta e nao-contratil pertencem a familia Podoviridae. Os 4% restantes de fagos
distribui-se pelas outras familias (HARADA et al., 2018a; JURCZAK-KUREK et al.,
2016) (Figura 2).
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Figura 2. Classificacao de Baltimore dos fagos, de acordo com a morfologia e tipo de material

genético.
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Quando uma particula fagica infecta uma célula bacteriana hospedeira
susceptivel, podem ocorrer dois tipos de ciclos de replicacao, o ciclo litico ou o ciclo
lisogénico (HARADA et al., 2018; JANSEN et al., 2018). Quando o fago se replica pelo
ciclo litico, a maquinaria metabdlica da célula bacteriana € dominada e redirecionada
para a sintese de material gendmico do virus e suas proteinas, com o objetivo de
produzir novas particulas fagicas (HARADA et al., 2018; JURCZAK-KUREK et al.,
2016). De uma forma geral, a interacdo entre fago e bactéria ocorre com aquelas
células bacterianas que expressam receptores especificos na sua superficie
(GORDILLO ALTAMIRANO; BARR, 2019). Isto pode caracterizar a especificidade das
particulas fagicas, uma vez que, a interagcdo s6 ocorrera se a célula bacteriana exibir
determinados receptores a sua superficie (SILVA et al., 2020; HARADA et al., 2018;
RIOS et al., 2016).

Os fagos se ligam a superficie da bactéria através da placa basal, uma estrutura
situada na base inferior do fago (Figura 1) que forma espiculas responsaveis por
ajudarem o virus a injetar o seu genoma no citoplasma da célula hospedeira
susceptivel. Apds aderir e ligar-se a receptores especificos na superficie da célula
bacteriana hospedeira, o fago injeta o seu material genético no citoplasma do

hospedeiro e, geralmente, ou redireciona a maquinaria metabdlica da célula para a
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producdo das suas proprias proteinas dando origem a formag&o de inUmeros virions
que, ajudados por holinas, lisinas e spaninas, produzidas pelo fago, levam a lise da
célula bacteriana (Figura 3). O fago pode também integrar-se no genoma do
hospedeiro formando um profago e ai permanecendo em estado latente, sendo
replicado com o genoma do hospedeiro até que algum estimulo leve a sua exciséo e
se dé inicio a um ciclo litico (fagos temperados) (WEI et al., 2017). No ciclo litico de
replicacdo, quando a célula é lisada e libera novos viribes no ambiente infeccioso,
cada um desses novos virions pode reinfectar novas células bacterianas susceptiveis

e iniciar um novo ciclo litico de replicacéo.

Figura 3. Representacao do ciclo litico de replicagéo dos fagos.
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Apesar dos importantes beneficios citados, alguns aspectos na terapia fagica
precisam ser analisados com cuidado (JURCZAK-KUREK et al., 2016). Dentre eles, a
imunogenicidade da particula fagica, identificacdo e especificidade da bactéria
hospedeira, eficacia apresentada e possivel liberagdo de endotoxinas bacterianas
(RIOS et al., 2016, 2018).

As bactérias ndo-susceptiveis a determinado fago permanecem intactas na

microbiota do ambiente, contrariamente ao que ocorre com 0s antimicrobianos
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convencionais de amplo espectro de acdo, que afetam todas as bactérias
pertencentes a mesma classe (JURCZAK-KUREK et al., 2016).

No geral, os fagos sao potenciais ferramentas contra infeccbes e
contaminagdes bacterianas e, apesar do estreito espectro de acdo dos fagos ser
considerado uma desvantagem em relacdo aos antibiéticos, essa caracteristica pode
ser vantajosa em muitas situacoes (COSTA et al., 2019; SHINOHARA et al., 2008).

Segundo Kupczok et al. (2018), em estudo realizado durante trés décadas com
34 isolados de fagos da familia Siphoviridae liticos para Lactococcus lactis, foram
observadas mutacdes neutras na distribuicao dos efeitos de aptidao e também através
da analise de Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET) os fagos ndo mostraram
mutacdes, indicando assim que sdo relativamente constantes e pouco ou quase nada

mutaveis.

A pressao seletiva de predacéo viral resultou na evolugdo de uma gama de
mecanismos de defesa arquea e bacteriana, que inclui sistemas CRISPR-Cas
(repeticdes palindrémicas curtas agrupadas regularmente intercaladas; associado a
CRISPR), argonautas procarioticos, sistemas de modificacdo de restricdo (R—-M),
modificacdo de superficie (sm), sistemas toxina-antitoxina e sistemas de infec¢éo
abortiva (BRONIEWSKI et al., 2020).

Os fagos podem, por sua vez, superar a imunidade bacteriana baseada em
CRISPR adquirindo uma mutacdo pontual na sequéncia-alvo em seu genoma
(BRONIEWSKI et al., 2020), embora o surgimento e a disseminacao de tais mutantes
fagicos de "escape" sejam restringidos tanto pela diversidade de alelos de imunidade
CRISPR na populacédo bacteriana como pelos custos de adaptacdo associados as
mutacdes fagicas (BRONIEWSKI et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar, caracterizar fisico-quimica e biologicamente, e avaliar in vitro

bacteriofagos liticos para Salmonella enterica.

3.2 Objetivos especificos

2

Isolar bacteriofagos liticos para Salmonella enterica a partir de aguas residuais

da indUstria de alimentos;

Caracterizar fisico-quimicamente as particulas bacteriofagicas através de
varreduras espectrais na zona UV-Vis para determinagao do seu coeficiente de
extincdo molar, andlises do perfil de proteinas estruturais por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), analises morfolégicas através de

microscopia eletrbnica de transmissao;

Caracterizar biologicamente as particulas bacteriofagicas isoladas através da
determinacdo da sua gama de hospedeiros, determinacdo da eficiéncia de
plagueamento em cepas bacterianas susceptiveis, determinacdo dos
parametros de crescimento através das suas curvas de um sO ciclo de
crescimento sincrono (OSGC), determinacdo da taxa de adsorcdo das
particulas bacteriofagicas as suas células bacterianas hospedeiras através das
suas curvas de adsor¢cdo no hospedeiro bacteriano, e determinacdo da sua
atividade litica na cepa de cole¢édo de Salmonella enterica;

Avaliar a capacidade de inativacdo bacteriana in vitro dos bacteriéfagos liticos
isolados para Salmonella entérica, a dois valores de multiplicidade de infeccao
(MOI).
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Material

4.1.1 Preparacdo de meios de cultura, solucdes e materiais

Todos os meios de cultura e solu¢des destinados aos ensaios microbiolégicos
e materiais tais como microtubos, tubos de ensaio, tubos Falcon, pingcas, ponteiras de
micropipetas e fitas de papel, foram esterilizados em autoclave vertical da marca
Prismatec Industria e Comércio (modelo CS-A, Manaus/AM, Brasil) durante 30 min a

temperatura de 121 °C.

A &gua utilizada para a preparacdo de todos os meios e solucdes foi
previamente ultrapurificada num sistema Master System All (modelo MS2000,
Gehaka, S&o Paulo/SP, Brasil) para uma resistividade final de cerca de 18,18 MQ.cm

e condutividade de 0,05 puS.cm™.

A manipulagdo de materiais, meios de cultura e todos 0s ensaios
microbiolégicos, foram efetuados usando uma cabine de seguranca bioldgica classe
Il tipo B2, da marca Filterflux® (Piracicaba/SP, Brasil).

4.1.2 Meio liquido Tryptic Soy Broth (TSB)

Pesaram-se 24 g de meio de cultura Triptic Soy Broth (TSB; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) desidratado para um frasco Schott de capacidade 1000 mL, e
adicionaram-se 800 mL de agua ultrapura. Esterilizou-se a mistura em autoclave e,
apos arrefecimento até a temperatura de 40 °C, distribuiu-se o meio de cultura por
tubos de ensaio estéreis com 5 mL, 10 mL, 25 mL, tendo estes sido armazenados a 4

°C. Este foi 0 meio de cultura utilizado para a preparacéo da suspensao bacteriana.

4.1.3 Meio liquido Tryptic Soy Broth (2x TSB)

Preparou-se 0 meio pesando 48 g de TSB e adicionando 800 mL de agua
ultrapura conforme mencionado na sec¢éo 4.1.2. Esterilizou-se a mistura em autoclave
e, apos arrefecimento até a temperatura de 40 °C, distribuiram-se volumes de 25 mL
em Erlenmeyers de 125 mL de capacidade. Este meio foi utilizado para as etapas de

enriguecimento da fonte ambiental de bacteri6fagos.
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4.1.4 Meio solido Tryptic Soy Agar

Pesaram-se 24 g de meio TSB desidratado e 9,6 g de &gar bacterioldgico
(marca KASVI, Laboratérios Conda, Madri, Espanha), num Erlenmeyer de capacidade
1000 mL, adicionou-se um pouco de agua ultrapura para sua dissolucéo e completou-
se o0 volume até 800 mL com &gua ultrapura. Esterilizou-se a mistura em autoclave e,
apos arrefecimento até a temperatura de 40 °C, sem deixar solidificar, verteu-se para
placas de Petri estéreis descartaveis dentro da cabine de seguranca biolégica. Uma
vez 0 meio solidificado nas placas de Petri, estas foram tampadas e acondicionadas
invertidas (para impedir formacgéo de goticulas de agua no meio solidificado) a uma
temperatura de cerca de 8 °C.

4.1.5 Meio semi-sélido Molten Top-Agar (MTA-TSB)

Pesaram-se 7,5 g de meio TSB desidratado e 1,5 g de agar num frasco Schott
de 500 mL de capacidade. Completou-se o volume com &gua ultrapura até um volume
final de 250 mL. O meio foi autoclavado e utilizado como segunda camada sobre meio
TSA soélido, para preparar os tapetes bacterianos pelo método de dupla camada de

agar.

4.1.6 Solucéo salina a 0,9% (m/m)

A solucdo salina a 0,9% (m/m) de NaCl, também conhecida como solucao
fisiologica, foi preparada pesando-se 3,6 g de NaCl (marca SYNTH, Diadema/SP,
Brasil) num frasco Schott de 500 mL de capacidade e completando-se com 496,4 mL

de agua ultrapura. A solucéo foi autoclavada e depois armazenada em geladeira.

4.1.7 Preparacao do tampao fagico

Pesaram-se 6,06 g de Tris-base (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) num
Béquer de 100 mL e adicionaram-se 50 mL de 4gua ultrapura. Nessa solucao, ajustou-
se o0 pH para 7.5 com HCI, com o auxilio de um agitador magnético (marca Fisatom
Equipamentos Cientificos Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil). Em seguida adicionou-se, num
baldo volumétrico de 1000 mL de capacidade, 5,8 g de NaCl (marca SYNTH,
Diadema/SP, Brasil), 2 g de MgS04.7H20 (marca SYNTH, Diadema/SP, Brasil) e os

50 mL de solugéo de Tris-base a pH 7.5. Completou-se o volume até 1000 mL com
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agua ultrapura, e a solucdo de tampao fagico foi transferida para frasco Schott,
esterilizada e armazenada a 4 °C.

4.1.8 Material bioldgico

Para o isolamento e amplificacdo de bacteriofagos, foi utilizada uma cepa de
colecdo da bactéria Salmonella enterica adquirida da empresa CEFAR Diagndstica
(Séo Paulo/SP, Brasil): Salmonella enterica ref. CEFAR CCCD-S004.

Os bacteriofagos foram isolados a partir de aguas residuais coletadas em abril
de 2019 na industria de alimentos “AB Brasil - Industria e Comércio de Alimentos Ltda”,
localizada em Sorocaba/SP (Brasil). A AB Brasil € uma empresa do grupo ABF
(Associated British Foods), quarto maior grupo produtor de alimentos da Europa. A
empresa trabalha com o processamento e desenvolvimento de varios produtos e
ingredientes alimenticios. A filial de Sorocaba-SP de onde foram isolados os fagos,
trabalha com pasteurizagdo de ovos de galinha. Por isso foi selecionada como
possivel fonte de isolamento. Sabendo-se que a S. enterica € majoritariamente
encontrada em residuos alimenticios, a empresa AB Brasil foi contactada e

disponibilizou amostras de esgoto para os trabalhos de pesquisa.

4.1.9 Equipamento analitico e outros

Para pesagem dos meios e reagentes, foi utilizada uma balanca analitica da
marca Marte Cientifica (modelo OHAUS AS200S, Santa Rita do Sapucai/ MG, Brasil).

Para o isolamento e propagacéo dos bacteriéfagos, os equipamentos utilizados
foram: cabine de seguranca biologica de classe Il tipo B2 (modelo 4SP-SBIIB2-
1266/4, SP-LABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil), autoclave vertical (modelo
Autoclave Digital CS 50L, Prismatec, Manaus/AM, Brasil), estufa de incubacé&o
microbiolégica (modelo 502, Fanem, Sao Paulo/SP, Brasil), centrifuga Eppendorf™

(modelo AG 22331, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

O sistema de filtracdo esterilizante utilizado (Stericup™-GP, membrana de
poliétersulfato (PES) com tamanho de poro de 0,22 um de diametro) foi adquirido da

Merck-Milipore (Darmstadt, Alemanha).
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Para ultrapurificacdo da agua utilizou-se um equipamento Master System Al
(modelo MS2000, Gehaka, Sdo Paulo/SP, Brasil), com a agua ultrapurificada a

apresentar resistividade de 18,8 MQ.cm e condutividade de 0,05 uS.cm-2.

O equipamento utilizado para as analises de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) foi um sistema Mini-
Protean® Tetra Cell 4-gel para eletroforese vertical da Bio-Rad (California CA, EUA),
juntamente com uma fonte de alimentagcdo PowerPac™ HC (Bio-Rad, Califérnia CA,
EUA) e um banho seco digital também da Bio-Rad (California CA, EUA).

As analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotémetro UV-
Vis da Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA).

As analises de microscopia eletrbnica de transmissdo foram realizadas num
microscopio eletrénico de transmissdo (MET) da marca JEOL (modelo JEM-1011,
Tokyo, Japao), operando a 60 kV; o microscépio estava também equipado com uma
camera digital da marca Gatan Microscopy Suite (modelo Digital Inc., Houston TX,
EUA) com uma resolucdo de 11 MegaPixels e uma gama dinamica de 14 bits
(tamanho de pixel de 9 ym) para aquisicao digital de imagens. O equipamento
pertence a Universidade de S&o Paulo - Escola Superior de Agricultura "Luiz de

Queiroz”, que fica localizada em Piracicaba — SP.

4.2 Procedimentos experimentais

4.2.1 Curva de crescimento da bactéria Salmonella enterica

Para realizacdo da curva de crescimento da bactéria hospedeira, preparou-se
um in6culo de 125 mL em meio TSB das cepas bacterianas de Salmonella enterica.
Para padronizacdo da suspensdo bacteriana, as leituras de densidade oOtica em
espectrofotometro (Agilent Technologies, modelo Cary 60 UV-Vis) foram realizadas

utilizando cubetas descartaveis no comprimento de onda de 610 nm.

As primeiras leituras foram realizadas a cada 30 min durante as primeiras 5 h,
periodo de tempo apods o qual as amostras foram coletadas para leitura a cada 60 min
até completar um periodo de 12 h. Os resultados de densidade 6tica (ODsoonm) foram
convertidos em concentracdo de biomassa em Unidades Formadoras de Colbnias por

mililitro (UFC/mL), utilizando a relacdo empirica: ODs1onm = 1.0 [biomassa] = 1x10°
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UFC/mL. Durante todo o periodo do ensaio, a suspensdo bacteriana foi mantida
incubada a 37 °C.

4.2.2 Isolamento, amplificacdo e determinacao do titulo fagico de suspensdes

de particulas bacteriofagicas estritamente liticas para Salmonella enterica

Para o isolamento de bacteriéfagos estritamente liticos para cepas de
Salmonella entérica, coletaram-se amostras de aguas residuais da industria de
alimentos “AB Brasil - Industria e Comércio de Alimentos Ltda”, na cidade de
Sorocaba/SP (Brasil).

4.2.2.1 Enriquecimento de bacteriéfagos a partir da fonte ambiental coletada

Inoculou-se a bactéria Salmonella enterica em meio de cultura TSB e incubou-
se a 37 °C durante 7 h, até inicio do crescimento exponencial, de acordo com 0s
resultados obtidos na producédo da curva de crescimento da bactéria (segdo 4.2.1).
Em seguida, retiraram-se 50 uL deste indculo e adicionaram-se a 50 mL de meio TSB
2x num frasco Erlenmeyer estéril de 250 mL de capacidade. Na sequéncia, adicionou-

se, com auxilio de uma proveta, 50 mL da amostra liquida da fonte ambiental coletada.

A suspensao contendo o indculo bacteriano e a amostra da fonte coletada foi
incubada durante a noite a 37 °C. Ap6s esse periodo de tempo, retiraram-se 15 mL
da suspensdo em enriguecimento e centrifugou-se a 2500 rpm durante 20 min em
tubos Falcon de 15 mL. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado com auxilio de
uma seringa de 5 mL, e filtrado através de filtro descartavel da marca Millipore® com
tamanho de poro de 0,45 um e, posteriormente, através de filtro com tamanho de poro

de 0.22 um, para microtubos Eppendorf® estéreis de 2 mL de capacidade.

4.2.2.2 Preparacgéo de tapete bacteriano de Salmonella enterica pela técnica de
plaqueamento em agar de dupla camada

Foi adicionada uma aliquota de 100 pL de suspensao bacteriana de Salmonella
enterica (ODesoonm = 1.0) a 5 mL de meio MTA-TSB mantido previamente a 47 °C, em
tubo de ensaio de 15 mL de capacidade. A suspensao resultante foi suavemente
homogeneizada por agitacdo orbital e imediatamente vertida em placas de Petri
contendo meio TSA sdlido, as quais foram de seguida incubadas a 37 °C por 12h.
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4.2.2.3 Verificacdo da presenca de bacteriéfagos por spot-test das amostras

enriguecidas

Para a verificacdo da presenca de bacteriofagos, realizou-se o teste da gota
(spot-test) pela técnica de plaqueamento em agar de dupla camada. Com uma
micropipeta semi-automatica introduziu-se um volume de 10 pL da suspenséo de
enriqguecimento em placa de Petri preparada com uma camada de tapete bacteriano
formado previamente (secéo 4.2.2.2). Na sequéncia, as placas foram incubadas por
12h em estufa a 37 °C. A formacao de halo de inibicdo de crescimento bacteriano foi
indicativa da presenca de bacteriéfagos liticos para Salmonella enterica existentes na

amostra ambiental coletada.

4.2.2.4 Isolamento de bacteriéfagos

Utilizaram-se tiras de papel de filtro de 1 cm de largura, estéreis. Uma fita foi
umedecida na solucdo fagica filtrada armazenada no microtubo. Foi utilizada uma
placa com um tapete da bactéria S. enterica previamente formado pela técnica de
dupla camada em agar e a fita umedecida foi deslizada sobre o tapete esgotando todo
o conteudo em uma fileira. Novamente, outra fita foi utilizada para cada fileira abaixo,
mas sem ser umedecida apenas arrastando-se metade da camada de cima para
baixo. Em seguida, a placa foi incubada a 37 °C durante a noite. Apos o periodo de
incubacao, observou-se a presenca de placas bacteriofagicas diferentes, isoladas, em

relacdo a diferentes tamanhos de halos de inibicéo.

Dessa forma, foi escolhida e selecionada uma Unica placa bacteriofagica
isolada, sendo esta perfurada com o auxilio de um palito de madeira estéril. Esse
palito foi depois usado para perfurar varias vezes, em pontos diferentes, um novo
tapete bacteriano de S. enterica numa nova placa de Petri, formando uma linha. Este

procedimento foi repetido para outras placas fagicas isoladas com tamanho diferente.

Utilizando outra fita de papel estéril, esta foi passada nos pontos perfurados e
em camadas com o intuito de diluir e espalhar as novas placas bacteriofagicas. Essa
placa foi incubada a 37 °C durante a noite. Este procedimento foi repetido varias vezes

até que as placas fagicas apresentassem a mesma morfologia e tamanho.
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4.2.2.5 Amplificacédo dos bacteri6fagos isolados

Com um palito, perfurou-se uma placa fagica isolada no tapete bacteriano numa
das placas de Petri do procedimento anterior (secéo 4.2.2.4). Em seguida, perfurou-
se o tapete bacteriano em outras dez placas de Petri com esse mesmo palito. Uma
fita de papel foi passada por cada placa de Petri, cobrindo toda a superficie do tapete
bacteriano. As placas foram incubadas a 37 °C durante a noite. Apés o periodo de
incubacédo, com o auxilio de uma pipeta, adicionaram-se 5 mL de tampao fagico a

cada placa de Petri.

As placas de Petri foram entdo seladas com Parafim™ e armazenadas a 4 °C
para que o tampao fagico extraisse os fagos do meio. Com a ajuda de uma
micropipeta de 5 mL, removeu-se 0 sobrenadante e as placas de Petri foram
descartadas. Adicionou-se 10% do volume final do sobrenadante de cloroformio, em
tubos Falcon de 50 mL. A nova mistura foi centrifugada a 2500 rpm durante 20 min

para separar bactérias e debris celulares.

O sobrenadante formado foi recolhido com auxilio de uma micropipeta de 5 mL
e filtrado em Stericup® com membrana polietersulfénica (PES) de 0,22 ym de
tamanho de poro, para novos tubos Falcon de 50 mL. A suspenséo fagica assim obtida
foi armazenada a 4 °C.

4.2.2.6 Precipitacao dos fagos com Polietilenoglicol (PEG)

As suspensdes de fagos (10'° UFP/mL) foram adicionadas com uma mistura
esterilizada de polietileno glicol (PEG) 8000 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) (10%,
m/m) e NaCl (1 M) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA), numa proporc¢ao volumétrica
de 2:1, respetivamente. As suspensodes resultantes foram incubadas durante a noite
a 4 °C e depois centrifugadas a 11000 rpm (4 °C, 45 min). O sobrenadante foi
descartado e o pellet resuspendido e homogeneizado em MgSO4 5 mM (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, EUA).
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4.2.2.7 Determinacdo do titulo fagico pela técnica de plaqueamento em agar de
dupla camada

Da suspensao fagica obtida (secéo 4.2.2.5) prepararam-se diluicdes seriadas
(1x10! — 1x1019 em tubos Eppendorf®. Retiraram-se 50 pyL da suspenséo estoque
de fagos (secgéo 4.2.2.5) e transferiram-se para um tubo Eppendorf® contendo 450 pL
de tampéo fagico. Repetiu-se este procedimento em série até se obter uma diluicdo
de 1x101°,

Seguidamente, 5 pL de cada diluicdo foram pipetados em gota para placas de
Petri com tapete bacteriano, demarcadas anteriormente com divisbes para cada
diluicdo, conforme ilustrado na Figura 4, e deixou-se secar, tendo as placas de Petri
sido incubadas em estufa a 37 °C durante a noite. Apds o periodo de incubacao, as
placas de Petri foram inspecionadas visualmente e, naquelas que apresentavam
placas fagicas (UFP, unidades formadoras de placas), procedeu-se a contagem das
mesmas, considerando apenas numeros de UFP entre 20 e 200.

Figura 4. Esquema de marcac¢éo nas placas de Petri para aplicacdo das diluic6es da suspenséo

concentrada de fagos.

/-4 /-9

L J

Legenda: -1 = [1x10-Y]; -2 = [1x10-?]; -3 = [1x10-%]; -4 = [1x10-4]; -5 = [1x10-5]; -6 = [1x10-8]; -7 =
[1x10-7]; -8 = [1x10-8]; -9 = [1x10-9]; -10 = [1x10-19].

Fonte: Elaboragéo propria.
O titulo fagico da suspensédo estoque concentrada de fagos foi calculado

utilizando a Equacéo (1), onde UFP representa o numero de unidades formadoras de

placas e V é o volume de indculo da suspenséo concentrada de fagos (mL).

Titulo fagico (UFP/mL) = n? de placas fagicas x (diluligéo) X ( ! ) Q)

Vinsculo de fago (ML)
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4.2.2.8 Nomenclatura desenvolvida para os bacteriéfagos isolados

De acordo com a nomenclatura desenvolvida no PhagelLab para atribuicdo de
nomes as particulas fagicas isoladas, os fagos isolados passam a tomar a designacao
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 a partir deste ponto.

Na nomenclatura desenvolvida para os novos fagos isolados, seguiram-se as

regras definidas no laboratério PhagelLab:
e PhL - Phagelab;
e SE-CFR - Salmonella enterica proveniente da CEFAR
e ph -fago;

e 00ij representa a combinacdo tamanho de placa fagica x fonte ambiental
de isolamento, onde i=1 € o maior tamanho da placa fagica, i=2 é o tamanho
médio da placa fagica, i=3 € o tamanho intermediario da placa fagica e i=4
€ 0 menor tamanho da placa fagica; j=6 representa a fonte 4gua de esgoto

de indUstria de alimentos.

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das particulas bacteriofagicas isoladas

4.2.3.1 Analise espectrofotométrica por varredura espectral na regido UV-Vis

Foi realizada uma varredura espectral UV-Vis das suspensdes concentradas
de fagos (200 pL de suspensédo concentrada de fago diluida com 2800 pL de tampé&o
fagico SM) com o objetivo de determinar o comprimento de onda que produz a maxima
absorvancia das particulas fagicas. Com o intuito de determinar o coeficiente de
extincdo molar dos fagos isolados, seguiu-se o procedimento descrito por Silva et al.,
(2021) e Rios et al. (2018).

Partindo do titulo fagico calculado com base nos procedimentos
microbiolégicos descritos anteriormente na secao 4.2.2.6, foram preparadas cinco
diluicbes da suspensédo fagica em tampdo SM (até um volume total de 2000 pL)
usando diferentes volumes de suspensao concentrada de fago. A absorvancia das
vérias diluices resultantes foi determinada a 255 nm (comprimento de onda que

produziu a maxima absorbancia das particulas fagicas) e a 320 nm (comprimento de
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onda onde existe pouca absorc¢ao de luz pelos cromoéforos dos fagos), usando cubetas
de quartzo.

4.2.3.2 Analise do perfil de proteinas estruturais das particulas fagicas isoladas
por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sdédio
(SDS-PAGE)

A distribuicdo de pesos moleculares das proteinas estruturais dos fagos
isolados PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 foi
investigada por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio
(SDS-PAGE), usando um sistema Mini- PROTEAN® Tetra Cell 4-gel para eletroforese
vertical da Bio-Rad (Califérnia CA, EUA), integrado com uma unidade de fornecimento
de energia PowerPac™ HC (Bio-Rad, California CA, EUA) e um bloco de aguecimento

digital também da Bio-Rad.

Para determinar o perfil de proteinas estruturais das particulas fagicas e a sua
distribuicdo de pesos moleculares, 500 pL da suspenséao concentrada (purificada) de
fago contendo titulos fagicos superiores a 1x10%° UFP foram adicionados a um volume
(500 pL) de tampao de disrupgcdo (1.51% (m/v) Tris-Base, 0,5% (viv) B-
mercaptoetanol, 4% (m/v) dodecilsulfato de sédio, 10% (v/v) glicerol, e 0,012% (m/v)
azul de bromofenol) num tubo Eppendorf® (com a sua tampa previamente perfurada

por uma agulha aquecida) e aquecido a 100 °C durante 10 min.

Em seguida, realizou-se a analise eletroforética do sobrenadante da amostra
(20 pL) e de marcadores de peso molecular (5 pL de Pre-stained Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards da Bio-Rad, com padrBes de proteinas com pesos
moleculares entre 10 kDa e 250 kDa), com os géis (gel de concentracdo com 5%
acrilamida-bisacrilamida / gel de separacdo com 12% acrilamida-bisacrilamida)
corridos a uma voltagem de 200 V, 20 mA por gel, 20 W, durante 60 min, apds o que
os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 e fotografados em alta

resolucao para analise posterior.
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4.2.3.3 Analise das caracteristicas morfolégicas dos fagos isolados por
Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A preparacao das grades de carbono para as analises de MET foi realizada
utilizando amostras concentradas das suspensdes de fagos para uma melhor
observacéo das estruturas. Para a coloragéo negativa as amostras foram preparadas
em grades de cobre de 3 nm de diametro (Ultrathin Formvar/Carbon on a 200 mesh

copper grid, Electron Microscopy Sciences, Hatfield PA, EUA).

As grades de cobre (naturalmente hidrofébicas) foram aplicadas com 10 pL das
amostras por 20 min. ApGs secagem, as grades foram lavadas trés vezes com 10 pL
de agua ultrapura e deixadas suspensas em solucao de acetato de uranila a 1% (m/m)
durante 10 min. Posteriormente, o excesso de solucéo foi removido das grades com

a ajuda de papel de filtro convencional, e deixou-se secar durante 5 min.

As amostras foram entdo analisadas por microscopia eletronica de transmissao
num microscopio eletrbnico de transmissdo (MET) da marca JEOL (modelo JEM-
1011, Tokyo, Japao), operando a 60 kV. Imagens digitais das particulas fagicas foram
obtidas com uma camera digital da marca Gatan Microscopy Suite (modelo Digital
Inc., Houston TX, EUA) com uma resolucdo de 11 MegaPixels e uma gama dinamica
de 14 bits (tamanho de pixel de 9 ym). As analises de MET foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia da Universidade de Sao Paulo, campus ESALQ-

Piracicaba, do Departamento de Fitopatologia e Nematologia.

4.2.4 Caracterizacao biolégica das particulas bacteriofagicas isoladas

Para avaliacdo do potencial infeccioso das particulas fagicas isoladas, foram
realizados ensaios de caracterizacdo biologica tais como avaliagdo da sua gama de
hospedeiros, determinacdo da eficiéncia de plagueamento (EOP) em cepas
susceptiveis, determinacdo dos parametros de crescimento (periodo de eclipse, o
periodo latente, o periodo de acumulagéo intracelular e o tamanho de explosao)
através da obtencédo das curvas de um so6 ciclo de crescimento sincrono (OSGC),
determinacdo da taxa de adsor¢cdo das particulas féagicas isoladas nas células
bacterianas hospedeiras através da obtencéo das suas curvas de adsor¢ao, e ensaios

de inativacdo bacteriana in vitro a dois valores de multiplicidade de infeccéo (MOI).
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4.2.4.1 Determinagdo da gama de hospedeiros dos fagos isolados: ensaios de
spot test e eficiéncia de plagueamento (EOP)

Para determinacdo da gama de  hospedeiros dos  fagos
PhL_UNISO_SE_ph0036 e PhL_UNISO_SE ph0046 foram utilizadas outras estirpes
de diferentes cole¢cbes bacterianas. Foram preparados tapetes bacterianos de cada
estirpe através da técnica de plaqueamento em agar de dupla camada. Para este fim,
100 pL de cada suspensao bacteriana individual em fase de crescimento exponencial
(ODsoonm = 0.5) foram adicionados a 5 mL de meio MTA-TSB (mantido a 47 °C).

As suspensdes resultantes foram vertidas em placas de Petri contendo meio
TSA sélido e, apoés solidificagdo da camada de top-agar, pipetaram-se 10 yL em gota
de cada diluicdo decimal previamente preparada dos fagos isolados para cada placa
de Petri inoculada com as cepas de colecdo e também para uma placa de Petri

inoculada com a bactéria hospedeira natural Salmonella enterica.

As placas de Petri foram incubadas de um dia para o outro a 37 °C e, ap06s 0
periodo de incubacédo, cada placa foi observada quanto a presenca de quaisquer
zonas claras de lise bacteriana. Para além da cepa hospedeira, Salmonella enterica
CCCD-S004, as outras cepas que foram utilizadas para a determinacdo da gama de
hospedeiros foram: Escherichia coli CCD-E003, Pseudomonas aeruginosa CCCD-
P004, Proteus mirabilis CCCD-P001, Enterococcus faecalis CCCD-E002, Bacillus
subtilis CCCD-B010, Staphylococcus epidermidis CCCD-S010, Staphylococcus
aureus CCCD-S009, Klebsiella pneumoniae CCCDKO0O0O1 e Acinetobacter baumannii
ATCC 19606. As bactérias testadas foram diferenciadas de acordo com a translucidez
da zona no local de aplicacdo da gota de suspenséo fagica como (+) (zona de lise

translicida) ou (-) (zona sem lise).

A eficiéncia do plagueamento (EOP) foi determinada para aquelas cepas
bacterianas onde existiu ocorréncia de zona clara de lise no local de aplicacdo do
indculo de fago, através da técnica de plagueamento em agar de dupla camada. Para
cada hospedeiro bacteriano, a EOP foi calculada (PINHEIRO et al.,, 2019) por
comparacdo com a eficiéncia para S. enterica (hospedeiro de isolamento,
EOP=100%), através da utilizacdo da Equacao (2).

EOP = Média de UFP na bactéria alvo % 100 (2)

Média de UFP na bactéria hospedeira
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O valor da EOP obtido com a cepa hospedeira foi considerado como EOP =
100%. Os valores apresentados para a EOP sdo a média de trés ensaios

independentes.

4.2.4.2 Curva de um so ciclo de crescimento sincrono (OSGC)

Para obtencéo da curva OSGC foi preparado um inoculo de S. enterica em 25
mL de meio TSB num Erlenmeyer de 100 mL e incubado durante 7 h para atingir a

fase exponencial de crescimento da bactéria (ODsoonm = 0.5).

Em seguida, 10 mL da suspensao bacteriana foram centrifugados a 2500 rpm
durante 20 min num tubo Falcon de 15mL esterilizado. O sobrenadante foi entdo
descartado e o pellet resultante resuspendido em 5 mL de meio TSB fresco
esterilizado. A partir da suspenséo concentrada de fagos com titulo fagico conhecido,
foram preparadas diluicdes a fim de obter uma concentracdo de 8x10° UFP/mL em
5mL de tampédo SM. Foi considerada uma MOI < 0.001 (numero de particulas fagicas

/ nUmero de células bacterianas).

A solucdo fagica preparada foi adicionada ao tubo Falcon de 15 mL contendo
a suspensao bacteriana, e este incubado a 37 °C durante 5 min. Posteriormente, o
tubo Falcon foi centrifugado novamente a 2500 rpm durante 20 min. O sobrenadante
foi descartado e 10 mL de meio TSB fresco foram adicionados ao pellet.

A partir desse momento (t = 0), foi retirado um volume de 50 pL e realizadas
diluicdes em série com 450 pL de tampado SM até a quinta diluicdo. Posteriormente, a
suspensao foi incubada a 37 °C e, a cada 5 min durante 30 min, foi retirada uma

aliquota de 50 pL e efetuadas diluicBes até a quinta diluicdo.

Este procedimento foi espacado apds os primeiros 30 min, repetindo 0s passos
anteriores a cada 10 min durante 150 min. De cada diluicdo foram inoculadas trés
gotas de 5 puL em placa de Petri, usando o esquema ilustrado na Figura 4, contendo
um tapete bacteriano preparado com 100 pyL de suspensao bacteriana em 5 mL de
TSA-TSB sobre meio TSA solido. As placas de Petri foram incubadas a 37 °C durante

a noite para a contagem posterior das placas fagicas de lise.

Os resultados obtidos foram entdo analisados para determinar o periodo de
eclipse, o periodo latente, o periodo de acumulagéo intracelular e o tamanho de

explosédo (burst size) de cada fago na sua bactéria hospedeira. Os dados da curva de
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um so6 ciclo de crescimento sincrono (OSGC) produzida foram melhor descritos por
ajuste ndo-linear dos dados a uma curva sigmoidal tipica (ou modelo de regresséo

logistica de 4-parametros, 4-PL) (Equacéo (3))

Log (UFP/mL) = m, + 22 (3)

()

onde mi é arespostaat=0, m2 € arespostaat=«, Aéopontode inflexdo da curva,
B é o declive de Hill da curva (declive que define a inclinacdo da curva), e t é o tempo
(min). O ajuste ndo-linear dos dados de crescimento dos bacteriéfagos ao modelo na

Equacéo (3) foi realizado utilizando o software Microsoft Excel.

4.2.4.3 Curva de adsorcao

Foi preparada uma suspenséao bacteriana de Salmonella enterica em 25 mL de
meio TSB e incubada a 37 °C até ao crescimento exponencial de 7 h (ODsoonm = 0,5),
para as células serem infectadas e se obter uma MOI de 0.001, garantindo que cada

célula bacteriana fosse infectada por uma particula de fago.

Assim, foi preparada uma solucéo de fago de 8x10° UFP/mL e adicionada a 2
mL da suspenséo bacteriana num tubo Falcon de 15mL. A suspensao resultante foi
homogeneizada suavemente com uma micropipeta. Apos 30 s, foi recolhida uma
aliquota de 50 pL da amostra (t = 0) e foram realizadas diluicdes em série até 10.
Depois, a mistura foi incubada e, a intervalos de 5 min até se completarem 30 min, e
depois a intervalos de 10 min até se completarem 150 min, recolheram-se aliquotas
de 50 pL que foram imediatamente misturadas com 425 pL de meio TSB
complementado com 25 uL de cloroférmio para inativar as células bacterianas das

diluicGes 10. Nas diluicdes seguintes, de 102 a 105, o cloroférmio néo foi adicionado.

Foram adicionadas trés gotas de 5 pL de cada diluicdo em placas de Petri que
ja continham tapete bacteriano preparado com 100 pL de suspenséo bacteriana em
5mL de MTA-TSB usando o esquema de aplicacdo indicado na Figura 4. As placas
de Petri foram incubadas invertidas a 37 °C durante a noite, para a contagem posterior

das placas fagicas.

A adsorcédo de virions as células hospedeiras foi expressa como a diminui¢ao

(%) do titulo de fagos no sobrenadante em relacdo at= 0. A taxa de adsorc¢ao do fago
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ao hospedeiro foi estimada por ajuste nao-linear do modelo na Equacéo (4) (SANTOS
et al., 2014; SHAO; WANG, 2008) ao conjunto de dados experimentais.

n () = =8 () (" = 1) @)

onde P: e Po sdo as concentragbes de fago nos tempos t e 0, respectivamente, &
representa a taxa de adsorcdo a ser estimada, Xo representa a concentragao de
células bacterianas susceptiveis (ndo-infectadas) no tempo 0, u(t) representa a taxa
de multiplicacéo da bactéria e t representa o tempo de infeccdo. O ajuste ndo-linear
dos dados de adsorcao do bacteri6fago ao modelo na Equacéo (4) foi realizado

utilizando o software Microsoft Excel.
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4.2.4.4 Ensaios de terapia fagica in vitro (curvas de inativacdo bacteriana)

Foram utilizados valores de MOI 1 e 1000. Para obter uma MOI de 1, foram
incubados uma cultura bacteriana em fase exponencial (concentragédo final de 1x10°
UFC/mL) e suspensdo de fago (concentracéo final de 1x10° UFP/mL) em 10 mL de
meio TSB e incubados a 37 °C sem agitacao, esse tratamento foi designado como
BF1 (bactéria mais fago em MOI 1).

Para a MOI 1000, uma cultura em fase exponencial da bactéria (concentracéo
final de 1x10° UFC/mL) e suspenséo de fago (concentracdo final de 1x108 UFP/mL)
foram inoculadas em tubo de ensaio esterilizado contendo 10 mL de meio TSB e
incubado a 37 °C sem agitacéo (BF1000).

Para cada ensaio, foram preparadas também duas amostras de controle: um
controle de bactéria (CB) e um controle de fago (CF). Os controles de bactéria foram
inoculados apenas com Salmonella enterica e os controles de fago foram inoculados
apenas com fago. Os controles (CB e CF) e os tratamentos (BF1) e (BF1000) foram

incubados exatamente nas mesmas condi¢des.

Foram retiradas aliquotas de 50 pL dos tratamentos e controles nos tempos 0
(imediatamente apds o inicio do ensaio) e apos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h de incubacao,
diluidas em série em 450 uL de tampéo PBS em tubos Eppendorf®, até oito diluicées

decimais consecutivas.

Em todos os ensaios, a atividade fagica foi determinada em triplicata pelo
método de plagueamento de gota (10 pL) em agar de dupla camada contendo tapete

bacteriano de Salmonella enterica (cultura em fase exponencial, ODesoonm = 0.5).

A concentracdo de bactéria foi determinada em triplicata em meio sélido TSA
pelo método de plagueamento por gota (10 yL) apdés um periodo de incubacéo de 12

h a 37 °C. Foram realizados trés ensaios independentes para cada tratamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo a producdo de um coquetel
fagico com potencial de aplicacdo na industria alimenticia, a partir do seu isolamento
e caracterizacdo fisicoquimica e biologica. Neste sentido, avaliou-se em diversas
etapas as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas das particulas fagicas isoladas,

como esquematizado na Figura 5.

Figura 5. Diagrama de sequéncias das varias etapas envolvidas no trabalho de pesquisa realizado.

ISOLAMENTO, CARACTERIZAGAO E AVALIAGAO IN VITRO DE BACTERIOFAGOS
LITICOS PARA O BIOCONTROLE DE SALMONELLA ENTERICA

A partir de aguas residuais

Isclamento de particulas bacteriofagicas

e
/

Y ‘Anélise da curva de crescimento da bactéria

o ,‘ Enriquecimento da amostra

T '_i"""""""-'—+Verificagéo da presenca de bacteriofagos

Purificagdo da suspensdo fagica

| Amplificagdao do numero de particulas

Caracterizacéo
Biolégica"' '-Fisico-quimica
Avaliagao da gama de hospedeiros e EOP UV-Vis
Curva OSGC ‘ Coeficiente de extingéo molar
Curva de adsorgéo| Eletroforese SDS-PAGE |
Curva de inativagdo da bactéria hospedeira | Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Fonte: Elaboragédo propria.



49

5.1 Curva de crescimento da bactéria Salmonella enterica

A curva de crescimento da bactéria S. enterica permitiu estabelecer os periodos
de crescimento da bactéria. A fase exponencial de crescimento da bactéria é o periodo
que favorece a propagacdo das particulas fagicas por infeccdo das células
bacterianas hospedeiras, uma vez que as mesmas estdo se multiplicando, logo

ocorrendo, naturalmente, a replicagdo e amplificacdo das particulas fagicas.

A Figura 6 apresenta os resultados da curva de crescimento da bactéria S.
enterica, podendo observar-se que, apos 3 h de crescimento a bactéria passou pelo
periodo de laténcia e a concentracdo de biomassa aumentou exponencialmente. Apés
7 h de crescimento € possivel observar uma forte ascendéncia da curva indicando

entdo a fase exponencial do crescimento.

Figura 6. Curva de crescimento da bactéria Salmonella enterica.
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Fonte: Elaboragédo propria.

O ajuste nao-linear do modelo sigmoidal 4-PL (Equacdo (3)) aos dados
experimentais permitiu estimar como AbSmax, 610nm @ t = « 0 valor de 1,213, e um

periodo de adaptacao (lag) de 195,4 min.

Apos 12h de crescimento, a bactéria entrou na fase estacionaria de

crescimento. Estes resultados foram muito importantes para os trabalhos de pesquisa,
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uma vez que é necessario conhecer o comportamento da bactéria e, especialmente,
o periodo de tempo que demora a atingir a fase exponencial, pois € nessa fase do
crescimento bacteriano que o fago melhor infecta e se propaga na célula bacteriana

hospedeira.

5.2 Isolamento, amplificacdo e determinacédo do titulo fagico de suspensdes de
particulas bacteriofdgicas estritamente liticas para Salmonella enterica

O isolamento de particulas fagicas €, frequentemente, apresentado como a
etapa inicial na terapia fagica, onde se misturam uma amostra (neste caso, agua do
esgoto de uma induastria de alimentos) com uma cultura de células bacterianas
hospedeiras, seguido da remocao de detritos bacterianos através de centrifugacéo e
filtracdo (HYMAN, 2019).

A etapa de enriguecimento possui a finalidade de aumentar o niumero de

particulas fagicas na amostra, uma vez que para 0 estudo é necessaria uma

concentracéo elevada destas particulas.

A Figura 7 apresenta os resultados obtidos no spot test apds enriquecimento
da amostra de efluente da industria de alimentos, onde é possivel observar zonas

claras de lise.

O método utilizado aumentou a probabilidade de detectar e isolar fagos
presentes na amostra. As zonas de lise fagica mostraram que a amostra de agua de
efluente da industria de alimentos testada foi positiva para particulas fagicas liticas
para o hospedeiro do grupo S. enterica escolhido, comprovando assim que as aguas
residuais ou de esgoto sao fontes interessantes para terapia fagica (HARADA et al.,
2018).
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Figura 7. Resultado obtido no ensaio de spot test da amostra ambiental enriquecida, para verificacdo

da presenca de fagos.

Fonte: Elaboragédo propria.

Considerando a confirmacao da presenca de particulas fagicas liticas para S.
enterica na amostra de efluente industrial testada (Figura 7), seguiu-se para 0

isolamento de particulas fagicas presentes na amostra.

Através das caracteristicas morfolégicas das placas fagicas observadas no
isolado, tais como tamanho, presenca de halo secundario, coloracdo limpida e

translicida ou turva, foi possivel o isolamento de tipos diferentes de particulas fagicas.

7z

Um método de caracterizacdo inicial € a observacdo de caracteristicas
morfolégicas das placas fagicas (STRANGE et al., 2021). Na Figura 8 pode observar-
se a presenca de placas fagicas com caracteristicas morfoldgicas diferentes,
indicando assim a presenca de diferentes tipos de particulas liticas para a bactéria S.
entérica. Os fagos foram nomeados como PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046.
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Figura 8. Isolamento e selecéo de fagos de acordo com a morfologia das placas fagicas.

PhL_UNISO_SE_ph0036 PhL_UNISO_SE_ph0046

Fonte: Elaboracao propria.

Apbs o isolamento das particulas fagicas foi iniciada a etapa de amplificacéo e
purificacdo. Sendo os fagos parasitas intracelulares obrigatérios, a amplificacdo das
particulas fagicas ocorre no interior das células hospedeiras especificas. Portanto,
existe a producdo ndo s6 de particulas fagicas como também de debris celulares
resultantes da lise das células bacterianas hospedeiras, metabdlitos secundarios
bacterianos e compostos ndo desejaveis durante o processo litico de amplificacdo dos
fagos, porisso a etapa de purificacdo das particulas fagicas é de extrema importancia
(LIU et al., 2017).

A recuperacao das particulas fagicas pode ser realizada através da inducao de
lise de eventuais células hospedeiras nao-infectadas, recorrendo-se ao uso de
solventes organicos como o cloroférmio para onde os debris celulares e outros

contaminantes particionam.

O processo de purificacdo dos fagos isolados neste trabalho de pesquisa
consistiu numa filtracéo esterilizante do sobrenadante ap6s adicdo de cloroférmio ao
tampao SM utilizado para extracado das particulas fagicas na fase final do processo de
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amplificagdo, utilizando um sistema filtrante SteriCup™ com membrana
poliétersulfénica de 0,20 um de tamanho de poro. Este € um processo considerado de
simples realizacdo, contudo, ndo impede que endotoxinas bacterianas possam

permanecer presentes na suspensao microfiltrada.

5.3 Caracterizacéao fisico-quimica das particulas fagicas isoladas

A caracterizacao fisico-quimica das particulas fagicas isoladas foi realizada
através de varreduras espectrais na zona UV-Vis com o objetivo de determinar o seu
coeficiente de extincdo molar, analises do perfil de proteinas estruturais e sua
distribuicdo de tamanhos moleculares por eletroforese SDS-PAGE, e analise por
microscopia eletrdnica de transmissdo com o objetivo de observar as caracteristicas

morfologicas estruturais das particulas fagicas.

5.3.1 Anédlise espectrofotométrica por varredura espectral na regido UV-Vis

Os resultados obtidos a partir das varreduras espectrais na regiao UV-Vis
realizadas as suspensdes concentradas de fagos, estéo exibidos na Figura 9. Todas
as leituras espectrofotométricas foram realizadas num espectrofotometro UV-Vis da
marca Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA).

Figura 9. Varredura espectral na regido UV-Vis das suspensfes concentradas de particulas fagicas.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Por inspecdo dos resultados exibidos na Figura 9, € possivel observar um
maximo de absor¢do em torno de 255 nm e um minimo de absorgdo em torno de 245
nm. Quando este minimo estd ausente do espectro, muito provavelmente estao
presentes contaminantes na suspensao provenientes das células bacterianas lisadas
(debris celulares e proteinas citoplasméticas liberadas por lise celular bacteriana), o
gue normalmente ocorre quando estas contém poucos virides. Ainda que nao muito

pronunciado, este néo foi o caso.

Foi obtida uma concentracdo média de particulas fagicas nas suspensodes
concentradas de fagos de 1.9x10%° virions/mL e 6.6x10%! virions/mL para os fagos
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046, respectivamente.
Os dados utilizados para preparar a curva de calibracdo relacionando a concentracao
de particulas fagicas com a sua absorvancia corrigida, tiveram como objetivo
determinar os coeficientes de extincdo molar das particulas inteiras dos fagos
isolados. Pode observar-se na Tabela 1 os valores utilizados para a determinacao dos
coeficientes de extincdo molar dos fagos isolados, enquanto que a curva de calibracao

produzida esta exibida na Figura 10.

Tabela 1. Dados utilizados para preparar relacdes lineares com o objetivo de determinar os

coeficientes de extingdo molar das particulas (inteiras) dos fagos ph0036 e ph0046.

Suspensao Volume Fago N° de Concentragdo  Abszssnm  AbSz20nm Abs255nm-
fagica fina da UFP's na de particulas Abs320nm
concentrada diluicdo SFC fagicas
(SFC, pL) (uL) (UFP/mL)
10 2000 ph0036  4,600x10%° 2.000x10%° 0.4663 0.1198 0.3465
ph0046  5.000x10%° 2.500x10%° 0.4681 0.0426 0.4255
25 2000 ph0036  1.150x10% 5.750x10%° 0.7125 0.2269 0.4856
ph0046  1.250x10%° 6.200x10%° 0.7158 0.0631 0.6527
50 2000 ph0036  2.300x10%° 1.150x101° 0.9987 0.3585 0.6402
ph0046  2.500x10%° 1.250x101° 0.9413 0.0958 0.8455
100 2000 ph0036  4.600x10%° 2.300x10%° 1.6381 0.6384 0.9997
ph0046  5.000x10%° 2.500x10%° 1.4554 0.1060 1.3494
150 2000 ph0036  6.900x10%° 3.450x10%° 2.4960 1.0145 1.4815
ph0046  7.500x10%° 3.750x10%° 2.1517 0.3291 1.8226
200 2000 ph0036  9.200x10%° 4.600x10%° 2.4960 1.4827 1.9789
ph0046  1.000x10%! 5.000x10%° 2.6024 0.5396 2.0628

Fonte: Elaboragédo propria.
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Figura 10. Curvas de calibracao produzidas para a relacdo entre a concentracédo de particulas
fagicas inteiras em suspenséao e a absorcao da suspensédo a 255 nm corrigida para debris celulares e
outras proteinas intracitoplasmaticas ao comprimento de onda de 320 nm, para os fagos isolados
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046, permitindo determinar os seus

coeficientes de extincdo molar.
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Fonte: Elaborag&o propria.

A subtracdo da absorbancia a 320nm, um comprimento de onda onde existe
pouca absorc¢ao de luz pelos cromoéforos dos bacteriéfagos, teve como objetivo corrigir
grosseiramente o espalhamento de luz causado pelas particulas de fago e
contaminantes particulados ndo-bacteriofagicos (RIOS et al., 2018; PINHEIRO et al.,
2019).

5.3.2 Andlise do perfil de proteinas estruturais das particulas fagicas isoladas
por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE)

O tratamento térmico das suspensdes de fagos em presenca de SDS e -
mercaptoetanol afeta as ligacdes dissulfeto da estrutura secundaria e terciaria das
proteinas estruturais dos bacteriéfagos, como pode ser observado na Figura 11, que
exibe os resultados da andlise eletroforética por SDS-PAGE dos sobrenadantes
obtidos apd6s aquecimento a 100 °C de 500 pyL das suspensdes concentradas dos
fagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046.
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O electroforetograma corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 permitiu
produzir uma curva de calibracdo para as proteinas na lane de marcadores de peso
molecular (lane M), resultando na equacéao linear Logio (MW, kDa) = -1.2894 x Rt +
2.2884 (rz2 = 0.9280). As suspensfes bacteriofagicas concentradas e purificadas
exibiram uma variedade de bandas de proteinas (setas inseridas na Figura 11) com
ampla gama de pesos moleculares.

Figura 11. Electroforetograma corado com Coomassie dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SE-
CFR_ph0036 (lane ph0036) e PhL_UNISO_SE-CFR_ph00346 (lane ph0046), e dos marcadores de

peso molecular (lanes M).

M ph0036 M ph0046

e

r!-—

Fonte: Elaboragédo propria.

Como pode ser observado na Figura 11, a analise eletroforética das proteinas
estruturais das particulas fagicas isoladas PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 revelou uma gama extensa de bandas proteicas.
Através dos calculos de mobilidade relativa das respectivas bandas e por aplicacao
da curva de calibracdo resultante da distribuicdo de pesos moleculares das bandas
das proteinas dos marcadores de peso molecular (lane M), obtiveram-se 0s pesos

moleculares para as proteinas estruturais dos dois bacteriéfagos (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo de pesos moleculares das proteinas estruturais dos bacteriéfagos isolados
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046.

Fago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 Fago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046
Rf (Fator de

migracao MW (kDa) Rf MW (kDa)

Relativa)
0,07 157,81 0,07 157,81
0,08 153,20 0,08 153,20
0,21 104,14 0,15 124,45
0,30 79,72 0,20 107,28
0,38 62,87 0,27 87,15
0,40 59,24 0,34 70,80
0,43 54,20 0,37 64,76
0,45 51,07 0,42 55,83
0,52 41,49 0,46 49,58
0,62 30,83 0,52 41,49
0,70 24,31 0,57 35,76
0,75 20,96 0,67 26,58
0,80 18,07 0,92 12,65
0,83 16,53 0,97 10,91
0,87 14,68 0,98 10,59

Fonte: Elaborag&o propria.

Os resultados obtidos permitem claramente concluir que as particulas fagicas
isoladas séo diferentes, uma conclusdo também suportada pelas analises de

microscopia eletrénica de transmissao realizadas nas mesmas patrticulas fagicas.

5.3.3 Analise das caracteristicas morfolégicas dos fagos isolados por

Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A preparacdo das grades de carbono foi realizada com suspensfes
concentradas de bacteridfagos, almejando uma melhor visualizacdo das estruturas
fagicas. A coloracao das particulas fagicas foi realizada com acetato de uranila a 1%
(m/m) o que permitiu uma coloragao negativa e possibilitou a observagdo com um bom
contraste das particulas bacteriofagicas. O processo de coloracdo das particulas
envolve uma secagem suave das amostras ao ar ap0s a aplicacdo do acetato de
uranila a 1% (m/m) sobre a grade de carbono contendo a amostra. Ainda que muito
suave, essa secagem é suficiente para promover uma ligeira deformacdo das

particulas fagicas, e isto pode de fato ser claramente observado nas fotomicrografias
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da Figura 12. N&o obstante este fato, as andlises de MET ap0s a coloracao negativa
das amostras permitiu a observagcédo das particulas fagicas com um bom contraste
(Figura 12).

Figura 12. Fotomicrografias de coloracdo negativa obtidas por microscopia eletrdnica de transmissao

das suspens@es concentradas dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 (a, c) e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 (b, d), a diferentes ampliag@es.

Fonte: Elaboragédo propria.

Uma inspecédo cuidadosa das fotomicrografias exibidas na Figura 12 permite
concluir que ambas as particulas fagicas isoladas tém cauda e, portanto, pertencem
a ordem Caudovirales e muito provavelmente a familia Myoviridae de bacteriéfagos
com dsDNA. E possivel observar nas Figuras 12a e 12b a bainha contraida na

estrutura dos dois fagos, permitindo observar o tubo central através do qual o genoma
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fagico é injetado nas células bacterianas hospedeiras apos o processo de adsor¢do
do fago a receptores especificos a superficie do hospedeiro. Ja nas Figuras 12c e
12d, é possivel observar a bainha distendida com todas as suas estrias e a placa

basal.

5.4 Caracterizacdo biolégica das particulas bacteriofagicas isoladas

Para avaliar o potencial de infeccdo das particulas fagicas isoladas, foi
estudada a sua gama de hospedeiros, com determinacdo da eficiéncia de
plagueamento (EOP) naquelas cepas susceptiveis, obtidas as curvas de um so ciclo
de crescimento sincrono (OSGC) para determinagdo dos parametros de crescimento
dos bacteriéfagos, tais como o periodo de eclipse, o periodo latente, o periodo de
acumulacéo intracelular e o tamanho de exploséo, e foram ainda produzidas as suas

curvas de adsorcao no hospedeiro bacteriano.

Através das curvas de adsor¢cdo ao hospedeiro bacteriano, foi possivel avaliar
e determinar a taxa de ligacdo de cada particula fagica a sua célula bacteriana
hospedeira (Qque € uma combinacdo de difusdo fisica, interacbes bioquimicas de
superficie e alteracbes conformacionais nas proteinas receptoras induzidas por
reacdo). Através das curvas de inativacao bacteriana a valores de multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 1 e 1000, foi estudada a eficacia dos fagos isolados para inativar o

seu hospedeiro, através de ensaios de terapia fagica in vitro.

Por aplicacdo da Equacéo (1), a concentracdo média de particulas fagicas nas
suspensdes produzidas para os fagos PhL _UNISO _SE-CFR_ph0036 e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 foi de 4.6x10%°e 1.9x10*! virions/mL, respectivamente.

5.4.1 Determinacao da gama de hospedeiros

Os espectros liticos dos dois bacteriofagos foram analisados por inspecéo
visual de zonas claras de lise apds plagueamento (spot test com gotas de 10 pL) em
tapetes bacterianos produzidos com cepas bacterianas de colecéo. Os resultados dos
spot test indicaram a especificidade dos bacteriéfagos isolados ao nao infectarem

outras células bacterianas para além das células hospedeiras.
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As particulas fagicas PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-
CFR_ph0046 foram capazes de produzir zonas de lise claras apenas na sua bactéria
hospedeira, Salmonella enterica, como pode ser observado na Figura 13.

Figura 13. Resultados obtidos no spot test dos fagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 (a) e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 (b) na cepa hospedeira de Salmonella enterica.

Fonte: Elaboragédo propria.

Nenhuma das particulas fagicas produziu halos secundarios. Pode considerar-
se, entdo, que ndo sao produtoras de despolimerases bacteriofagicas.
Adicionalmente, ndo promoveram zonas de lise em nenhuma outra cepa testada para
além do seu hospedeiro natural. Os resultados obtidos na avaliagdo da gama de

hospedeiros podem ser encontrados na Figura 13 e na Tabela 3.

5.4.2 Determinacdao da eficiéncia de plaqueamento (EOP)

O numero relativo de placas fagicas que a suspensdo estoque de um
bacteri6fago é capaz de produzir em uma cepa bacteriana que ndo seja seu
hospedeiro natural € chamado de Eficiéncia de Plagueamento (EOP). Este parametro
permite analisar o potencial das particulas bacteriofagicas de infectarem e lisarem

outras bactérias para além das suas células hospedeiras especificas (HYMAN, 2019).
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Os resultados obtidos na determinacao da eficiéncia de plaqueamento dos
bacteriéfagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 nas

cepas bacterianas para as quais o spot test deu resultado positivo podem ser

encontrados na Tabela 3.

Tabela 3. Gama de hospedeiros dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e

PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046, determinada em 9 estirpes bacterianas. Zona de lise clara (+) e zona

sem lise (-). A eficiéncia de plagueamento (EOP) com a cepa hospedeira foi considerada como (EOP

= 100%.

Cepa bacteriana

Salmonella enterica CCCD-S004

Spot test EOP (%)
ph0036  ph0046  ph0036 ph0046
+ + 100.00 100.00

Escherichi coli CCCD-E003
Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004
Proteus mirabilis CCCD-P001
Enterococus faecalis CCCD-E002

Bacillus subtilis CCCD-B010
Staphylococcus epidermis CCCD-S010
Staphylococcus aureus CCCD-S009
Klebsiella pneumoniae CCCD-K001

© o N O 0o B W DN PP

Fonte: Elaboracgéo propria

A gama de hospedeiros é uma propriedade importante para decidir a utilidade

de um determinado fago na terapia fagica. Idealmente, uma particula fagica néo

infecta outras espécies de bactérias, além do seu hospedeiro natural e especifico, até

porque isso implicaria na microbiota natural inativando microrganismos nao-

patogénicos ou até diminuindo a acdo efetiva do fago em relacdo as células

bacterianas especificas. No entanto, a susceptibilidade do hospedeiro pode ser

considerada uma questéo de estarem presentes receptores corretos na superficie das

células bacterianas alvo (HYMAN, 2019).
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5.4.3 Curva de um s6 ciclo de crescimento sincrono (OSGC)

As curvas OSGC das particulas fagicas PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 encontram-se representadas na Figura 14. Utilizaram-
se células bacterianas hospedeiras de Salmonella enterica CCCD-S004 na fase
exponencial de crescimento (ODsoonm = 0.5, correspondendo a =1x10%8 UFC/mL) e
suspensao das particulas fagicas PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-
CFR_ph0046 com o titulo calculado a 8x10° UFP (produzindo assim uma MOI <
0,001).

Figura 14. Curvas de um s6 ciclo de crescimento sincrono (OSGC) dos bacteriéfagos
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 no seu hospedeiro bacteriano
(Salmonella enterica CCCD-S004).

-e- Fago ph0036 e Salmonella enterica CCCD-S004

Log (PFU/mL)

Phage ph0036
burstsize (10A(m2-m1))= 8.3 virions/host cell
Eclipse period= 20 min

34 Latent period= 100 min
Intracellular accumulation period = 80 min
@ Phage ph0036, exp 4-PLmaodel, phage ph0046 Phage ph0036
32 ——Phage ph0036, theo mi= 3.640000 burstsize (10"(m2-m1}) = 18.2 virions/host cell
- Phage ph0046, exp m2= 4.900000 Edlipse period= 50 min

mi=  100.000000 Latentperiod= 130 min
Phage p homs’ th eo mé= 4.000000 |Intracellular accumulation period= 80 min
; ‘ ‘ ; ‘ ; ; :

3.0 ' | I 1 |
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Fonte: Elaboragédo propria.

Nas curvas OSGC, o periodo de eclipse representa o tempo apoés a injecéo do
DNA fagico nas células bacterianas hospedeiras, biossintese e montagem de virides
maduros; o periodo de laténcia representa o tempo apdés a inje¢do do DNA fagico nas
células bacterianas hospedeiras atraves da libertacdo de viribes maduros, com lise
concomitante da célula bacteriana; o numero de virions recém-formados liberados por

célula infectada é o rendimento viral, ou tamanho de exploséo. A diferenca entre os
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periodos de laténcia e eclipse representa a fase de acumulacao intracelular (PEREIRA
et al., 2017).

Para o fago ph0036, estimou-se um periodo de eclipse de 20 min, periodo de
laténcia de 100 min, periodo de acumulacéo intracelular de 80 min e tamanho de
explosdo de 8.3 UFP/célula hospedeira, enquanto que para o fago ph0046 estimou-
se um periodo de eclipse de 50 min, periodo de laténcia de 130 min, periodo de
acumulacéo intracelular de 80 min e tamanho de explosdo de 18,2 UFP/célula
hospedeira, demonstrando tratar-se de fagos replicantes com longos periodos de

laténcia e producéo baixa de progenia virica.

5.4.4 Curva de adsor¢ao

O primeiro passo para a infeccao de uma célula bacteriana susceptivel por uma
particula fagica é a ligacdo/ancoragem do fago a superficie da célula bacteriana
hospedeira (HARADA et al., 2018; HAMDI et al., 2017; RIOS et al., 2016).

O processo de ligacdo do fago ao hospedeiro envolve uma combinacdo de
difusdo fisica, interacbes bioguimicas de superficie e inducdo de mudancas
conformacionais em proteinas receptoras a superficie da célula hospedeira (HARADA
et al. (2018).

Os resultados obtidos para as curvas de adsorcdo dos dois bacteri6fagos
isolados PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 ao seu

hospedeiro bacteriano encontram-se exibidos na Figura 15.
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Figura 15. Curvas de adsorcéo dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-
CFR_ph0046 no seu hospedeiro bacteriano (Salmonella enterica CCCD-S004).
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Fonte: Elaboracgédo propria

A taxa de adsorcdo dos bacteri6fagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 nas células de S. enterica foi estimada por ajuste nao-
linear dos dados experimentais ao modelo representado na Equacéao (4), produzindo
um valor para a taxa de adsorcdo das particulas bacteriofagicas igual a & = 2.780x10
L UFPTUFCtmL? hrt e umataxa de multiplicacdo de bactéria igual a p(t) = 5.00x10"
4 hr! para o bacteriéfago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 (X0=8.00x108 UFC/mL; (rajuste
nao-inear=0.94057)), e um valor para a taxa de adsorcao das particulas bacteriofagicas
igual a 8 = 1.950x10%° UFP-1 UFC* mL* hr! e uma taxa de multiplicacéo de bactéria
igual a p(t) = 5.00x10° hr! para o bacteri6fago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046
(X0=1.00x108 UFC/mL; (rajuste ndo-linear=0.83117)).

Entre 30-40 min do ensaio € possivel observar que, para ambos os fagos
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046, cerca de 50% das
particulas tinham sido adsorvidas pelo hospedeiro e apds 90 minutos de analise

observou-se que mais de 80% das particulas fagicas foram adsorvidas.

O tamanho e/ou fisiologia das células bacterianas exercem uma influéncia
importante no processo de adsorcédo do fago. A curva de adsorcédo de fago comeca

guando novos virides crescem, o que torna dificil calcular a taxa de adsorcéo de fago
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e, além disso, nem todas as bactérias expressam o0s receptores de fago

constitutivamente ou em niveis constantes (WEI et al., 2017).

Quando os virions de fagos recém-formados séo liberados de células
hospedeiras bacterianas que rebentam, interferem na determinacédo da fraccdo nao

adsorvida das particulas fagicas (HAMDI et al., 2017).

Outro fator que afeta as taxas de adsorcéao dos fagos as células bacterianas é
0 movimento de entrada ou saida do meio de adsorcdo onde ha muita luz: movimento
simples (isto €, falta de mistura ou agitacao) ou muito movimento, resulta em taxas de
adsorcao reduzidas (RIOS et al., 2016).

A premissa para determinar a taxa de adsorcao do fago em funcao da taxa de
infeccdo pelo fago € que a adsorcdo de cada particula fagica fornece o valor de um
centro infeccioso, uma entidade capaz de dar origem a uma Unica placa fagica
(HYMAN, 2019). A adsorcdo de fago consiste geralmente em trés etapas: contato
inicial, ligacdo reversivel, e ligacéo irreversivel (HARADA et al., 2018; STORMS;
SAUVAGEAU, 2015).

Ja fora observado que o processo de adsorcdo de um bacteriéfago a sua célula
bacteriana hospedeira depende fortemente da concentracdo de MgSO4 de uma forma
altamente nao linear (MOLDOVAN; CHAPMAN-MCQUISTON; WU, 2007). Para
concentracdes de MgSOs inferiores a 104 mol dm ndo h& quase nenhuma adsorcéo.
A adsorcdo do bacteriofago aumenta até atingir um maximo global com uma
concentracdo de MgSOas de cerca de 3x102 mol dm=. Para concentracbes mais
elevadas de MgS0O4 (> 0,1 mol dm), a adsorcdo decresce rapidamente. No trabalho
de pesquisa aqui descrito, a concentracdo de MgSO4 foi mantida a 1 mmol dm.

Os resultados obtidos por Moldovan, Chapman-Mcquiston e Wu (2007)
sugerem gue a afinidade de ligacdo de uma particula de bacteridfago ao receptor na
superficie da sua célula hospedeira é a forca motriz do processo de infeccéo, que é
mais critico em habitats naturais onde a taxa de colisdo entre bactérias e bacteridfagos

é bastante baixa.

Assim, para assegurar uma infeccdo bem-sucedida da sua célula hospedeira,
a capacidade de se ligar fortemente ao receptor torna-se um atributo significativo
(MOLDOVAN; CHAPMAN-MCQUISTON; WU. 2007).
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5.4.5 Ensaios de terapia fagica in vitro (curvas de inativagao bacteriana)

Em relacdo ao crescimento de Salmonella enterica utilizada como hospedeiro
para o isolamento dos dois fagos, observou-se crescimento esperado de acordo com

a curva que havia sido previamente estudada neste trabalho (Figura 16a).

A forma como o fago interferiu no crescimento da bactéria pode ser observada
na Figura 16a. A um valor de MOI de 1 e 1000, o maximo de inativacdo de Salmonella
enterica com o bacteriofago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 foi de 2.0 e 1.0 log
UFC/mL, respectivamente (Figura 16a, ANOVA, p < 0,05), atingido ap6s 12 h de
incubacédo, quando comparado com o controle bacteriano (BC). Durante as primeiras
4 h de incubacéo, o fator de inativacao foi similar para valores de MOI de 1 e 1000
(ANOVA, p > 0,05). Durante as primeiras 8 h de incubagéo, o fator de inativacéo foi
ainda maior para a MOI 1000 (ANOVA, p < 0,05). As taxas de reducéo bacteriana com
o0 bacteriofago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 no final do periodo de incubacéao (i.e.,
24 h) foram estatisticamente similares (ANOVA, p > 0,05) para os dois valores de MOI
(Figura 16a).

A densidade bacteriana no controle (BC) aumentou em 6,5 log UFC/mL
(ANOVA, p < 0,05) durante as 24 h de incubacao (Figura 16a). Durante o periodo de
24 h dos experimentos, a concentracdo de fago nos controles (PC) manteve-se
constante tanto para a MOI 1 como para a MOI 1000 (Figura 16b). Quando o fago
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 foi incubado na presenca do seu hospedeiro,
observou-se um aumento significativo na concentracédo de particulas fagicas (6.0 e
4.0 log UFP/mL, ANOVA, p < 0,05) para a MOI de 1 e 1000, respectivamente (Figura
16b).
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Figura 16. Inativacdo de S. enterica pelos bacteriéfagos PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036 e
PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 a valores de MOI de 1 e 1000 durante 24 h. (a) Concentracéo
bacteriana: BC, controle de bactéria; BP, bactéria mais fago; (b) Concentracéo de fago: PC, controle
de fago; BP, bactéria mais fago. Os valores representam a média de trés ensaios independentes; as

barras de erro representam o desvio padrao.
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Apo6s 12 h, a diferenca para o controle diminuiu, indicando uma possivel
resisténcia da bactéria ao fago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0036. A MOI 1000 houve
uma diferenca de crescimento apds 8 h de tratamento de cerca de 2 log UC/mL em
relacdo ao controle. Apés 10 h, a bactéria mostrou uma diminuicdo de 1 log UFC/mL
que se manteve até as 24 h, indicando que ndo houve resisténcia ao fago como

observado em MOI 1.

A um valor de MOl de 1 e 1000, o maximo de inativacdo de Salmonella enterica
com o bacteriofago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 foi de 0.1 e 3.0 log UFC/mL,
respectivamente (Figura 16a, ANOVA, p < 0,05), atingido ap6s 12 h de incubacéo,
gquando comparado com o controle bacteriano (BC). Durante as primeiras 4 h de
incubacéo, o fator de inativacao foi similar para valores de MOI de 1 e 1000 (ANOVA,
p > 0,05). Durante as primeiras 8 h de incubagéo, o fator de inativacao foi ainda maior
para a MOI 1000 (ANOVA, p < 0.05). As taxas de reducdo bacteriana com o
bacteriéfago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 no final do periodo de incubacéo (i.e., 24
h) foram estatisticamente similares (ANOVA, p > 0,05) aquelas a 12 h (Figura 16a).

Durante o periodo de 24 h dos experimentos, a concentracdo de fago nos
controles (PC) manteve-se constante tanto para a MOl 1 como para a MOl 1000
(Figura 16b). Quando o fago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 foi incubado na presenca
do seu hospedeiro, observou-se um aumento pouco expressivo na concentracéo de
particulas fagicas (2.5 e 2.5 log UFP/mL, ANOVA, p > 0,05) para a MOI de 1 e 1000,

respectivamente (Figura 16b).

No tratamento da bactéria com o fago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 em MOI
1, a S. enterica mostrou um crescimento de cerca de 2.9 log UFC/mL em relagcédo ao
controle com 8 h de tratamento. Apés 10 h mostrou um aumento continuo, indicando
também uma possivel resisténcia ao fago PhL_UNISO_SE-CFR_ph0046 a MOI 1.
Enquanto a MOI 1000, com 6 h de tratamento a bactéria mostrou uma diferenca de
cercade 3.9 log UFC/mL. Entre 12 h e 24 h, o tratamento com o fago PhL_UNISO_SE-
CFR_ph0046 levou a uma reducao de carga bacteriana de 3 log UFC/mL em relac&o

ao controle, indicando que nao houve resisténcia significativa em MOI 1000.

A aplicacdo da terapia fagica para inativagcdo bacteriana requer uma
compreensao profundada da cinética do envolvimento bactéria-fago (CAMPOS et al.,

2020). E necessario conhecer a bactéria-alvo para escolher o melhor bacteriéfago e
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melhor valor de MOI. A espécie bacteriana e a quantidade de contaminacao inicial

também afetam o processo de replicacédo dos bacteriéfagos (PEREIRA et al., 2021).

A um valor de MOI 1, os controles de ambos os fagos permaneceram em 5.0
log UFP/mL durante todo o tratamento, assim como em MOI 1000 os controles de
ambos os fagos permaneceram em 8.0 log UFP/mL durante todo o tratamento, como
expectavel (Figura 16b).

Ambos os fagos indicaram resisténcia da bactéria em MOI 1 (Figura 16a), isso
guando ha a mesma concentracdo de particulas bacteriofagicas para cada bactéria
na suspensdao. Enquanto em MOI 1000, os dois fagos conseguiram conter
relativamente a bactéria. Ensaios com concentracées maiores de fago podem ser

realizados no futuro.

De acordo com varios autores (COSTA et al.,, 2019; DUARTE et al., 2018;
PINHEIRO et al., 2019; PEREIRA et al., 2017), o desenvolvimento da resisténcia dos
fagos pode ser superado com a utilizacdo de um coquetel de vérias particulas

bacteriéfagicas liticas para a mesma espécie bacteriana.
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6 CONCLUSAO

O trabalho de pesquisa objeto da presente dissertacdo almejou a producao de
um coquetel de particulas bacteriofagicas com possivel potencial de aplicacdo na
industria de alimentos. Ambos os fagos mostraram atividade contra a bactéria
hospedeira Salmonella entérica, um dos principais patégenos envolvidos nas doencas
transmitidas por alimentos. Os bacteriéfagos testados para biocontrole de S. entérica
mostraram ser altamente especificos, o que pode indicar uso promissor no controle

deste patogeno.

Na avaliacdo da inativacdo bacteriana in vitro ambos os fagos mostraram
atividade contra a bactéria hospedeira em MOI 1000, enquanto que no MOI 1
indicaram uma possivel resisténcia da bactéria, o que pode ser corrigido com aumento

do numero de particulas no coquetel fagico.

As duas particulas foram isoladas e caracterizadas biolégica e
fisicoquimicamente, ambas pertencentes a ordem Caudovirales e provavelmente a

mesma familia de bacteri6fagos de dsDNA, Myoviridae.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para contornar o problema da aquisi¢do de resisténcia bacteriana as particulas
fagicas ja isoladas, o isolamento e caracterizacdo de outros bacteriéfagos
estritamente liticos para outras subespécies do grupo Salmonella enterica, permitiria

produzir um coquetel fadgico com um espectro litico mais abrangente.

As particulas bacteriofagicas poderdo também ser melhor caracterizadas,
através de sequenciacdo do seu material genético e respectiva montagem de
genomas e anotacdo gendmica, com construcdo dos seus mapas gendmicos atraves
de ferramentas de bioinformatica, para elucidacéo daqueles genes integrantes no seu
genoma que possam codificar para endolisinas. A produgéo de endolisinas induzida
pelos bacteriéfagos poderia também levar a caracterizacdo das mesmas, visando
potenciais aplicacdes na area da industria de alimentos. Adicionalmente, poderiam ser
realizados estudos de estabilidade dos fagos a fatores abioticos (pH, temperatura,
radiagdo UVB, radiacao solar), analises de microscopia eletrénica de transmissdo com
crio-congelamento em etano liquido dos fagos para melhor observacdo da sua

microestrutura e classificacéo.

A realizacdo de ensaios de terapia fagica in vitro, utilizando os diferentes fagos
isolados de forma independente e com diferentes valores (intermédios) de MOI (0, 10,
100), assim como utilizando coquetéis dos fagos isolados, permitiria obter a
concentracéo ideal de fagos para biocontrole de Salmonella enterica.

Sera também fundamental avaliar o potencial de desenvolvimento de mutantes
resistentes de Salmonella enterica usando suspensdes de um unico fago e coquetéis

de diferentes fagos.

A realizacdo de ensaios de inativacao (terapia fagica in vitro) adicionando
seguencialmente os fagos isolados, permitiria verificar se evitaria o desenvolvimento

de resisténcias bacterianas aos mesmos.

Por fim, testar o coquetel de fagos em matrizes alimenticias, sem contaminacéo
bacteriana e deliberadamente contaminadas com concentragdes conhecidas do
patdgeno, poderia permitir um maior conhecimento da eficacia dos fagos no

biocontrole de Salmonella enterica.
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