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RESUMO

Salmonella spp. sdo bactérias associadas as Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA) e representam um desafio & salde publica e a seguranca alimentar mundial. O
aumento da resisténcia antimicrobiana tem impulsionado a busca por estratégias
alternativas de controle bacteriano, entre elas o uso de bacteri6fagos. Neste sentido,
objetivou-se isolar, caracterizar e avaliar o potencial de fagos liticos contra Salmonella
spp., as quais foram isoladas proximas as criacdes avicolas de pequeno porte na Regido
Metropolitana de Sorocaba (SP). Foram coletadas amostras fecais de frangos, seguidas
de isolamento bacteriano e identificacdo bioguimica, genotipica e fenotipica. Dois
bacteriofagos liticos foram isolados e designados como SENT-12A (ativo contra
Salmonella spp. da amostra 12) e SENT-36A (ativo contra Salmonella spp. da amostra
36). Os bacteriofagos isolados foram propagados, purificados, caracterizados fisico-
quimicamente (perfil de absorcdo no espectro de luz UV-Vis; coeficiente de extincdo
molar; perfil das proteinas estruturais por eletroforese em gel de poliacrilamida e; analises
das caracteristicas morfol6gicas por microscopia eletronica de transmissdo (MET)) e
biologicamente (curva em um s6 ciclo de crescimento sincrono (OSGC); curva de
adsorcdo; gama de hospedeiros (host range) e eficiéncia de plagueamento (EOP); curvas
de inativacdo bacteriana in vitro a varios valores de Multiplicidade de Infeccdo (MOI); e
determinacdo da frequéncia de mutantes resistentes ao bacteridfagos. Foram isolados dois
bacteriéfagos liticos pertencentes a classe Caudoviricetes. As caracterizagdes bioldgicas
evidenciaram afinidade pelos hospedeiros, sendo o fago SENT-12A, com burst size de
9,87 particulas por célula infectada e o fago SENT-36A com 9,64 particulas por célula
infectada. Nos ensaios de inativacdo bacteriana, 0 MOI 1 apresentou maior eficiéncia no
controle da concentracdo de células do hospedeiro bacteriano tanto individualmente
quanto em coquetel. Para o teste de frequéncia de mutantes resistentes os valores obtidos
foram 1,01x107 para o bacteriofago SENT-12A e 0,99x10 para o bacteriofago SENT-
36A. Os resultados obtidos indicaram o potencial dos fagos isolados para uso no

biocontrole de Salmonella spp. em ambientes avicolas e sistemas alimentares.

Palavras-chave: bacteriofago; Salmonella spp.; fagoterapia; resisténcia bacteriana aos

antibioticos; biocontrole.



ABSTRACT

Salmonella spp. are bacteria associated with foodborne illnesses (FBD) and pose
a challenge to public health and food security worldwide. The rise in antimicrobial
resistance has driven the search for alternative bacterial control strategies, including the
use of bacteriophages. Therefore, the objective was to isolate, characterize, and evaluate
the potential of lytic phages against Salmonella spp., which were isolated near small-scale
poultry farms in the Sorocaba Metropolitan Region, Sdo Paulo. Fecal samples were
collected from chickens, followed by bacterial isolation and biochemical, genotypic, and
phenotypic identification. Two lytic bacteriophages were isolated and designated SENT-
12A (active against Salmonella spp. from sample 12) and SENT-36A (active against
Salmonella spp. from sample 36). The isolated bacteriophages were propagated, purified,
and characterized physicochemically (absorption profile in the UV-Vis light spectrum and
molar extinction coefficient; profile of structural proteins by polyacrylamide gel
electrophoresis; analysis of morphological characteristics by transmission electron
microscopy (TEM)) and biologically (curve in a single synchronous growth cycle
(OSGC); adsorption curve; host range and plating efficiency (EOP); in vitro bacterial
inactivation curves at various Multiplicity of Infection (MOI) values); and determination
of the frequency of mutants resistant to bacteriophage. Two lytic bacteriophages
belonging to the Caudoviricetes class were isolated. Biological characterizations
demonstrated affinity for the hosts, with phage SENT-12A having a burst size of 9.87
particles per infected cell and phage SENT-36A having 9.64 particles per infected cell. In
the bacterial inactivation assays, MOI 1 showed greater efficiency in controlling the
concentration of bacterial host cells, both individually and in cocktails. For the resistant
mutant frequency test, a frequency of 1.01x102 was observed for bacteriophage SENT-
12A and 0.99x10° for bacteriophage SENT-36A. The results obtained indicate the
potential of the isolated phages for use in biocontrol of Salmonella spp. in poultry

environments and food systems.

Keywords: bacteriophage; Salmonella spp.; phage therapy; bacterial resistance to
antibiotics; biocontrol.



APRESENTACAO

A pesquisa intitulada “Bacteriofagos liticos como alternativa de biocontrole contra
Salmonella spp. Isoladas na regido de Sorocaba” foi desenvolvida no ambito do projeto
“Observatorio de Desenvolvimento da Regido Metropolitana de Sorocaba”. Este projeto
teve como propdsito contribuir para o desenvolvimento regional, apoiando a gestdo
publica e privada, subsidiando o planejamento estratégico e fortalecendo a inser¢éo social
dos Programas de Pds-graduacdo da Universidade de Sorocaba (Uniso) na Regido
Metropolitana de Sorocaba (RMS).

Nesse contexto, o isolamento de bactérias hospedeiras obtidas em Sorocaba e
regido possibilitou a prospeccdo e caracterizacdo de particulas bacteriofagicas
estritamente liticas, com potencial de aplicacdo no controle de Salmonella spp.,
microrganismo de relevancia para a satde publica e a cadeia produtiva local.

O trabalho contou com financiamento do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), por meio da concessdo de bolsa de
estudo / nivel mestrado (PQ-2 (Ref. 301978/2022-0)) para a aluna Renata Lopes Simdes
da Silva, no &mbito do projeto de pesquisa “Observatorio de Desenvolvimento da Regiédo
Metropolitana de Sorocaba” (ref. 440869/2022-6).

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratdrio de Virus Bacterianos
da Uniso (VBIlab), enquanto as analises de microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
foram conduzidas na Central de Analises Quimicas e Instrumentais do Instituto de
Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo (IQSC/USP). As analises dos
genomas das bactérias foram realizadas no Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). Do trabalho de pesquisa realizado resultaram varias comunicac¢des que foram

apresentadas em congressos cientificos nacionais e internacionais, sendo:

e Renata L. S. Silva, Victor M. Balcdo, Marta M. D. C. Vila. Estudo comparativo
entre trés formas de identificacdo de Salmonella spp. V Brazilian Congress of
Development, evento on-line, S&o José dos Pinhais, PR, 28 de agosto de 2024
(Anexo 1).



Renata L. S. Silva, Victor M. Balcdo, Marta M. D. C. Vila. Prospecgéo de
Salmonella spp. em Sorocaba e regido e isolamento e caracterizacdo de
bacteriofagos liticos para seu combate. V Congresso Brasileiro Interdisciplinar

em Ciéncia e Tecnologia, evento on-line, 26 a 30 de agosto de 2024 (Anexo 2).

Renata L. S. Silva, Victor M. Balcdo, Marta M. D. C. Vila. Identificacdo e
isolamento de Salmonella spp. a partir de amostras ambientais. 27° Encontro de
Pesquisadores e de Iniciacdo Cientifica— EPIC. Sorocaba, SP, 16 a 18 de outubro
de 2024 (Anexo 3).

Renata L. S. Silva, Victor M. Balcdo, Marta M. D. C. Vila. Andlise da eficacia de
métodos bioquimicos na identificacdo de Salmonella spp. em amostras ambientais
de producdes avicolas de pequeno porte. 21° Congresso Nacional de Meio
Ambiente de Pocos de Caldas. Pogos de Caldas, SP, 22 a 25 de outubro de 2024
(Anexo 4).

Renata L. S. Silva, Victor M. Balcdo, Marta M. D. C. Vila. Estudo comparativo
entre formas de identificacdo de Salmonella spp. I Coloquio Interdisciplinar
PPGCF e PPGPTA, IV Simpdsio em Ciéncias Farmacéuticas e Il Simpdsio em
Processos Tecnologicos e Ambientais. Sorocaba, SP, 24 e 25 de outubro de 2024
(Anexo 5).

Renata L. S. Silva, Marta M. D. C. Vila. Prospec¢do de Salmonella spp. em
Sorocaba e regido e isolamento e caracterizacdo de bacteriéfagos liticos para seu
combate. 1° Encontro de Pesquisadores do Observatorio de Desenvolvimento da
Regido Metropolitana de Sorocaba — EPO/2025. Sorocaba, SP, 23 de abril de
2025 (Anexo 6).

Renata L.S. Silva, Victor M. Balcéo, Marta M. D. C. Vila. Eficacia de métodos
bioguimicos na identificacdo de Salmonella spp. em amostras de producdes
avicolas de pequeno porte. Il Congresso Nacional de Agronomia On-line.
Terezina, 3 a 6 de junho de 2025 (Anexo 7).



e RenataL.S. Silva, Bruna C. A. Nogueira, Victor M. Balcéo, Marta M. C. D. Vila.
Bacteriofagos liticos como alternativa ao combate a Salmonella spp. em granjas
de pequeno porte. VI Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciéncia e

Tecnologia, evento on-line, 25 a 29 de agosto de 2025 (Anexo 8).

e RenatalL.S. Silva, Bruna C. A. Nogueira, Victor M. Balcéo, Marta M. C. D. Vila.
Bacteriofagos liticos: uma abordagem alternativa para o controle de Salmonella
spp. em granjas de pequeno porte. 28° Encontro de Pesquisadores e de Iniciagdo
Cientifica, Sorocaba, SP, 28 a 30 de outubro de 2025 (Anexo 9).

e RenatalL.S. Silva, Bruna C. A. Nogueira, Fernanda C. Moreli, Julio C. Mescoloto,
Alessandro M. Santos, Lucas M. R. Rodrigues, Victor M. Balcdo, Marta M. D. C.
Vila. Isolation and characterization of lytic phages for Salmonella spp. from
Sorocaba and region. 36° Congresso Brasileiro de Virologia e 20° Encontro de
Virologia do Mercosul, Belo Horizonte, MG, 20 a 23 de novembro, 2025 (Anexo
10).

O trabalho de pesquisa foi realizado em duas etapas principais. Na primeira,
realizou-se a busca por bactérias provenientes de Sorocaba e regido e sua caracterizagao.
Na segunda fase, procedeu-se ao isolamento e a caracterizacdo de bacteriéfagos liticos
voltados ao combate dessas bactérias. A Figura 1 apresenta um esquema ilustrativo das

etapas do estudo.



Figura 1 - Fluxograma ilustrativo da pesquisa desenvolvida
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Fonte: Elaboracdo prépria com auxilio de 1A (Gemini, 2025).



IMPACTO ECONOMICO, CIENTIFICO, SOCIAL E AMBIENTAL

O desenvolvimento desta pesquisa tem potencial de gerar impactos social,
econdmico, cientifico e ambiental, especialmente nos ambitos da salde publica, da
producdo avicola regional e nacional, bem como na formacéo cientifica.

No campo social e da satde publica, os resultados poderao subsidiar estratégias
de prevencdo e reducdo da incidéncia da salmonelose. Esta enfermidade é de grande
relevancia epidemioldgica, frequentemente associada a surtos alimentares no Brasil,
sendo responsavel por quadros de diarreia, hospitalizacdes e até dbitos. A busca por
alternativas ao uso indiscriminado de antibiGticos, como a terapia fagica, mostra-se
essencial diante do avango da resisténcia bacteriana, reconhecida hoje como um dos
maiores desafios globais a saide humana e animal.

No campo econdmico e produtivo, a pesquisa apresenta relevancia para o setor
avicola. Sendo o Brasil, um dos maiores exportadores mundiais de carne de frango é
diretamente impactado por contaminac6es por Salmonella spp., que podem comprometer
a competitividade internacional. Na Regido Metropolitana de Sorocaba, destacam-se
como polos produtores os municipios de Capela do Alto, Porto Feliz e Aracoiaba da Serra.
A identificacdo de bacteridfagos liticos regionais capazes de controlar Salmonella spp.
poderd reduzir perdas produtivas, mitigar riscos de barreiras comerciais associadas a
contaminacg&o alimentar e fortalecer a competitividade da avicultura local e nacional.

Do ponto de vista cientifico e educacional, o estudo contribui para a inovacao
em microbiologia aplicada e biotecnologia, promovendo a formacéo de recursos humanos
qualificados. Além disso, amplia 0 conhecimento sobre a fagoterapia como alternativa
sustentavel e promissora ao uso de antimicrobianos tradicionais, estimulando novas
linhas de investigacdo e parcerias interinstitucionais.

Por fim, o impacto ambiental também se destaca, uma vez que, 0 uso de
bacteriéfagos representa uma alternativa ecologicamente segura e biodegradavel,
reduzindo o acumulo de residuos antimicrobianos no meio ambiente e contribuindo para
a preservacdo da microbiota natural dos ecossistemas.

A divulgacdo dos resultados em revistas cientificas, congressos e meios de
comunicacgédo especializados podera sensibilizar produtores, profissionais de salude e a
comunidade académica quanto a importancia do uso racional de antibioticos e do

desenvolvimento de terapias alternativas no enfrentamento das infec¢des bacterianas.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) representam um importante
problema de salde puablica e causam significativas perdas econémicas. Essas
enfermidades sdo geralmente caracterizadas por sintomas gastrointestinais, como
nauseas, vomitos, diarreia e dores abdominais, podendo evoluir para quadros mais graves,
especialmente em surtos que atingem grandes populacdes (Melo et al., 2018).

Tendo em vista que as DTA’s constituem um problema crescente de satde
publica, sua prevencdo tem se tornado um ponto critico de atencdo em toda a cadeia de
producdo de alimentos. Além disso, outros fatores agravantes, como a resisténcia
antimicrobiana e a contaminacdo cruzada, tém ganhado destaque nos altimos anos,
reforcando a necessidade de medidas eficazes de controle microbioldgico (Mthembu et
al., 2021).

Dentre os agentes causadores dessas doencas destaca-se Salmonella spp., como
um dos mais importantes, devido aos seus elevados indices de morbidade e mortalidade
(Knodler; Elfenbein, 2019; Silva et al., 2018; Silva et al., 2019). De acordo com dados
epidemioldgicos nacionais, entre os anos de 2016 e 2019 foram registrados, em média,
9.312 casos anuais de DTA’s. Desses, apenas 541 casos por ano tiveram o agente
etiologico identificado, sendo a Salmonella spp. a responsavel por aproximadamente
14,9% das ocorréncias confirmadas (Brasil, 2020).

As grandes industrias de alimentos, especialmente nos Estados Unidos, adotam
estratégias integradas de controle de Salmonella spp. ao longo de toda a cadeia produtiva,
com o objetivo de reduzir a prevaléncia e a carga do patdégeno, bem como de proteger a
salde dos consumidores. Essas estratégias incluem o uso de aditivos na ra¢do e na agua,
probidticos, culturas competitivas e programas de vacinacdo periddica, aplicados tanto
em aves quanto em suinos (Bakin et al., 2025). No estagio de abate, sdo empregadas
medidas como lavagens com &cidos organicos, escaldamento, aplicacdo de agua quente e
diferentes técnicas de sanitizacdo de superficies, visando a reducdo da contaminagdo de
carcacgas e do ambiente industrial (Young et al., 2016).

Estudos realizados em paises como Brasil, Espanha, Lituénia, Estados Unidos e
Grécia ja apontavam altas taxas de resisténcia antimicrobiana em isolados de Salmonella
spp. Essas pesquisas demonstraram que os perfis de sensibilidade e resisténcia variam de
acordo com os sorotipos analisados, apresentando diferencas significativas. No entanto,

foi comum a detecgéo de resisténcia a antibidticos como ampicilina, amoxicilina-acido
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clavulanico, cefoxitina e tetraciclina, sendo frequente a resisténcia maltipla a mais de um
agente antimicrobiano. Por outro lado, os isolados mostraram, em geral, sensibilidade a
ciprofloxacino, norfloxacina, tobramicina e imipenem (Pandini et al., 2014).

Diante da crescente emergéncia de bactérias multirresistentes e do risco
potencial de uma crise sanitaria global decorrente de infeccdes intrataveis, pesquisas
clinicas envolvendo o uso de bacteriéfagos tém ganhado destaque como uma alternativa
promissora para substituir ou complementar o uso de antibidticos (Nikolich; Filippov,
2020).

Bacteridfagos, ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam exclusivamente
células bacterianas. Eles utilizam a maquinaria celular da bactéria hospedeira para se
replicar, resultando, nos casos dos fagos liticos, na destrui¢éo da célula infectada (Harada
et al., 2018; Segundo-Arizmendi et al, 2017; Nikolich, Filippov; 2020).

Os bacteriofagos possuem vantagens como: i) sdo extremamente especificos ja
que se ligam a receptores da membrana celular da bactéria; ii) possuem elevado potencial
para dose uUnica; iii) ndo apresentam resisténcias cruzadas; iv) exibem ampla gama de
formas de aplicagdo; v) podem representar menor impacto ambiental, por estarem
presentes no ambiente, as vezes em maior nimero do que as préprias bactérias e; vi) tem
boa capacidade de penetracdo em biofilme (Vaz; Voss-Rech; Codenella, 2022; Vieira et
al., 2021).

Contudo, os bacteriéfagos apresentam algumas limitacGes, como a necessidade
de uma identificacdo prévia da bactéria alvo antes do inicio do tratamento. Além disso, a
formulagdo de coquetéis fagicos eficazes ainda enfrenta desafios, como o risco dos fagos
se tornarem reservatorios de genes de resisténcia. No caso de tratamentos sistémicos em
humanos, é fundamental uma compreensdo mais aprofundada da resposta imune do
paciente aos fagos, o que ainda constitui um ponto em aberto na pesquisa clinica
(Nikolich, Filippov; 2020; Vieira et al., 2021).

A presenca de Salmonella spp. em ambientes urbanos e rurais representa uma
ameagca significativa a satde publica, sendo uma das principais causas de surtos de
doencas transmitidas por alimentos (Mastrantonio; Pereira; Modesto, 2021).

Sorocaba e regido sdo areas de intensa atividade industrial, agricola e comercial.
A agropecuaria regional é bastante diversificada, incluindo a pecuéria de corte e de leite,
a producéo de carne suina, aves, ovos, cana-de-agucar, citros, frutas, hortalicas, cebola,
alho, batata, feijdo, milho e atividades de reflorestamento (PMS, 2023). Neste sentido, o

municipio e regido apresentam potencial risco de contaminag&o por bactérias patogénicas,
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como a Salmonella spp., 0 que justifica a necessidade de monitoramento constante de
fontes ambientais. A busca por alternativas eficazes no combate a Salmonella,
especialmente diante do crescente problema da resisténcia antimicrobiana, torna-se
essencial. Nesse contexto, os bacteriofagos liticos surgem como uma estratégia
promissora para o controle de Salmonella. Assim, este trabalho objetiva ndo apenas a
prospeccao de cepas bacterianas em fontes ambientais locais, mas também o isolamento
e a caracterizacdo de fagos liticos, visando uma abordagem inovadora e sustentavel no

combate a estes patdgenos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SALMONELLA SPP.

Em 1885, Daniel Elmer Salmon trabalhava com Theobald Smith, como seu
assistente, no Bureau of Animal Industry dos Estados Unidos. Eles isolaram uma bactéria
de porcos doentes e a chamaram de Bacillus choleraesuis. Em 1900, em homenagem a
Daniel Salmon, o género bacteriano foi batizado de Salmonella (Evangelopoulou;
Bourriel; Spyrou, 2018).

Desde a sua descoberta, foi observado que a bactéria possui uma ampla
diversidade, contudo, somente em 1920 um grupo de microbiologistas se juntou para
reclassificar subespécies e sorovares diferentes, baseando-se em métodos classicos e
moleculares para sua identificacdo (Brasil, 2011; Oludairo et al., 2021).

Atualmente, o género Salmonella é constituido por duas espécies geneticamente
distintas: Salmonella bongori e Salmonella enterica. S. enterica é subdividida em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. A bactéria
Salmonella enterica subespécie enterica é responsavel por causar doencas em animais e
seres humanos e ainda apresenta uma terceira classificacdo baseada nos sorovares, sendo
0s mais importantes Typhimurium, Arizonae e Enteritidis (Brasil, 2011; Gast; Porter
Junior, 2020).

Salmonella é um género de bactérias da familia Enterobacteriaceae, caracterizado
por bacilos Gram-negativos. No entanto, devido a existéncia de diversas subespécies e
sorovares, suas caracteristicas bioquimicas podem variar, conforme indicado nas Tabelas
1 e 2 (Brasil, 2011; Holschbach; Peek, 2018). Normalmente, sdo bactérias mdveis,
capazes de produzir &cido a partir da glicose, fermentando arabinose, maltose, manitol,
manose, ramnose, sorbitol, trealose, xilose e dulcitol. As cepas de Salmonella de interesse
clinico ndo fermentam lactose, sdo oxidase negativas, catalase positivas e apresentam
resultados negativos para indol, VVoges-Proskauer (VP), vermelho de metila (VM),
malonato e ureia. Pela reducdo do enxofre, produzem sulfeto de hidrogénio (H-S), devido
a acdo da enzima cisteina desulfurase. Além disso, sdo capazes de descarboxilar
aminoacidos como lisina e ornitina, reduzir nitrato a nitrito e utilizar citrato como unica
fonte de carbono (Brasil, 2011; Gast; Porter Junior, 2020; Holschbach; Peek, 2018;
Miranda et al., 2020).
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Tabela 1 - Rea¢bes bioquimicas comparadas entre subespécies de Salmonella spp.

ESPECIES S. enterica subsp. B
Subespécies o = %
S 2 8 < 8| q| 2 =
. , . ey e < o D o o 3
Testes bioquimicos e 2 S S = £S5 2 &<
Toti © — Q o e wn [72]
suas caracteristicas w n < = T -
Dulcitol + + - - - | a| +
ONPG (2h) - - + + - | a| +
Malonato - + + + - - - -
Gelatinase - + + + + | - + -
Sorbitol + + + + + | - + -
Crescimento KCN - - - - + | - +
L(+) Tartarato + - - - - - -
Galacturonato - + - + + |+ | + ND
Gama-glutamil
transferase " i " " LT ND
Beta-glucoronidase D D - + - | D| - ND
Mucato + + + (70%) -+ ]+ ND
Salicina - - - - + | - - ND
+ +
Lise-fago O, + + + + -| +| D ND
Habitat animal normal | Sangue quente Sangue frio e meio ambiente Pouco definido

Legenda: + : >90% reacdes positivas; - : > reacfes negativas; a: diferentes reacoes (sorovares); ND — néo
detectado; ONPG -orto-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo; KCN - cianeto de potéssio; D — detectado.
Fonte: Adaptado de Brasil, 2011.

Tabela 2 - Caracteristicas bioquimicas de Salmonella enterica sorovares Typhi, Paratyphi A. e

Enterica
Teste S. typhi S. Paratyphi A. S. enterica subsp.
Enterica
Glicose (gas) - + +
Acido dulcitol +- + +
Acido arabinose -+ + +
Descarboxilagdo de lisina + - +
Descarboxilagao de ornitina - + +
Dehidrolagdo de arginina +/- + +
Producéo de H,S +* -I(+) +
Citrato de Simmons - - +

Legenda: * - reacdo fraca; +: positivo; -: negativo; (+): 75% positivo apds 48 horas.
Fonte: Adaptado de Brasil, 2011.
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As cepas de Salmonella possuem habitats naturais, sendo divididas em
categorias conforme a especificidade de seus hospedeiros. Assim, existem as “altamente
adaptadas a0 homem”, que incluem cepas como S. Typhi e S. Paratyphi, causadoras da
febre entérica; as “altamente adaptadas aos animais”, compreendendo cepas como S.
Dublin, S. Choleraesuis, S. Typhisuis, S. Abortusequi, S. Pullorum e S. Gallinarum,

3

responsaveis pelo paratifo em diferentes espécies animais; e as “zoondticas”, que
provocam gastroenterite em humanos e animais, sendo transmitidas principalmente por
alimentos de origem animal, como ovos, aves, carnes e laticinios. Essas cepas apresentam
distribuicdo mundial e estdo associadas a altos indices de morbimortalidade (Brasil, 2011;
Baumler et al., 1998; Stevens; Kingsley, 2021).

A viruléncia das cepas de Salmonella é multifatorial, envolvendo diversos
mecanismos que contribuem para sua patogenicidade. Essas bactérias apresentam
mobilidade, facilitando a colonizag&o intestinal, e possuem capacidade de penetrar e se
replicar em células epiteliais. Além disso, produzem uma variedade de toxinas, incluindo
enterotoxinas, citotoxinas e endotoxinas. Conjuntamente, esses fatores permitem que
Salmonella estabeleca infeccdes gastrointestinais e sistémicas em animais e seres
humanos, tornando-se um patégeno de significativa relevancia clinica e sanitéaria (Brasil,
2011; Koczerka et al., 2021; Lamichhane et al., 2024). Estudos indicam que a producéo
dessas toxinas esta associada a manifestacbes como secrecdo intestinal, diarreia e dano a
mucosa. A intensidade da resposta clinica varia entre cepas e condi¢des do hospedeiro,
indicando que as toxinas contribuem para a doenga, mas nao explicam isoladamente sua
gravidade ou evolugdo (Chopra et al., 1999).

Em pacientes imunologicamente saudaveis, a infeccdo por Salmonella pode
variar desde formas assintomaticas até episodios de diarreia autolimitante (Brasil, 2011;
Galan-Relafio, 2023; Marzel et al., 2016). No entanto, quando os sintomas se manifestam
de forma mais agressiva, a doenca pode se apresentar como gastroenterite, febre entérica
ou septicemia (com ou sem infecces localizadas). A gravidade dos sintomas esta
diretamente relacionada a cepa que infecta o hospedeiro, sendo Salmonella enterica
Typhimurium e Salmonella enterica Enteritidis as mais preocupantes para a satde publica
(Ajmera; Shabbir, 2023; Brasil, 2011; Lamichhane et al., 2024).

Ja paraaindustria avicola trés outros sorovares se destacam: Salmonella enterica
sv Heidelberg, Salmonella enterica sv Minnesota e Salmonella enterica sv Mbandak.
Esses sorovares possuem elevada adaptacdo ao ambiente produtivo, persisténcia em

diferentes etapas da cadeia de producdo e capacidade de sobreviver a condi¢des adversas
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de processamento e sanitizagdo. Tais sorovares sao frequentemente associados tanto a
contaminagdes ambientais quando a contaminacéo de produtos finais, representando um
desafio para a seguranca dos alimentos (Shah et al., 2017).

A salmonelose configura-se como uma das zoonoses de maior relevancia em
saude publica em razdo da complexidade de seu controle, da ampla variedade de
hospedeiros, da emergéncia e reemergéncia de diferentes sorovares e da rapida
disseminacédo na populacdo, ja que a principal via de transmissdo ocorre pela ingestdo de
alimentos contaminados (Brasil, 2011). A Salmonella spp. pode colonizar produtos
lacteos e animais de produgdo, que funcionam como veiculos e reservatérios do patégeno.
Contudo, os surtos em humanos sdo mais frequentemente associados ao consumo de carne
e ovos de aves contaminadas (Nunes et al., 2025).

A transmissdo da salmonelose esta intimamente relacionada a cadeia alimentar,
0 que a caracteriza como uma das principais doencas transmitidas por alimentos (DTA)
em escala mundial (Brasil, 2011). A detec¢do da bactéria em produtos de origem animal
se apresenta como um grande desafio, uma vez que, muitos hospedeiros permanecem
assintomaticos e as técnicas de diagnostico disponiveis apresentam limitacdes para a
identificacdo do microrganismo nesses produtos (Geinoro et al., 2025; Lu et al., 2024,
Brasil, 2011; Patel; Wolfram; Desin, 2024). Tal contexto favorece a persisténcia da
Salmonella spp. ao longo da cadeia produtiva, aumentando o risco de exposi¢cdo humana
(Brasil, 2011; Oh; Choi; Lee, 2025; Weerasooriya et al., 2024).

Os boletins epidemiologicos sobre DTA’s causadas por Salmonella spp.
apresentam informac6es vagas quanto ao nimero de casos anuais em nivel mundial.
Estima-se que isso se deva a subnotificacdo da doenca, resultante do seu caréater
autolimitante, do acesso limitado ao sistema de saude por parte de parcela significativa
da populacdo, da insuficiéncia de vigilancia laboratorial e da infraestrutura sanitaria
inadequada (Kumar et al., 2025; Li et al., 2022; Wiens et al., 2024). Globalmente, estima-
se que sejam mais de 93,8 milhdes de casos anuais com 155.00 mortes (Galan-Relafio et
al., 2023). Em ambito nacional, os dados mais recentes estimam que, entre 2004 e 2023,
ocorreram mais de 13.954 casos de DTA’s, dos quais 7,4% foram causados por Salmonella
spp., sendo o sorotipo Enteritidis identificado em 74% desses eventos (Guedes, 2024).

A dificuldade em obter dados epidemiologicos oficiais sobre salmonelose no
Brasil, deve-se ao fato de a doenca ser classificada como de notificacao obrigatoria apenas
guando diagnosticada em aves e, principalmente, quando envolvem sorovares de interesse

a saude publica, como S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium
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(Brasil, 2013). Por outro lado, a salmonelose humana ndo tifoide ndo é considerada de
notificacdo obrigatoria em casos isolados, devido ao seu carater autolimitante em
individuos saudaveis, embora alguns 6bitos possam ocorrer em populaces de risco
(Brasil, 2025a). J& os casos isolados de febre tiféide, causada por Salmonella Typhi, estdo
incluidos na lista de notificagdo obrigatoria em razdo da gravidade da doenca (Brasil,
2025b).

A salmonelose representa um desafio crescente a satde publica, em grande parte
devido a resisténcia antimicrobiana que a Salmonella spp. vem apresentando ao longo
dos anos (Brasil, 2011). Diversos estudos indicam que essas bactérias, frequentemente,
exibem resisténcia a classes de antibioticos como tetraciclinas, aminoglicosideos e
sulfonamidas, frequentemente associadas ao uso na producédo animal (Fatima et al., 2023,
Tiba-Casas et al., 2024).

Contudo, do ponto de vista clinico, a maior preocupacdo atual reside na
emergéncia de cepas resistentes a fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geracao e
macrolideos, que constituem as principais opg¢des terapéuticas para o tratamento de
infeccdes humanas graves por Salmonella spp, sendo o perfil de resisténcia fortemente
dependente do sorovar envolvido (Sivanandy et al., 2024). Essa resisténcia compromete
a eficécia do tratamento convencional, aumenta o risco de falhas terapéuticas e reforca a
necessidade de monitoramento continuo das cepas isoladas, bem como o
desenvolvimento de estratégias alternativas, como terapias com bacteriéfagos e 0 uso

racional de antibidticos, para o controle da doenca em nivel clinico e populacional.
2.2  BACTERIOFAGOS

Os bacteri6fagos ou fagos, séo virus que infectam especificamente bactérias e
utilizam a maquinaria celular do hospedeiro para sua replicacdo, caracterizando-se,
portanto, como parasitas intracelulares obrigatérios. Sdo encontrados na natureza de
forma mais abundante do que as proprias bactérias, desempenhando um papel essencial
na regulacdo das populacGes bacterianas e na manutengéo do equilibrio dos ecossistemas
(Alessa et al., 2025; Huang et al., 2024).

Os bacteriofagos foram descobertos no inicio do século XX pelo microbiologista
britdnico Frederick Twort, em 1915, que descreveu a existéncia de um “agente filtravel”
capaz de lisar culturas bacterianas. Dois anos depois, em 1917, o pesquisador Félix

d’Hérelle descreveu a capacidade desses virus de infectar e se replicar dentro de bactérias,
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ou seja, de “devora-las”, e cunhou o termo bacteriofago (bacteriéfago vem do grego e
significa “devorador de bactérias”, resultante da juncgdo de bactéria com o grego verbo
fagein, que significa “comer”). Ele também foi o primeiro a propor o uso terapéutico
desses virus (Aswani; Shukla, 2021; Morongiu et al., 2022; Wei, 2015).

Aprofundando as pesquisas, verificou-se que os bacteriéfagos apresentam dois
ciclos de vida distintos: o ciclo litico e o lisogénico. Essa diferenciagdo entre os ciclos é
relevante porque o ciclo lisogénico permite que o bacteriéfago permaneca nas populagdes
bacterianas por longos periodos, enquanto o ciclo litico evidencia o potencial de seu uso
em terapias (Harada et al., 2018; Howard-Varona et al., 2017).

No ciclo litico, o fago adsorve a bactéria hospedeira, transloca o seu genoma
para 0 citoplasma da célula bacteriana, assume o controlo da maquinaria celular
bacteriana, replica 0 seu genoma e usa 0 maquinario celular bacteriano para produzir
proteinas virais que sdo depois montadas em novas particulas virais que lisam a bactéria
hospedeira, liberando a progénie fagica (Harada et al., 2018). No ciclo lisogénico, o
genoma viral se integra ao cromossomo bacteriano formando um profago, que é replicado
juntamente com o &cido desoxirribonucleico (DNA) bacteriano durante sua divisdo
celular normal. Em funcdo de estimulos especificos, como danos ao DNA (radiacéo
ultravioleta), estresse ambiental ou nutricional, acdo de produtos quimicos e concorréncia
de outros fagos, o profago pode sofrer excisdo do cromossoma bacteriano e entrar em um
ciclo litico (Shang et al., 2025; Venturini et al., 2022). A Figura 2 apresenta 0 esquema

dos ciclos de vida dos bacteriofagos, litico e lisogénico.
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Figura 2 - Representacao esquematica dos ciclos de vida litico e lisogénico dos bacteriéfagos

Infeccao ) ®
£ - Adesao RL,\, 2
FagoA _ o / S
N '\ i~ Adesdo 1 \
(escherichia coli) R Z ;
p/ \\\\ ,,//
L) Repli Entrada
i ) eplicacido 3 # |
h (88 celular \ nducao
. [cos)
j'\ £
~ 4 [ /
Ciclo lisogénico | \ \‘
Integragéo “‘ ot S
T
Ciclo litico //\
\\ & COS/: Transcri¢éo,
<l traducéo e
> /ﬁ) *7\ replicacdo
@~ )  Montagem [ S (5
\ T | eembalagem |
/1\__/\\ 7

Ciclo lisogénico

Fonte: Adaptado de American Academy of Microbiology, 2014

Logo apos a descoberta dos bacteriofagos, iniciaram-se experimentos voltados
ao uso desses virus como agentes terapéuticos contra infec¢des bacterianas,
especialmente na Europa Oriental e na antiga Unido Soviética, marcando o inicio do que
hoje se conhece como terapia fagica (Myelnikov, 2018; Niazi, 2025).

Apesar do sucesso inicial das pesquisas com bacteriéfagos, a descoberta da
penicilina em 1928 e sua ampla disseminacao na década de 1940 acabaram suplantando
0 uso dos fagos como alternativa terapéutica (Niazi, 2025). A preferéncia pelos
antibidticos pode ser explicada por diversos fatores, incluindo maior previsibilidade e
eficcia, limitacbes técnicas e de formulacdo nos primeiros estudos com bacteriéfagos,
espectro de acdo restrito destes ultimos e a rapidez com que os antibioticos produziam
efeitos clinicos (Chanishvili, 2012; Myelnikov, 2018). Atualmente, 0 uso excessivo de
antibidticos, ndo apenas como tratamento, mas também como promotores de crescimento
na producdo animal e como medidas profilaticas na sociedade, tem levado
microrganismos a desenvolver resisténcia contra grande parte dos antibioticos

disponiveis. Além disso, essas resisténcias surgem em um ritmo muito superior ao da
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descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (Diallo; Dublanchet, 2023; Niazi, 2025;
Silva et al., 2022).

2.3 BACTERIOFAGOS NO BIOCONTROLE DE PATOGENOS BACTERIANOS

Atualmente o biocontrole de Salmonella spp. nas grandes industrias € realizado
através de biocidas, tais como compostos a base de peroxidos, como &cido paracético e
peroxido de hidrogénio; compostos cloro/clorados, como dioxido de cloro e hipoclorito
de sddio ou ainda; compostos de amdnia quarternaria, que sao amplamente empregados
nas rotinas de limpeza e sanitizacdo de superficies (Chaves et al., 2024). Esses agentes
atuam por meio da oxidacdo de componentes celulares, desnaturacdo de proteinas e
desorganizacdo da membrana bacteriana, levando a inativagio ou morte de
microrganismos, como a Salmonella spp. (Chaves et al., 2024; Condell, et al., 2012).

Apesar de haver estudos que indicam que o uso de tais formulacgdes seja essencial
para 0s programas de higienizacdo industrial, sua eficacia ainda é bastante variavel em
funcdo do tipo de superficie, da presenca ou auséncia de matéria orgénica e da capacidade
de formacéo de biofilmes pelas cepas bacterianas envolvidas, o que leva a necessidade do
uso de mdaltiplos agentes sanitizantes, bem como ao controle rigoroso de sua aplicacao
(Condell et al., 2012; Hamilton et al., 2025).

Nesse contexto, surgem os bacteriéfagos como uma estratégia alternativa e
complementar aos sanitizantes ja utilizados. Os bacteriofagos apresentam elevada
especificidade para o seu hospedeiro bacteriano, ligando-se a receptores presentes na
superficie das membranas bacterianas (Degroux et al., 2023; Silva; Storms; Sauvageau,
2016). Sua especificidade, em associac¢do ao seu ciclo litico, que provoca a lise bacteriana,
torna-os ferramentas promissoras no combate as infec¢des bacterianas em seres humanos
e animais (Dunne et al., 2018; Gomez-Ochoa et al., 2022).

Uma das principais vantagens do uso de fago € a sua capacidade de se multiplicar
no sitio da infeccdo em presenca da bactéria-alvo. 1sso possibilita um efeito terapéutico
prolongado apo6s apenas a administracdo de uma dose, 0 que reduz a necessidade de
reaplicacdes frequentes (Alvi; Asif; Rehman, 2021; Chanthavong et al., 2025). Além da
lise direta promovida no ciclo litico, muitos fagos produzem enzimas como as
endolisinas, capazes de degradar a parede bacteriana e apresentar eficacia contra
biofilmes (Mayorga-Ramos et al., 2024; Shutherland et al., 2004). Por serem agentes
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naturais, amplamente distribuidos na biosfera, os fagos oferecem grande potencial como
alternativa aos antibioticos sintéticos convencionais (Naureen et al., 2020; Niazi, 2025).

A viabilidade de aplicacdo dos bacteriéfagos tem sido explorada em diferentes
setores. Na industria de alimentos, coquetéis fagicos vém sendo testados para reduzir as
cargas de patogenos causadores de DTA’S em matérias-primas, superficies e produtos
finais, seja por meio da incorporacdo em embalagens, seja por tratamentos aplicados antes
ou apos as etapas de preparo e processamento. Essas abordagens tém resultado no
aumento do tempo de prateleira e na reducdo de surtos, sem promover alteracbes nas
caracteristicas sensoriais ou fisico-quimicas dos produtos (Wang; Priyadarshi; Rhim,
2023; Narayanan; Bhaskar; Han, 2024). Na aquicultura comercial, bacteriéfagos tém sido
investigados como agentes de controle contra patdgenos de peixes e crustaceos,
apresentando resultados promissores quando aplicados na agua de cultivo, na racdo ou
por imersao (Almeida; Pereira; Moreirinha, 2016; Gang; Nitin, 2019). No setor agricola
sdo estudados para o controle de fitopatdgenos como Xanthomonas, Pseudomonas e
Erwinia, aplicados via pulverizacdo em folhas, em tratamento de sementes ou em
formulagbes para o solo, com resultados iniciais positivos na reducdo da dependéncia de
defensivos agricolas (Gang; Nitin, 2019). Ja em ambientes industriais, tém sido
empregados para descontaminacdo de efluentes, tratamento de &guas e higienizacao de
superficies, reforcando sua versatilidade como agentes antimicrobianos (Shivaram et al.,
2023).

Dentre suas vantagens em relacdo aos antibidticos e sanitizantes convencionais,
destacam-se: elevada especificidade, preservando a microbiota dos alimentos, do
ambiente e dos animais (Endersen; Coffey, 2020); capacidade de manter-se ativo
enquanto houver bactéria-alvo, o que possibilita aplicacdo em dose Unica (Rogovski et
al., 2021); acdo eficaz contra biofilmes devido a producdo de endolisinas (Mayorga-
Ramos et al., 2024); baixo potencial de toxicidade para organismos eucariotos (OECD,
2022); e possibilidade de serem incorporados em embalagens, sprays ou como aditivos
sem modificar o produto final (Wang; Priyadarshi; Rhim, 2023).

Entretanto, o uso terapéutico de fagos apresenta limitagbes. A elevada
seletividade desses virus exige formulagcBes em coquetéis capazes de abranger 0s
diferentes agentes envolvidos em uma infecgdo, bem como a identificacdo rapida das
bactérias-alvo (Altamirano; Barr, 2019). Assim como ocorre com 0s antibidticos, as
bactérias podem desenvolver resisténcia aos fagos, seja por mutagdes nos receptores ou

por outros mecanismos de defesa, 0 que torna necessaria a utilizagdo de coquetéis, a
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rotacdo de fagos e a combinagdo com outros antimicrobianos (Egido et al., 2022; Zeng et
al., 2024). Soma-se a isso a instabilidade das formulacdes frente a condi¢cdes ambientais
(pH, temperatura, radiacdo UV) e processos industriais (Khan; Joshi, 2025), além dos
potenciais impactos ecol6gicos em ecossistemas complexos, que requerem avaliacdo
prévia de riscos (Egido et al., 2022).

Outro desafio € a auséncia de regulamentacdo padronizada, que varia entre
paises e setores de aplicacdo (alimenticio, agricola e veterinario), dificultando a
consolidacdo de marcos legais para producdo e comercializagdo (Furst-Wilmes, 2025).
Além disso, ainda ha necessidade de padronizar parametros como pureza, concentragao e
qualidade dos preparados, bem como realizar mais estudos pré-clinicos e clinicos para
comprovacao de seguranca e eficacia (Furfarim; Payne; Chang, 2018; Furst-Wilmes,
2025). A percepcdo publica também representa barreira, j& que o termo “virus” pode gerar
resisténcia entre consumidores e produtores, tornando essencial investir em comunicagéo
cientifica transparente acerca da seguranca e dos mecanismos de acdo dos fagos
(Thompson et al., 2024).

No Brasil, diversas instituicdes tém concentrado esforcos em pesquisas com
bacteriofagos aplicados ao biocontrole, incluindo Universidade de Sorocaba (Uniso),
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA), Universidade Federal de
Vigosa (UFV), Universidade de S&o Paulo (USP), entre outras. Estudos da Uniso tém
abordando saude animal (Pereira, 2023; Pereira et al., 2023; Balcdo et al., 2022a;
Guerrero, 2024; Belline, 2022), producdo de alimentos (Mota, 2023; Santos, 2025) e
controle ou prevencédo da contaminacdo microbiana (Vila et al., 2024).

Paralelamente, observa-se a ampliacdo da aplicacdo pratica dessa tecnologia no
setor produtivo, com o desenvolvimento de produtos por diversas empresas, sobretudo no
Leste Europeu. A industria avicola concentra atualmente o maior nimero de formulac6es
comerciais a base de bacteriéfagos, possivelmente em decorréncia das restrigdes impostas
pela legislacdo europeia ao uso de antibioticos, adotadas como medida para conter a
disseminacdo de bactérias resistentes, bem como da facilidade de incorporacdo desses
agentes a racdo das aves (Segundo-Arizmendi et al., 2025). Nesse contexto, uma empresa
brasileira tem demonstrado resultados promissores na redugdo da contaminagdo por
Salmonella de diferentes sorovares, por meio da aplicagdo do coquetel de bacteriofagos
INSPEKTOR®, desenvolvido pela empresa PHaGElab (Segundo-Arizmendi et al., 2025;

Pino et al., 2025). No entanto, apesar desses avangos, a consolidagdo do uso de
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bacteriofagos no Brasil ainda estd condicionada ao estabelecimento de regulamentacéo
especifica pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) (Furst-Wilmes, 2025).

Os resultados indicam que os bacteriéfagos possuem potencial para reduzir a
contaminacdo na cadeia produtiva e impedir a disseminacéo de bactérias multirresistentes
a antimicrobianos (Gongalves, 2013; Soto-Lopez, 2018; Vaz et al., 2021). Contudo, assim
como em outros paises, ainda ndo ha regulamentacéo especifica, o que dificulta o avanco
da aplicacdo comercial. Nesse cenario, o desenvolvimento de marcos legais aliados as
politicas publicas que incentivem a reducdo do uso indiscriminado de antibidticos pode
consolidar os fagos como aliados estratégicos na satde publica e na seguranca alimentar
nacional (First-Wilmes, 2025).

Em suma, os bacteriofagos apresentam mudltiplas vantagens e um potencial
significativo como alternativa no biocontrole de bactérias patogénicas em diversos
contextos. Entretanto, sua substituicdo plena de antibidticos e sanitizantes ainda demanda
superacao de desafios técnicos, cientificos e sociais.

2.4 SOROCABAE REGIAO METROPOLITANA

Sorocaba € reconhecida como uma importante cidade do interior paulista, com
uma populacdo estimada em 762.172 habitantes (IBGE, 2025). O municipio figura entre
aqueles com maior crescimento populacional absoluto do pais e destaca-se por ser a sede
da Regido Metropolitana de Sorocaba (RMS) (PMS, 2025).

A RMS foi oficialmente instituida pela Lei Complementar Estadual n° 1.241/2014
(Séo Paulo, 2014), marco que consolidou a integracao e a cooperacao entre 0s municipios,
favorecendo a busca por solugbes conjuntas aos desafios regionais e impulsionando o
desenvolvimento de forma articulada. Localizada no estado de Sdo Paulo, a Regido
Metropolitana de Sorocaba é composta por 27 municipios e, em 2018, contava com uma
populacdo de aproximadamente 2,1 milhGes de habitantes distribuidos em uma area de
11.611,48 kmz2 (Silva et al., 2021).

A economia regional apresenta-se diversificada, sustentada por diversos setores
produtivos, entre os quais se destacam as industrias automobilistica, metaldrgica, téxtil,
ceramica e de alimentos. Além disso, a regido figura como a principal produtora agricola
entre as regides metropolitanas paulistas, caracterizando-se pela expressiva diversidade

de sua producéo. A agropecuaria da regido de Sorocaba apresenta-se variada, abrangendo
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atividades de pecuaria de corte e de leite, além da producédo de carne suina, aves e 0vos.
Entre as principais culturas agricolas destacam-se a cana-de-agucar, citros, frutas,
hortalicas, cebola, alho, batata, feijdo e milho (Silva et al., 2021). Na Regido
Metropolitana de Sorocaba, Capela do Alto, Porto Feliz e Aragoiaba da Serra séo as
cidades que lideram a avicultura (Agrimidia, 2017).

No Brasil, surtos de salmonelose tém sido relatados ao longo dos ultimos 50 anos,
ocorrendo de forma ampla em diferentes regides do pais. A contaminacdo da carne de
aves pode ocorrer durante o abate ou o processamento, sendo mais frequente em pequenos
estabelecimentos, que geralmente ndo dispdem de infraestrutura adequada. Nessas
condicdes, aumentam os riscos de contaminacgdo cruzada e a exposicao dos trabalhadores,
que muitas vezes realizam a evisceragdo manual (Stella et al., 2021).

Visto que o Brasil € um grande produtor mundial de carne de frango e o constante
aumento dos relatos de casos de Salmonella resistentes a diferentes antibidticos,
pesquisadores comecaram a buscar terapias alternativas para o tratamento dessa

enfermidade, dentre elas, o estudo dos fagos tem ganhado destaque (Passos, 2020).

Neste sentido, a prospeccdo de fagos liticos a partir de bactérias patogénicas
endémicas, como a Salmonella, presentes na regido de Sorocaba, representa uma
estratégia direcionada e de potencial impacto econémico positivo. O isolamento de cepas
hospedeiras locais é fundamental para se obter e caracterizar bacteriéfagos estritamente

liticos, eficazes contra os patdgenos de relevancia regional.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar cepas de Salmonella spp. provenientes de Sorocaba/SP e regido, bem como
isolar e caracterizar bacteridéfagos liticos eficazes no combate a esses patdgenos

bacterianos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar cepas de Salmonella spp.;

e Caracterizar os isolados bacterianos de Salmonella spp. através de analises
bioquimicas e gendémicas;

e Isolar bacteri6fagos liticos contra os isolados de Salmonella spp.;

e Propagar, purificar e caracterizar as particulas fagicas isoladas, tanto do ponto de
vista fisico-quimico, quanto do ponto de vista biolégico;

e Avaliar a eficécia dos bacteriéfagos isoladamente e em coquetel, a varios valores
de Multiplicidade de Infeccdo, para o controle dos isolados bacterianos de

Salmonella spp.
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos analiticos e outros

Para o isolamento e propagacdo de bactérias e 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 incubacgéo
microbioldgica (modelo 502, Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil), centrifuga Eppendorf
(modelo AG 22331, Hamburgo, Alemanha), e agitador mecanico com aquecimento
(modelo TE 0181, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil).

O sistema de filtracdo esterilizante utilizado (StericupTM-GP, membrana de
poliétersulfato (PES) com tamanho de poro de 0,22 um de didmetro) foi adquirido da
empresa Merck-Milipore (Darmstadt, Alemanha).

Para purificacdo da agua utilizou-se equipamento Master System All (modelo
MS2000, Gehaka, S&o Paulo, SP, Brasil).

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

O microscépio ético utilizado para a visualizacdo das bactérias coradas foi da
marca Olympus CBA (Olympus Optical do Brasil, Barueri, SP, Brasil).

O equipamento empregado na andlise 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 (Califérnia CA, USA), com fonte de alimentacdo
PowerPac™ HC (Bio-RAD, California CA, USA) e ainda banho seco digital também da
Bio-RAD (Califérnia CA, USA).

Para as analises de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) utilizou-se
Microscopio Eletronico de Transmissdo JEOL, modelo JEM 2100 (Tokyo, Japao) do

Instituto de Quimica da Universidade de Séo Paulo — Campus S&o Carlos.
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4.1.2 Reagentes e outros

Todos os produtos e reagentes utilizados, de grau PA (Puro para Analise), foram
adquiridos das seguintes empresas: Dindmica Quimica Contemporanea Ltda (Diadema,
SP, Brasil), Sigma-Aldrich Brasil (Cotia, SP, Brasil) e Labsynth Produtos para
Laboratério (Diadema, SP, Brasil).

A agua utilizada foi purificada até alcangar resistividade de 18,18 MQ-cm e
condutividade de 0,05 uS-cm™ por meio do sistema Master All MS2000 (Gehaka, Sao
Paulo, SP, Brasil). Quando necessario, foi esterilizada em autoclave vertical (modelo
Digital CS 50L, Prismatec, Manaus, AM, Brasil).

Os meios de cultura Tryptic Soy Agar (TSA), Tryptic Soy Broth (TSB) foram
adquirido da empresa Kasvi Brasil (Pinhais, SP, Brasil), caldo Brain Heart Infusion (BHI)
foi fornecido pela Sigma-Aldrich Brasil (Cotia, SP, Brasil), enquanto o agar
bacterioldgico sélido foi adquirido da Gibco Diagnostics (Madison, WI, EUA). O meio
de cultura agar Shigella-Salmonella (agar SS) foi comprado do fabricante TM MEDIA
(Titan Biotech Ltd, Delhi, India) e o caldo Rappaport Vassiliadis do fabricante Laborclin
Produtos para Laboratério Ltda (Pinhais, PR, Brasil).

Para os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), o tampéo de disrupc¢ao foi preparado com Trizma-Base (hidroximetil
aminometano), B-mercaptoetanol, sulfato de dodecil de sodio, glicerol, azul de
bromofenol, tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de amonio, todos adquiridos
da Bio-RAD (Califérnia, CA, EUA). Os marcadores moleculares utilizados foram do tipo
Pre-Stained Precision Plus Protein™ Dual Color, também da Bio-RAD (Califérnia, CA,
EUA).

O kit para identificacdo bacteriana Enterokit B® foi adquirido da empresa
Probac do Brasil Produtos Bacterioldgicos Ltda (Séo Paulo, SP, Brasil), sendo composto
pelos meios de cultura EPM, MILi e Citrato Simmons. As galerias APl 20E® para
identificacdo bacteriana foram obtidas da empresa bioMérieux Brasil SA (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil).

4.1.3 Material biologico

As cepas bacterianas utilizadas para determinar a ampla faixa de hospedeiros

(host range) estdo discriminadas na Tabela abaixo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Cepas bacterianas de cole¢do utilizadas nos ensaios de gama de hospedeiros (host
range) e eficiéncia de plagueamento (EOP) dos dois bacteri6éfagos isolados.

Bactéria Referéncia

Salmonella enterica CCCD-S004
Escherichia coli CCCD-E003
Escherichia coli CCCD-E004
Enterococcus fecalis CCCD-E002
Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004
Pseudomonas aeruginosa DSM-19871

Streptococcus agalactiae CCCD-S015
Klebsiella pneumoniae CCCD-Ko001
Enterobacter cloacae CCCD-E010
Proteus mirabilis CCCD-P001

Staphylococcus aureus CCCD-S009
Acinetobacter baumanii ATCC-19606
Pseudomonas syringae pv. garcae | IBSBF- 152

Pseudomonas syringae pv. garcae | IBSBF-2212

Legenda: IBSBF - Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico do Estado de S&o Paulo;
DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; ATCC - American Type Culture
Collection; CCCD- Colecéo de Cultura Cefar Diagnostica.

Fonte: Elaborag&o propria

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacdo dos meios de cultura

Foram utilizados os meios de cultura abaixo descritos, sendo:
Brain Heart Infusion (BHI): foi preparado na propor¢éo 37 g do meio desidratado para
1000 mL de agua purificada. Em seguida, o0 meio foi acondicionado tubos de ensaio de 5

mL, levados a autoclave para esterilizacao e armazenados em geladeira para uso posterior.

Caldo Rappaport Vassiliadis: foram adicionados 26,6 g do meio & 1000 mL de &gua
purificada. Em seguida, foram adicionados em tubos de ensaio de 4 mL e levados a

autoclave para esterilizagéo e armazenados em geladeira para uso posterior.

Agar Shigella — Salmonella (a4gar SS): foram preparados na propor¢éo 63 g do meio
desidratado para 1000 mL de agua purificada. Como se trata de um meio seletivo, nédo
pode ser levado a autoclave. Assim, o meio foi preparado utilizado um Erlenmeyer de 500
mL esterilizado para a mistura da agua com o meio e, em seguida com o auxilio do bico

de Bunsen ferveu-se a mistura e, em seguida verteu-se 0 meio em placas de Petri (cerca


http://www.biologico.sp.gov.br/uploads/files/pdf/IBSBF_colecao(1).pdf
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de 20 mL em cada placa). As placas foram levadas a estufa a 37 °C por 24 h, para o teste

de contaminagéo.

Tryptic Soy Agar (TSA): pesou-se 24 g de TSA desidratado e 9,6 g de &gar e adicionou-
se em 800 mL de agua purificada. Apos esterilizacdo, o0 meio de cultura foi vertido em

placas de Petri descartaveis. As placas foram armazenadas a 4 °C até utilizacao.

Meio Molten Top-Agar-TSB: adicionou-se 15 g de TSB desidratado e 3 g de 4gar em um
frasco Schott de 500 mL e completou-se com agua purificada. O meio foi autoclavado e,

posteriormente, armazenado em estufa a 47 °C para manté-lo no estado liquido.

Caldo TSB 2x (Tryptic Soy Broth): adicionou-se 48 g de TSB desidratado em 800 mL
de &gua purificada num frasco Schott, e esterilizou-se em autoclave. Apdés resfriamento,

o caldo foi mantido a 4 °C.

SM Buffer: adicionou-se 6,06 g de Tris-base a 50 mL de &gua purificada, apds a
dissolucdo, o pH foi ajustado para 7,5 com acido cloridrico (HCI). Em seguida
acrescentou-se a solucédo 5,8 g de cloreto de sddio (NaCl) e 2 g de sulfato de magnésio
(MgSOg4) completou-se com &gua purificada totalizando 1000 mL. Na sequéncia, o
tampao foi levado a autoclave para esterilizacao.

4.2.2 Isolamento e caracterizacao bacteriana

4.2.2.1 Coletae preparo de amostras

Foram coletadas amostras de fezes de frangos semidomiciliados de diferentes
localizagdes, na regido de Sorocaba, Sdo Paulo. Os pontos de coleta foram escolhidos em
areas com criacdo familiar, caracterizadas por baixo manejo sanitario e reduzido controle
de doengas. Os locais foram identificados com ajuda da tecnologia Sistema de
Posicionamento Global (do inglés, Global Positioning System - GPS). A Tabela 4 abaixo
aponta o local da coleta da amostra e a origem.
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Tabela 4 — Local das amostras ambientais coletadas para identificacdo de bactérias e isolamento
de Salmonella spp.

NUmero Cidade Coordenadas GPS

1 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP | 23°30°09.30” S, 47°20°01.33”W
2 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP | 23°30°09.30” S, 47°20°01.33”W
3 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP | 23°30°09.30” S, 47°20°01.33”W
4 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP | 23°30°09.30” S, 47°20°01.33”"W
5 Votorantim, SP 23°32°00.16” S, 47°23°48.88"W
6 Votorantim, SP 23°31°45.96”S, 47°26°10.64”W
7 Sorocaba, SP 23°29°31.77S, 47°24°13.46"W
8 Sorocaba, SP 23°29°42.74”’S, 47°25°01.21"W
9 Salto de Pirapora, SP 23°40°53.65”’S, 47°32°08.82”"W
10 Salto de Pirapora, SP 23°36°53.317’S, 47°32°15.06"W
11 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP | 23°30°51.76”S, 47°22°13.56"W
12 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP | 23°30°47.37”’S, 47°22°08.66”W
13 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP | 23°30°0,75”S, 47°21°56.83”W

14 Sorocaba, SP 23°30°51.517°S, 47°23°54.09"W
15 Sorocaba, SP 23°30°11.097S,47°24°12.81"W
16 Sorocaba, SP 23°30°15.377S, 47°24°12.81"W
17 Capela do Alto, SP 23°32°14.917°S, 47°45°38.94"W
18 Sorocaba, SP 23°30°38,93”S, 47°27°34.49"W
19 Ipero, SP 23°27°12.397S, 47°33°14.25"W
20 Iperd, SP 23°27°12.39”S, 47°33°14.25”W
21 Ipero, SP 23°27°12.397S, 47°33°14.25"W
22 Ipero, SP 23°27°12.397S, 47°33°14.25"W
23 Aracoiaba, SP 23°31°52.16”S, 47°30°25.56"W
24 Sorocaba, SP 23°26°55.68’S, 47°22°58.03”W
25 Sorocaba, SP 23°27°01.177°S, 47°21°30.71"W
26 Sorocaba, SP 23°26°55.68’S, 47°22°06.69”W
27 Sorocaba, SP 23°25°27.32”S, 47°28°56.14”W
28 Sorocaba, SP 23°25°15.417°S, 47°28°38.10"W
29 Sorocaba, SP 23°25°56.96’S, 47°28°57.74"W
30 Sorocaba, SP 23°25°56.96’S, 47°28°57.74"W
31 Sorocaba, SP 23°25°56.96’S, 47°28°57.74"W
32 Sorocaba, SP 23°25°35.79”S, 47°26°57.33"W
33 Sorocaba, SP 23°25°34.40°S, 47°26°59.85"W

34 Sorocaba, SP 23°26°29.94”S, 47°28°19.15"W
35 Sorocaba, SP 23°26°43.417°S, 47°28°46.42"W
36 Sorocaba, SP 23°26°43.41°S, 47°28°53.85"W
37 Sorocaba, SP 23°26°47.68’S, 47°28°55.59"W
38 Sorocaba, SP 23°26°47.68’S, 47°28°55.59"W
39 Sorocaba, SP 23°26°47.73’S, 47°28°54.35"W
40 Sorocaba, SP 23°25°20.40S, 47°30°22.50"W
41 Sorocaba, SP 23°29°41.56’S, 47°25°02.20"W
42 Sorocaba, SP 23°30°18.38’S, 47°25°05.58"W
43 Sorocaba, SP 23°30°18.27S, 47°25°06.12”W
44 Sorocaba, SP 23°30°10.62”S, 47°25°14.04"W

Legenda: S = latitude Sul; W = longitude Oeste. Fonte: Elaboracéo prépria.
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As coletas foram realizadas com auxilio de swabs estéreis, que foram
imediatamente acondicionados em tubos contendo meio de enriquecimento Brain Heart
Infusion (BHI). As amostras foram transportadas até o laboratorio em caixas térmicas com
gelo reciclavel. As amostras foram homogeneizadas manualmente para garantir a
adequada suspensdo dos microrganismos e incubadas a 37 °C por 24 h. Em seguida,
foram semeadas em placas de Petri por estriamento em quadrantes (técnica de streak
plate), utilizando uma alca de platina estéril previamente mergulhada na suspenséo. Para

o cultivo bacteriano, foi utilizado o meio de cultura agar Shigella-Salmonella (SS).

4.2.2.2 ldentificacdo dos isolados bacterianos

As amostras coletadas para isolamento e identificacdo de Salmonella foram
inicialmente semeadas em agar Shigella-Salmonella (SS) (Lee et al., 2015). As col6nias
que apresentaram caracteristicas tipicas, como centro enegrecido, foram entdo inoculadas
em caldo Rappaport Vassiliadis. Na sequéncia, foram submetidas a coloragéo de Gram e
analisadas em microscopio Otico para evidenciar sua coloracdo e morfologia (Brasil,
2013). Para a confirmacdo bioquimica, utilizou-se Enterokit B® que fornece um perfil
metabdlico inicial. Posteriormente, foram empregadas galerias API20E® permitindo a
identificacdo mais precisa com base em um painel de reacdes bioquimicas especificas
para enterobactérias (Biomérieux, 2024; Miranda et al., 2020). As amostras que
mantiveram perfil compativel com Salmonella foram submetidas a analise molecular por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com 0 objetivo de confirmar a identificacdo
bacteriana e assegurar que pertenciam ao género Salmonella. Por fim, foi realizada a
andlise genémica para confirmacdo da espécie e caracterizacdo aprofundada, incluindo
eventuais marcadores de resisténcia e variantes genéticas. As etapas sdo apresentadas de

forma detalhada abaixo.

4.2.2.2.1 Crescimento em meio de cultura agar Shigella-Salmonella (SS)

As amostras, apés inoculacdo em meio BHI, foram semeadas por estriamento em
agar SS. Este meio é seletivo e diferencial sendo utilizado para triagem preliminar de

colénias com morfologia compativel com Salmonella spp. (Lee et al., 2015).
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4.2.2.2.2 Crescimento em caldo Rappaport Vassiliadis

As amostras que mostraram crescimento caracteristico no meio agar SS foram
cultivadas em caldo Rappaport Vassiliadis, que € um meio seletivo para Salmonella,
promovendo 0 seu crescimento e inibindo outras bactérias entéricas (Laborclin, 2019).
As que apresentaram turvamento do meio, foram estriadas novamente em 4gar SS como

primeira etapa confirmatdria para Salmonella spp. (Brasil, 2013).

4.2.2.2.3 Coloracéo de Gram

Uma unidade formadora de colonia (UFC) foi transferida para uma lamina de
vidro de microscopio e espalhada cuidadosamente. Apds secagem ao ar, foi adicionada
uma gota do corante cristal violeta, deixando-o reagir por um min. Em seguida, a lamina
foi lavada com um leve jato de &gua purificada, e aplicou-se uma gota de lugol,
aguardando-se mais um min. A amostra foi entdo lavada com alcool por 30 s para o
processo de descoloracdo. Por fim, adicionou-se uma gota de fucsina por 30 s e a lamina
foi novamente lavada com agua destilada. A amostra foi analisada ao microscopio optico
(Pinto; Ribeiro, 2020; Brasil, 2013).

4.2.2.2.4 Enterokit B®

O Enterokit B® é composto pelos meios de cultura EPM, MILi e Citrato
Simmons. O meio EPM é utilizado para indicar fermentacdo em glicose e producdo de
gas, producdo de H-S, hidrélise de ureia e desaminagdo do triptofano. O meio MILi
permite a avaliagdo da motilidade bacteriana, da producdo de indol e da descarboxilizagédo
da lisina. O meio Citrato de Simmons evidencia a utilizacdo do citrato como Unica fonte
de carbono. Para o teste com os kits foram usadas somente as amostras que apresentaram
crescimento e coloracdo de Gram compativel com as caracteristicas de colonias de
Salmonella (Enterokit B, 2025).

Para a utilizacdo do Kit, a bactéria é inoculada em diferentes tubos de ensaio,
cada um contendo um meio de cultura especifico, desenvolvido para avaliar
caracteristicas bioguimicas distintas do microrganismo, tais como a capacidade de

fermentar glicose ou de produzir sulfeto de hidrogénio (H-S). Ap0s a incubacéo, a leitura
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dos resultados € feita observando as mudancas de cor ou outras reagdes que ocorrem nos
tubos. Cada uma das 9 (nove) provas bioquimicas recebe um valor numérico. Se a prova
for positiva (ou seja, a bactéria reagiu), atribui-se um namero especifico. Se a prova for
negativa (ndo houve reacdo), atribui-se o valor 0. Os valores numéricos de todas as provas
s&o somados para gerar um cddigo numeérico unico. Esse cddigo de quatro digitos € entdo
comparado com uma tabela de referéncia fornecida pelo fabricante. Nessa tabela, cada
cddigo corresponde a um tipo especifico de bactéria. Dessa forma, o codigo numérico
atua como a "assinatura” bioquimica da bactéria, permitindo sua identificacdo (Probac,
2024).

4.2.2.25 Galerias API20E®

As galerias foram utilizadas conforme as instrug6es do fabricante e os resultados
analisados por comparacdo com uma base de dados (Biomérieux, 2024). Inicialmente, é
fundamental que os microrganismos do grupo Enterobacteriaceae ou outros bacilos
Gram-negativos nao fastidiosos estejam isolados e recém-cultivados em meio de cultura
apropriado. Uma vez garantida essa condicao, prossegue-se com a preparacdo da galeria
e das respectivas amostras.

Apos a inoculacdo com a suspensdo bacteriana, as amostras sdo incubadas sob
condicdes controladas, geralmente por um periodo de 18 a 24 h a uma temperatura de 35
a 37 °C, permitindo o desenvolvimento metabolico das bactérias. Durante esse periodo,
é possivel observar alteracdes visuais, tais como mudancas de cor ou a formacéo de gas,
indicativos de atividade enzimatica especifica de cada cepa. Em seguida, a coloracéo
observada é comparada com a tabela de referéncia fornecida no manual da API (Anexo
11). Essa comparacédo ¢ fundamental para a identificagdo correta das bactérias, uma vez
que cada reacdo apresenta um perfil caracteristico de cor ou formacdo de gas. Os testes

utilizados estdo organizados e apresentados de forma esquematica na Tabela 5.
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Sigla Teste Substrato/Fungéo Bioquimica Resultado Positivo
. Hidrélise da ONPG liberando o-
ONPG B-galactosidase nitrofenol Amarelo
ADH Arginina di-hidrolase Descarboxilacdo da argenina Roxo
Lisina S .
LDC Descarboxilase Descarboxila¢do da argenina Roxo
OCD Ornitina descarboxilase Descarboxilagdo da argenina Roxo
. . Uso de citrato como Unica fonte de
CIT Citrato (Simmons) carbono — alcalinizacio Azul esverdeado
LS Produgéo de sulfeto de Reducdo de compostos sulfurados Pret
2 hidrogénio — FeS preto reto
Hidrolise da ureia — liberagdo de .
URE Urease NH; — alcalinizagio Rosa (pH alcalino)
. . Desaminagéo do triptofano (com Marrom
TODA Triptofano desaminase FeCly) avermelhado
Degradacéo do triptofano — indol
IND Indol (reagente Kovacs) Anel vermelho
VP Voges—Proskauer Producéo de acetina (via butanodiol) Rosa/vermelho
GEL Gelatinase Hidrolise de gelatina leuszi:])e[i)cr)eta no
. Fermentacédo da glicose —
GLU Glicose acidificacio Amarelo
. Fermentacdo do manitol —
MAN Manitol acidificacdo Amarelo
. Fermentagéo do inositol —
INO Inositol acidificacio Amarelo
. Fermentacédo do sorbitol —
SOR Sorbitol acidificacio Amarelo
Fermentacdo da ramnose —
RHA Ramnose acidificacio Amarelo
Fermentacdo da sacarose —
SAC Sacarose acidificacio Amarelo
i Fermentacéo da melibiose —
MEL Melibiose acidificacio Amarelo
Lo Fermentagéo da amigdalina—
AMY Amigdalina acidificacio Amarelo
. Fermentacéo da arabinose —
ARA Arabiose acidificacio Amarelo

Fonte: Adaptado de Biomérieux, 2024

O ensaio € realizado, inicialmente, com a preparacdo da galeria. Para a preparacédo
da galeria, adicionam-se 5 mL de &gua purificada nos microtubos, utilizando uma pipeta
descartavel, com o objetivo de criar um ambiente imido. Em relacdo as amostras, cada
uma deve ser diluida em um tubo estéril contendo 5 mL de agua destilada estéril. Apds a
diluicdo, a solucgéo deve ser utilizada imediatamente. Para a inoculagdo nos microtubos,
recomenda-se 0 uso de uma pipeta descartavel, tomando cuidado para evitar a formacao
de bolhas. A solucéo preparada deve ser distribuida em cada microtubo, preenchendo-os

parcialmente, com excecdo dos testes Citrato (CIT), Gelatinase (GEL) e Voges—
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Proskauer (\VVP), que devem ser preenchidos até a formacéo de menisco convexo, evitando
a presenca de ar. Nos testes Arginina di-hidrolase (ADH); Lisina descarboxilase (LDC),
Ornitina descarboxilase (OCD), Producéo de sulfeto de hidrogénio (H2S) e Urease (URE)
deve-se acrescer uma gota de 6leo mineral, para criar um ambiente de anaerobiose. Apos
esses procedimentos, incubar a 36 °C + 2 °C, por 18 — 24 h. Para a interpretacdo, €
necessario que pelo menos trés testes, exceto Glicose (GLU), apresentem resultados
confiaveis. Em seguida, devem-se adicionar os reagentes apropriados aos respectivos
microtubos. No microtubo Triptofano desaminase (TDA), aplicar uma gota do reagente
Triptofano desaminase (TDA); no Indol (IND), uma gota do reagente JAMES (p-
dimetilaminocinamaldeido dissolvido em alcool e &cido cloridrico); e no Voges—
Proskauer (VP), uma gota do reagente VP1 (Reagente 1 para VVoges-Proskauer composto
de a-naftol em etanol) seguida de uma gota do reagente VP2 (Reagente 2 para Voges-
Proskauer composto de hidroxido de potassio 40%). Para o teste VP deve-se aguardar 10
min antes da leitura dos resultados (Biomérieux, 2024). Os testes indicam positividade
ou negatividade de acordo com a escala de cores que o microtubo assume, seguindo o
Quadro de Leitura disponibilizado no Anexo 11. Para fins comparativos, a Figura 3
apresenta um exemplo de resultados positivos e negativos obtidos na galeria APl 20E.
(Biomérieux, 2024; Miranda et al., 2020).

Figura 3 — Imagens de testes negativos e positivos das Galerias API20E

TESTES NEGATIVOS
w y
(= | N (- -
‘e
> = O N : \ ' ' '
ONPG ADH LL)C‘(_)U(; LCIT!]  H2S um: TDA IND M:J IGELl GLU MAN INO (JI( HHA  SAC MEL /\MV ARA
TESTES POSITIVOS

/\/\/\

ONPG™ADH  LRC ODC, [CIT] #25 A upE DA IND Ve | IGELl GLUAMAN NGO SORA A SAG MEL A amy ARA

yopi 20¢

Fonte: Biomérieux, 2024
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4.2.2.2.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As bactérias que apresentaram turvacdo no meio Rappaport-Vassiliadis,
crescimento de colbnias enegrecidas em agar SS, morfologia Gram-negativa, resultado
positivo para Salmonella no Enterokit B® e porcentagens superiores a 20% para
Salmonella spp. nas galerias APl 20E foram selecionadas para andlise adicional. Essas
amostras foram enviadas ao laboratorio VetLab - Centro de Diagndstico Laboratorial
Veterinario (Sorocaba, SP, Brasil) para confirmacao por Reacdo em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real (PCR qualitativo), utilizando o kit comercial BAX® System PCR Assay
for Salmonella (Hygiena, 2025).

O processo consiste em trés etapas, sendo o primeiro a desnaturacdo do DNA a
95 °C, onde as fitas duplas de DNA se separam. Em seguida primers especificos ligam-
se nas regides alvos da sequéncia, essa etapa é chamada de anelamento. Por ultimo uma
enzima (DNA polimerase) estende esses primers sintetizando uma nova fita de DNA
complementar, chamada de extensdo. Essas trés etapas compdem um ciclo. A cada ciclo,
a quantidade de DNA-alvo € duplicada. Esse ciclo é repetido cerca de 40 vezes, levando
a um aumento exponencial da quantidade de DNA, o que permite, por exemplo, a
identificacdo bacteriana através da comparacao das sequéncias amplificadas com bases
de dados genéticos (Analytical Methods Committee, 2013; Khehra; Padda.; Swift, 2023;
Valones et al., 2009).

4.2.2.2.7 Anotacdo genémica

As Dbactérias com resultado positivo no PCR para Salmonella foram
encaminhadas para analise genébmica no Laboratorio Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida da Universidade Estadual de Campinas (LaCTAD —
Unicamp). Foram utilizados dados de sequenciamento Illumina Paired-End com 151
pares de bases (151 bp). As andlises realizadas incluiram: extracdo do DNA bacteriano;
verificacdo da qualidade dos dados; trimming e filtragem dos reads; montagem dos reads
Illumina; predicdo de genes e; anotacao funcional dos genes.

A extragdo do DNA de cada bactéria foi realizada utilizando o kit Qiagen
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen Biotecnologia, Hilden, Alemanha), e a quantificacéo foi
realizada por fluorimetria, utilizando o Qubit (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para o

trimming e a filtragem dos reads, foi utilizado o software Trimmomatic. A montagem dos
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reads foi realizada com o software SPAdes (verséo 4.0.0). O mapa gendmico circular foi

feito através da plataforma on-line Proksee (https://proksee.ca).

4.2.3 Curva de crescimento bacteriano

Apds as bactérias serem isoladas e confirmadas como Salmonella spp. por PCR
qualitativo, uma unidade formadora de colénia (UFC) foi retirada, com o auxilio de uma
alga esteéril, inoculada em 125 mL de caldo TSB estéril e incubada a 37 °C por 36 h. A
densidade dptica (OD) da cultura foi avaliada por espectrofotometria a 610 nm em
intervalos de tempo predeterminados. Nas primeiras 5 h, amostras foram coletadas a cada
30 min; nas 7 h seguintes, a cada h; e, posteriormente, mais trés amostras foram retiradas
nos tempos de 24, 36 e 48 h. Foram feitas curvas de crescimento das bactérias isoladas e

em coquetel (envolvendo as duas bactérias) nas mesmas condicdes (1:1).

4.2.4 Cultura bacteriana em placa de Petri (tapete bacteriano)

Foram utilizados 100 pL de suspensdo bacteriana, ajustada a uma densidade
Optica (OD) a 610 nm de 0,5, os quais foram adicionados a 5 mL de Molten Top-Agar a
37 °C, em um tubo Falcon estéril de 15 mL. A mistura foi suavemente homogeneizada e
vertida sobre placas de Petri contendo meio TSA sélido previamente preparado. As placas

foram enté&o incubadas a 37°C por 24 h.

4.2.5 Isolamento, amplificacdo e purificacdo de bacteriéfagos contra

Salmonella spp.

As metodologias para isolamento, purificacdo e propagacéo dos bacteriéfagos

seguiram as determinacdes de Balcéo e Vila (2023).


https://proksee.ca/

4.25.1 Coleta das amostras para isolamento de bacteriéfagos
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As amostras para o isolamento de bacteriéfagos foram coletadas a partir de

fontes ambientais em Sorocaba e regido/SP, como terra e agua de lagos e rios. A Tabela 6

indica os locais de coleta das amostras.

Tabela 6 — Caracterizacdo das amostras coletadas para identificacdo e isolamento de

bacteriéfagos liticos segundo localiza¢do e matriz ambiental

Numero | Origem Cidade Coordenadas GPS
1 Riacho Sorocaba, SP 23°29°46.81” S, 47°27°49.61” W
2 Solo Sorocaba, SP 23°29°46.81” S, 47°27°49.61” W
3 Lago Sorocaba, SP 23°30°59.67” S, 47°28°18.08” W
4 Riacho Sorocaba, SP 23°31°28.837 S, 47°28°05.47° W
5 Lago Sorocaba, SP 23°30°59.67” S, 47°27'53.73” W
6 Riacho Sorocaba, SP 23°30'52.56” S, 47°26'39.98” W
7 Rio Sorocaba, SP 23°29'37.63” S, 47°26'46.89” W
8 Lago Sorocaba, SP 23°31'14.30” S, 47°29'13.53” W
9 Solo Sorocaba, SP 23°31'11.96” S, 47°30'12.78” W
10 Solo Votorantim, SP 23°31'16.84” S, 47°30'10.45” W
11 Lago Sorocaba, SP 23°28'54.43” S, 47°25'48.19” W
12 Esgoto Sorocaba, SP 23°28'52.24” S, 47°25'43.12” W
13 Solo Sorocaba, SP 23°31'51.79” S, 47°26'39.97° W

Legenda: S = latitude Sul; W = longitude Oeste.
Fonte: Elaboragéo propria

4.2.5.2 Enriquecimento das amostras

Para as amostras liquidas, foram utilizados diretamente 50 mL, enquanto, para as
amostras solidas, foram pesados 10 g, aos quais se adicionaram 50 mL de tampdo SM,
em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, foram adicionados 50 mL de
caldo TSB 2X e 50 puL de uma suspenséo bacteriana de Salmonella spp., com densidade
Opticaem 610 nm (OD) ajustada para 0,5. As amostras foram incubadas em estufaa 37 °C
por 24 h. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 9000 rpm por 10 min. Os
sobrenadantes foram cuidadosamente coletados, microfiltrados utilizando filtros com

poros de 0,22 um e armazenados em tubos Falcon estéreis.
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4.2.5.3 Teste da gota ou spot-test

Com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados 10 pL do filtrado anterior,
sobre o tapete bacteriano previamente preparado. A placa de Petri foi incubada por 24 h
a 37 °C. Apos o periodo de incubacdo, a presenca de halos de lise indicou a ocorréncia de

bacteriofagos, enquanto sua auséncia indicou resultado negativo.

4.2.5.4 Isolamento de placas bacteriofagicas

Uma fita de papel filtro estéril embebida na solucao fagica filtrada foi aplicada
sobre um tapete bacteriano previamente preparado, comecando pelo topo até esgotar todo
o liquido do papel em uma fileira. Com uma nova fita ndo umedecida na solucéo,
arrastou-se novamente no tapete bacteriano, cobrindo metade da camada anterior,
repetindo-se o procedimento até cobrir a totalidade da placa de Petri. A placa foi incubada
a 37 °C por 24 h. Ap0s esse periodo, buscou-se uma Unica placa bacteriofagica isolada, e
picou-se com um palito de madeira estéril. Esse bacteriéfago isolado foi transferido para
uma nova placa com tapete bacteriano, picando-a diversas vezes em diferentes pontos (do
topo ao fim, na horizontal).

Por ultimo uma nova fita de papel filtro estéril foi deslizada por cima dos pontos
picados e a placa novamente incubada a 37 °C por 24 h. Esse processo foi repetido trés

vezes para garantir o isolamento de um Gnico bacteriéfago.

4.25.5 Amplificacdo de particulas fagicas

Com o auxilio de um palito de madeira estéril, e a partir de uma Unica placa
fagica isolada, picou-se 10 placas de Petri previamente preparadas com tapete bacteriano,
diversas vezes na horizontal, do topo até o fim da placa. Com uma fita de papel filtro
estéril, deslizou-se acima da camada picada. As placas foram levadas a incubacéo a 37 °C
por 24 h. Apos incubacdo e, verificando se ocorreu lise completa nos tapetes bacterianos,
foram adicionados 5 mL de tampdo fagico em cada placa de Petri, as quais foram vedadas

e armazenadas a 4°C por 12 h.
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4.2.5.6 Purificacdo das particulas fagicas

Apos 12 h de incubacgdo a 4 °C, o liquido presente nas placas na etapa anterior
foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, e adicionado cloroférmio na proporcao 10:1.
A solucéo foi centrifugada a 2500 rpm por 20 min e, em seguida, o sobrenadante foi
cuidadosamente removido e filtrado em Stericup® com membrana esterilizante de 0,22
pm. Esta suspensdo foi armazenada a 4 °C, sendo considerada a solucdo estoque do
bacteri6fago.

4.2.5.7 Determinacao do titulo fagico

O titulo da suspensdo fagica (UFP/mL, unidade formadora de placas por
mililitros) foi estabelecido por meio do plagueamento das suspensdes fagicas diluidas em
série, utilizando o método de &gar de dupla camada. Depois do periodo de incubacéo, as
placas bacteriofagicas formadas foram contadas, considerando somente as placas com 20
a 200 lises fagicas ou UFP. O titulo fagico da concentracdo do estoque de bacteriofagos
foi calculado usando a Equacgédo 1. A metodologia aplicada seguiu as determinagfes de
Balcéo e Vila (2023).

1 1

T .~ X
Diluicdo ™ V. inéculo (mL)

Titulo fagico = UFP x

(Equagéo 1)
Onde: UFP é o nimero de unidades formadoras de placa; e V. indculo é o volume de

in6culo em mL

4.2.6 Caracterizacdo fisico-quimicas dos bacteriéfagos isolados

Os bacteriéfagos isolados foram caracterizados fisico-quimicamente por meio
da determinacdo do perfil de absor¢do no espectro de luz UV-Vis e do coeficiente de
extingcdo molar. O perfil das proteinas estruturais foi obtido por eletroforese em gel de
poliacrilamida, e as caracteristicas morfoldgicas foram analisadas por meio de imagens

de microscopia eletronica de transmissdo (MET).



57

4.2.6.1 Perfil de absorc¢ao das particulas fagicas por varredura espectral UV-Vis

Foram realizadas varreduras no espectro eletromagnético, abrangendo as regides
do ultravioleta e do visivel (190 a 1100 nm). Para isto, foram utilizadas diluicdes das
suspensoes concentradas dos bacteriofagos (200 puL de suspensdo concentrada de

bacteridofago em 2800 uL. de tampao fagico SM).

4.2.6.2 Determinacao do coeficiente de extingdo molar ( &)

Cinco diluices foram realizadas em tampéo fagico SM, utilizando diferentes
volumes da suspensao concentrada do bacteriéfago (10, 25, 50, 100, 150 e 200 pL para
volume final total de 2000 pL). As solugdes foram analisadas no comprimento de onda
gue gerou a maxima absor¢do na varredura espectral UV-Vis (251 nm) e em 320 nm
(comprimento de onda em que os croméforos das particulas fagicas absorvem pouca luz),
sendo obtida a diferenca entre os valores. A subtracdo do valor de absorvancia em 320
nm visa corrigir de forma aproximada o espalhamento de luz provocado pelas particulas
de bacteriofagos e particulados nédo fagicos. Depois da leitura e, usando o titulo fagico

obtido foi aplicada a equagédo de Beer-Lambert (Equagéo 2).

Abs = €. L.C
(Equagéo 2)
Onde: Abs é a absorvancia; € é o coeficiente de extingdo molar; L é o percurso 6tico
da cubeta (1cm) e C é o titulo fagico UFP/ mL.

4.2.6.3 Eletroforese em gel de policrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-
PAGE)

Para determinar o perfil de proteinas estruturais dos bacteriéfagos e suas
distribuicdes de pesos moleculares, 500 pL das suspensdes concentradas dos
bacteriofagos foram adicionados a um volume igual (500 pL) de tampao de disrupcao
(1,51% (m/v) Tris-Base, 0,5% (v/v) p-mercaptoetanol, 4% (m/v) dodecilsulfato de sédio
(SDS), 10% (v/v) glicerol, e 0,012% (m/v) azul de bromofenol) em tubo Eppendorf®
(com tampa previamente perfurada) e aquecido a 100 °C durante 10 min. Na sequéncia,

realizou-se analise eletroforética do sobrenadante das amostras (20 uL) ¢ de marcadores
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de peso molecular (5 pL de Pre-stained Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
da Bio-RAD, com padrdes de proteinas com pesos moleculares entre 10 kDa e 250 kDa),
com os géis (gel de concentragdo com 5% (m/m) acrilamida-bisacrilamida / gel de
separacdo com 12% (m/m) acrilamida-bisacrilamida) corridos a uma voltagem de 200 V,
20 mA por gel, 20 W, durante 60 min. Apo6s corrida, os géis foram corados com Coomassie

Brilliant Blue R-250 e fotografados para analise.

4.2.6.4 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

Para a andlise dos bacteriéfagos por microscopia eletrénica de transmisséo,

foram preparadas grades de cobre com 3 mm de didmetro, naturalmente hidrofébicas
(Ultrathin Formvar/Carbon on a 200 mesh copper grid, Electron Microscopy Sciences,
Hatfield PA, EUA). Para a coloracdo negativa, uma grade foi imersa em uma gota da
solugdo concentrada de fagos. Em seguida, a grade foi mergulhada em 3 pL de solucao
aquosa de acetato de uranila a 2% (pH 7, m/m) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e
deixada secar ao ar. Apos 30 segundos, o excesso de corante foi cuidadosamente
removido com papel de filtro, conforme o protocolo descrito por Balcéo et al. (2022a, b).
A visualizacdo e documentacdo das amostras foram realizadas em Microscopio
Eletronico de Transmissdo JEOL, modelo JEM 2100 (Tokyo, Japdo), equipado com
filamento de LaB6, operando a 200 kV e oferecendo resolucdo de 0,23 nm. As imagens
foram capturadas com uma camera CCD de alta resolucdo da GATAN Inc., modelo
ORIUS™ 832.J4850 SC1000B (Pleasanton CA, EUA), com resolucao de 11 Mp (4,0 x
2,7 k pixels /9 x 9 um?). A aquisi¢do das imagens digitais foi feita utilizando o software

Gatan Microscopy Suite (Digital Micrograph, versdo 2.11.1404.0, Gatan Inc.).

4.2.7 Caracterizacgdo biologica dos bacteriéfagos isolados

Para a caracterizacdo bioldgica dos fagos, foram seguidos os métodos descritos
por Balcdo e Vila (2023). Realizou-se a curva de crescimento de um sé ciclo sincrono
(OSGC), destinada a determinacdo dos parametros de crescimento dos bacteriéfagos
(periodo de eclipse, periodo latente, periodo de acumulacdo intracelular e tamanho de
explosdo). Também foi feita a curva de adsorcao para estimar a taxa de adsorcéo dos fagos

a bactéria hospedeira. A seguir, foram avaliadas a gama de hospedeiros (host range) e a
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eficiéncia de plagueamento (EOP), a fim de determinar o potencial de infecgdo do

bacteriofago. Por fim, foram determinadas as curvas de inativagéo bacteriana in vitro.
4.2.7.1 Gama de hospedeiros (host range) e eficiéncia de plaqueamento (EOP)

A gama de hospedeiros do bacteriéfago foi determinada por meio do teste da
gota ou spot-test utilizando as cepas bacterianas listadas na Tabela 1.

Foram utilizados 5 mL de meio MTA-TSB, previamente inoculados com 100 pL
das diferentes cepas bacterianas e sobrepostos ao meio TSA solido. Na sequéncia, as
placas de Petri foram inoculadas com 5 L da suspensdo de bacteriéfago. As placas foram
incubadas na temperatura 6tima de crescimento da cepa bacteriana (37 °C) e avaliadas
quanto a formacéo de placas de lise apds 24 h.

A sensibilidade das bactérias ao bacteriéfago recém-isolado foi determinada pela
presenca de zonas de lise claras no tapete bacteriano. As bactérias testadas foram
classificadas com base na translucidez dessas zonas: (+) para zona de lise clara (bactéria
suscetivel) e (-) para auséncia de lise (bactéria resistente). O teste de eficiéncia de
plagueamento (EOP) foi realizado apenas nas bactérias que apresentaram resultado
positivo no spot-test. A Eficiéncia de Plagueamento (EOP) foi calculada pela razdo entre
o titulo obtido na infeccdo de cada bactéria-alvo e o titulo obtido na infec¢do da cepa
hospedeira original de isolamento, considerada como 100% de eficiéncia, conforme a
Equacdo (3). Os valores de EOP foram apresentados como a media de trés ensaios
independentes e classificados em relacdo ao hospedeiro de isolamento nos seguintes
niveis: elevado (> 50%), moderado (10% — 0,1%), baixo (0,1% — 0,001%) ou ineficiente
(<0,001%).

Média das UFP da bactéria alvo
Médiadas UFP da bactéria hospedeira

EOP =

(Equacéo 3)

Onde: EOP = Eficiéncia de plagueamento; UFP= unidade formadoras de placas.
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4.2.7.2 Curva de adsorcdo das particulas fagicas

Para a determinacdo do tempo adsorcdo dos fagos foi utilizada uma suspensao
bacteriana previamente preparada em 25 mL de meio liquido TSB, incubada a
temperatura 6tima de crescimento da bactéria hospedeira (37 °C) até atingir a fase
exponencial, correspondente a uma densidade éptica (OD) de 0,5 a 610 nm. A partir dessa
suspensé&o, foi ajustada a multiplicidade de infeccdo (MOI) para 0,001, definida como a
razao entre a concentracao de particulas virais e a concentracdo de células bacterianas, de
modo a garantir, que cada particula fagica tenha pelo menos uma célula bacteriana
hospedeira. Aguardou-se 30 s (tempo zero), coletou-se uma aliquota de 50 pL da amostra
e foram realizadas diluigdes seriadas até 10°. Em seguida, foram feitas coletas de
aliquotas do mesmo volume a cada 5 min durante os primeiros 30 min do ensaio. Ap6s
esse periodo, as coletas foram realizadas em intervalos de 10 min, até completar um total
de 150 min de experimento. As aliquotas de 50 pL coletadas foram imediatamente
transferidas para 400 puL de meio TSB suplementado com 50 uL de cloroférmio,
garantindo a inativacao das células bacterianas. Nas dilui¢des subsequentes (102 a 107%),
a adicdo de cloroformio ndo € necessaria. As placas de Petri foram armazenadas em estufa
a 37 °C por 24 h, para contagem posterior das placas fagicas, considerando as contagens
entre 3 e 30 placas fagicas. Os resultados obtidos foram aplicados a Equacdo 4 (Harada
et al., 2022). O ajuste ndo-linear dos dados experimentais normalizados de adsor¢édo dos
fagos ao modelo matematico mencionado foi realizado utilizando a funcdo Solver do
Microsoft Excel (Microsoft, Redmond WA, EUA).

Pt ) 6.X _ 8Xot®
0o~
_ = 1+ e o)y
Po 68.Xo+ @ ()
(Equacéo 4)

Onde: P: e Pg sdo as concentragdes de fago (UFP mLt) nos tempos t e 0;
respectivamente; & é a taxa de adsor¢do do fago (de primeira ordem) nas células hospedeiras
bacterianas suscetiveis (UFC* mL min); ¢ é a taxa de dessorc¢ao dos fagos (de primeira ordem)
dos complexos reversiveis fago-bactéria (min); Xo representa a concentracao inicial de células

bacterianas (UFC mL) ndo infectadas (suscetiveis); e t € o tempo de infeccdo (min).
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4.2.7.3 Curvaem um so ciclo sincrono de crescimento (OSGC)

Os parédmetros de crescimento do bacteriéfago foram determinados por meio da
curva de um so ciclo de crescimento sincrono (OSGC, do inglés One-Step Growth Curve),
com base em trés experimentos independentes. A aplicacdo da OSGC possibilitou a
caracterizacdo dos principais parametros do ciclo replicativo do fago na cepa bacteriana
hospedeira, incluindo os periodos de eclipse, latente e de acumulacéo intracelular, além
do tamanho de exploséo (burst size) ou rendimento de morfogénese. Na curva OSGC, o
periodo de eclipse corresponde ao intervalo de tempo ap06s a penetracdo e injecdo do
genoma fagico no citoplasma da célula hospedeira, durante o qual ocorre a biossintese e
montagem dos novos bacteriéfagos, mas ainda sem liberacdo de particulas virais. O
periodo latente abrange o tempo entre a infeccdo e a lise celular, momento em que os
fagos formados sdo liberados. A fase de acumulacdo intracelular é definida como a
diferenca entre o periodo latente e o periodo de eclipse. O tamanho de explosdo (burst
size) refere-se ao nimero de particulas virais produzidas por célula infectada (progenia
fagica). Os dados experimentais obtidos foram representados graficamente e ajustados
por regressdo ndo linear utilizando um modelo matematico sigmoidal de quatro
parametros (modelo 4-PL — Four-Parameter Logistic Regression), conforme descrito na
Equacdo 5 (Balcéo e Vila, 2023; Harada et al., 2022).

PO — Poo
Log (Pt) = P +—FF

1+ ()
A
(Equagéo 5)
Onde: P: representa a concentracao de fago (UFP/mL) no momento t; Po representa a
concentragdo de fago em t = 0; P representa concentra¢do de fago em t= oo; A é 0 ponto de

inflex&o da curva; B é o declive que define a inclinagdo da curva e; t é o tempo (min).

4.2.7.4 Curvasde inativagdo bacterianainvitro a varios valores de MOI, utilizando

o0s bacteri6fagos isoladamente e em coquetel

A inativacdo bacteriana pelos bacteriéfagos isolados foi avaliada por meio de
ensaios laboratoriais in vitro, utilizando multiplicidades de infecdo (MOI) de 0,01, 1, 10
e 100. Os testes foram realizados individualmente para cada fago e também com um

coquetel contendo ambos, nos mesmos valores de MOI.
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A cultura bacteriana hospedeira foi preparada a uma concentragao de 1,0 x 10°
UFC/mL, enquanto as suspensfes fagicas foram ajustadas para alcancar os MOlIs
desejados. Para cada condicdo, suspensdes bacterianas e fagicas foram inoculadas em
tubos de vidro esterilizados contendo 10 mL de meio TSB e incubadas a 37 °C, sem
agitacdo. As proporcg0es utilizadas foram as seguintes:

. MOI 0,01: bactéria (1 x 10° UFC/mL) e fago (1 x 103 UFP/mL);

. MOI 1: bactéria (1 x 105 UFC/mL) e fago (1 x 10° UFP/mL);

. MOI 10: bactéria (1 x 10> UFC/mL) e fago (1 x 10° UFP/mL);

. MOI 100: bactéria (1 x 10° UFC/mL) e fago (1 x 107 UFP/mL).

Para a formulacdo do coquetel fagico, foram adicionados os volumes
congruentes de cada fago até que a concentragdo final do coquetel fosse de 1x10%°
UFP/mL. Em seguida foram adicionados as bactérias para se atingir os MOIs previamente
estabelecidos.

Em cada ensaio, foram preparados dois controles: (i) um contendo apenas a
suspensdo féagica e (ii) outro contendo apenas a cultura bacteriana. A amostra
experimental foi composta pela adi¢cdo simultanea da bactéria e do(s) fago(s), conforme
0 MOI correspondente. As amostragens foram realizadas nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10,
12 e 24 h de incubacdo. Em cada intervalo, coletaram-se 50 pL de cada tubo, transferidos
para microtubos contendo 450 pL de tampdo fagico, nos quais foram realizadas dilui¢cdes
seriadas até 10°®. Para a quantificagdo bacteriana, 5 pL. das amostras do controle
bacteriano e dos tratamentos foram plagueados em meio TSA. Para a quantificacdo das
particulas fagicas, o mesmo volume (5 L) foi plagueado em placas de Petri com agar em
dupla camada, contendo um tapete bacteriano recém-semeado (100 pL de cultura
bacteriana adicionados a 4,5 mL de meio MTA-TSB). Todas as placas foram incubadas a
37 °C para posterior contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC) e unidades

formadoras de placa (UFP).

4.2.7.5. Frequéncia de mutantes bacterianos espontaneos resisténtes aos fagos
Foram isoladas dez colbnias de cada amostra de Salmonella spp. sensiveis aos

respectivos fagos, as quais foram inoculadas individualmente em 5 mL de caldo TSB

(Tryptic Soy Broth). Os indculos foram incubados por 18 h, sob condigdes adequadas,

para a realizacdo do experimento. Em seguida, tubos tipo Eppendorf contendo 450 uL de
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PBS foram preparados para a obtencdo de diluicdes seriadas até 1077, as quais foram
realizadas individualmente a partir de cada indculo.

As diluigdes seriadas entre 10~ e 1077 das bactérias sensiveis foram plaqueadas
em meio TSA (Tryptic Soy Agar) pelo método de incorporacdo. Paralelamente, as
dilui¢des seriadas de 10° a 10 foram plaqueadas utilizando 100 pL da suspensdo
bacteriana, adicionados a 200 pL da suspensdo de fagos (1 x 108 UFP/mL), em 4,0 mL
de meio MTA-TSB, sendo a mistura vertida sobre placas contendo TSA.

Todas as placas de Petri foram incubadas por 24 h, e as colonias formadas na
superficie do agar foram posteriormente contadas. A frequéncia de emergéncia de
mutantes espontaneos do hospedeiro bacteriano resistentes aos fagos foi calculada pela
razdo entre o nimero de bactérias resistentes semeadas em agar de dupla camada (obtidas
a partir das bactérias que emergiram na presenca das particulas de fagos) e o nimero total
de bactérias sensiveis semeadas por incorporacdo (preparadas a partir da cultura sem
fagos), conforme descrito por Balcdo e Vila (2023). Foram realizados trés ensaios
independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Salmonella spp. € uma bactéria de interesse em saude, uma vez que é uma das
principais bactérias causadoras das Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA). Estas
doencas espalham-se pelo mundo inteiro, levando a diferentes surtos, hospitalizacdes e
6bitos (Knodler; Elfenbein, 2019; Silva et al., 2019).

A preocupacdo torna-se ainda maior ao se verificar os indices de resisténcia de
diferentes tipos de bactérias causadoras das DTAs, incluindo a Salmonella spp. Diante
desse cenario, torna-se imprescindivel a busca por novos métodos de tratamento. Nesse
contexto, destaca-se o crescente interesse no uso de bacteriofagos, devido a sua
especificidade e eficiéncia como agentes terapéuticos alternativos (Benevides, 2019;
Ricke et al., 2020).

5.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

As amostras de fezes de frangos foram coletadas proximas de propriedades com
caracteristicas de criacdo familiar, ou seja, sem carater industrial, com manejo sanitario
limitado e sujeitas a fiscalizagcbes menos frequentes dos produtos ali originados. Essa
escolha baseou-se, principalmente, na maior ocorréncia de falhas de manejo sanitario em
pequenas granjas, fator que pode favorecer a disseminacao de Salmonella spp. tanto entre
0s animais quanto nos produtos derivados (Maia et al., 2011; Schwartz; Abreu, 2014).
Destaca-se ainda o estudo de Miranda et al. (2020), que analisando amostras de fezes de
um plantel industrial de frangos destinados ao consumo humano, ndo encontraram indices
significativos de Salmonella spp., atribuindo esse resultado ao rigoroso controle sanitario
da propriedade.

No presente estudo, foram coletadas 44 amostras de fezes de frangos visando a
deteccdo de Salmonella, seguidas de isolamento e identificagdo do agente. O reservatorio
mais comum de Salmonella é o trato gastrointestinal de uma ampla gama de animais
domeésticos e selvagens, por isto, a escolha de fezes de frangos como amostras (Ferrari et
al., 2019).

O desenvolvimento de métodos eficientes e confidveis para a deteccdo de
Salmonella é essencial, considerando a relevancia da salmonelose para a saude publica.

Os testes utilizados para a identificacdo do patdégeno podem ser classificados em
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diferentes categorias, de acordo com o principio analitico empregado, incluindo métodos
de cultura convencionais, ensaios imunologicos, testes baseados em acidos nucléicos,
ensaios bioquimicos miniaturizados e biossensores (Lee et al., 2015).

Inicialmente, todas as amostras foram incubadas em meio nutritivo BHI (Brain
Heart Infusion). Destaca-se que, embora esse caldo ndo seja seletivo para Salmonella
spp., ainda é o recomendado pela Portaria n® 126 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 1995) por apresentar bons resultados, conforme
observado por Miranda et al. (2020). No entanto, o uso do BHI é questionado por
pesquisadores como Stoppa et al. (2015), que demonstraram maior eficiéncia no uso de
meios seletivos, como Tetrationato, Selenito e Rappaport-Vassiliadis. Em seus estudos,
esses meios apresentaram desempenho superior na recuperacdo de Salmonella spp.,
reforgando a importancia da seletividade no processo de isolamento bacteriano.

As amostras que apresentaram turvacao no meio BHI, indicativo de crescimento
bacteriano, foram semeadas em &gar Shigella-Salmonella (SS) e incubadas a 37 °C por
24 h, como etapa inicial do processo de identificacdo microbiologica. Utilizou-se 0 meio
agar SS, que € um meio de cultura seletivo e diferencial, permitindo a identificacao visual
das colbnias de Salmonella spp. O &gar SS é capaz de inibir o crescimento de bactérias
indesejadas e evidenciar caracteristicas tipicas de Salmonella spp. O 4gar SS contém sais
biliares, verde brilhante e citrato de sddio, que atuam como agentes seletivos, inibindo o
crescimento de microrganismos Gram-positivos. A presenca de lactose no meio permite
a diferenciacdo entre bactérias fermentadoras e ndo fermentadoras desse agucar. As
bactérias lactose-positivas, ao fermentarem a lactose, produzem acido, o qual, na presenca
do indicador vermelho de fenol, promove a formacéo de coldnias de coloracao rosa. Ja as
bactérias lactose-negativas formam colénias incolores ou transparentes. Além disso, a
presenca de tiossulfato de sddio e citrato férrico permitem a deteccdo da producdo de
sulfeto de hidrogénio (H2S), evidenciada pelo aparecimento de centros enegrecidos nas
colbnias. A presenca de col6nias incolores ou com centro enegrecido (devido a produgéo
de H2S) é indicativa da possivel presenca de bactéerias do género Salmonella, uma vez que
o0 agar SS apresenta coloracéo original vermelho-alaranjada. O escurecimento ocorre pela
acdo do tiossulfato de sodio e do citrato férrico, que reagem com o sulfeto de hidrogénio
produzido por algumas cepas, formando um precipitado negro. Ja as col6nias incolores,
que nao fermentam lactose nem produzem H:S, também podem representar cepas de

Salmonella ou Shigella (Brasil, 2020).
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Das 44 amostras coletadas, quatorze (14) apresentaram crescimento compativel
com o de Salmonella spp. em meio agar Shigella-Salmonella, e os resultados estdo

expressos na Tabela 7.

Tabela 7 - Morfologia e coloragdo das colénias de amostras cultivadas em agar Shigella-
Salmonella (SS) sugestivas de Salmonella spp.

Amostra Foto

Amostra 4

Amostra 6

Amostra 7

Amostra 11

Amostra 12

Amostra 13

Amostra 18
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Amostra 20

Amostra 22

Amostra 23

Amostra 29

Amostra 34

Amostra 36

Amostra 39

Legenda: Cor original do meio: vermelho-alaranjado. Coldnias incolores ou com centro negro (H=S):
suspeita de Salmonella
Fonte: Elaboracéo propria.

Conforme apresentado na Tabela 7, quatorze (14) amostras apresentaram
crescimento compativel com as caracteristicas tipicas de col6nias de Salmonella spp., as
quais se distinguem pelo centro enegrecido, resultante da produgdo de sulfeto de
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hidrogénio (H2S) (Lee, 2015; Embrapa, 2016). Apesar de duas amostras (41 e 42) terem
apresentado producdo de H>S, ndo houve o aparecimento de colonias isoladas para serem
consideradas suspeitas de Salmonella spp., como indica o fabricante (TM Media, 2022).
O 4agar SS é um meio de cultura seletivo que inibe o crescimento de bactérias
Gram-positivas e de algumas Enterobacteriaceae que ndo pertencem aos géneros Shigella
e Salmonella. E considerado o principal meio para o isolamento e identificagdo de
Salmonella spp. a partir de amostras fecais, uma vez que, existem meios mais especificos
para Shigella. Apesar de sua seletividade, é possivel observar o crescimento de outras
bactérias, como Escherichia coli, Enterococcus spp., Klebsiella spp. e Proteus spp. No
entanto, essas col6nias geralmente apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas no
meio, o0 que permite sua diferenciacdo visual (Titan Biotec, 2024).

No agar SS, as colonias de Salmonella spp. apresentam-se intensamente
enegrecidas devido a produgdo de HS. As colonias de Shigella spp. séo tipicamente
transparentes, enquanto Proteus spp. formam coldnias também transparentes, porém com
centro escurecido pela produgdo de H2S. As colonias de Escherichia coli tém coloragédo
rosada e aspecto purulento; Klebsiella spp. apresentam col6nias rosadas, com textura
cremosa e; Enterococcus spp. formam coldnias transparentes. A Salmonella spp. € a que
apresenta melhor crescimento em mais de 50% dos cultivos. Ja Shigella tem crescimento
entre 40 a 50% dos casos, Proteus spp. entre 30 a 40%, E. coli e Klebsiella com
crescimento entre 20 a 30% dos casos e Enterococcus spp. menos de 10% dos casos (TM
Media, 2022).

Os aspectos das coldnias foram observados também nas pesquisas de Alamos et
al. (2018), Laranjeira et al. (2020), Rezende et al. (2016) e Rodrigues (2016), nos quais
amostras ambientais foram cultivadas em agar SS, utilizando o método de esgotamento.

Esses trabalhos obtiveram resultados positivos para Salmonella spp., com padrées de
crescimento semelhantes aos observados neste estudo, demonstrando, assim, a
efetividade do agar SS na diferenciacdo de culturas com base na coloracéo das colonias.

Como etapa inicial para a identificagdo bacteriana, foi realizada a coloracgdo de

Gram nas 14 amostras que apresentaram crescimento compativel com Salmonella spp.
em agar SS. As amostras testadas apresentaram coloragdo Gram-negativa (coloragéo
rosa/vermelha), conforme esperado na literatura para Salmonella spp. (Brasil, 2011).

A teoria mais aceita para explicar a coloracdo de Gram baseia-se nas diferentes

propriedades de permeabilidade da parede celular dos microrganismos, que resultam na

distingéo das cores observadas ao microscépio entre bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas. As bactérias Gram-positivas sdo caracterizadas pela coloragdo roxa ou violeta,
enquanto as Gram-negativas apresentam coloracdo rosa ou vermelha (Brasil, 2001;
Tanaka, 2024). Segundo essa teoria, todas as células séo inicialmente coradas com violeta
de genciana. Em seguida, é aplicado o lugol, que promove a fixagdo do corante por meio
da formacdo do complexo iodo-pararosanilina. Apo6s a aplicagdo do alcool como
descolorante, as bactérias com parede celular rica em peptidoglicano (mureina) retém o
corante violeta, permanecendo roxas ou violeta. J& as bactérias cuja parede celular é
composta predominantemente por lipidios, como os acidos graxos, perdem o corante
violeta e adquirem a coloragdo do corante secundério, a safranina, apresentando-se em
tons de rosa ou vermelho (Brasil, 2001).

A Salmonella spp. é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, como acontece com grande parte das bactérias de interesse da saude
publica (Brasi, 2011; Carneiro, Costa, 2020; Miranda et al., 2020; Oliveira, Paula; 2021;
Silva, 2014; Silva, 2018). Dessa forma, todas as amostras foram consideradas como
potenciais Salmonella dando sequéncia aos ensaios de identificacao.

As amostras foram inicialmente enriquecidas em meio BHI seguindo a indicacéo
do MAPA, pela portaria n°126 (Brasil, 1995). Porém pesquisadores como Stoppa et al.
(2015) e Silva (2023) evidenciaram a maior eficiéncia do caldo Rappaport Vassiliadis
para o0 crescimento seletivo para amostras suspeitas de Salmonella. Assim, como uma
forma de confirmacdo, antes de testes mais especificos, todas as 14 amostras foram
inoculadas em caldo Rappaport Vassiliadis que é um caldo nutritivo especifico e seletivo
da Salmonella (Laborclin, 2019). As amostras que mostraram turvacdo do caldo
Rappaport Vassiliadis, foram reconfirmadas como positivas para Salmonella spp.

A proxima etapa foi 0 emprego de testes bioquimicos, usando-se o Enterokit B®
da empresa Probac do Brasil Produtos Bacterioldgicos Ltda (Sdo Paulo, SP, Brasil). De
acordo com o fabricante, o Enterokit B® é composto por meios especificos com a
finalidade de testar nove (9) caracteristicas bioquimicas, permitindo assim identificar a
grande maioria das enterobactérias isoladas de amostras clinicas ou ambientais. Foram
testadas as amostras positivas crescidas em agar SS e caldo Rappaport Vassiliadis e
constatadas como Gram-negativas. Os resultados observados apds de 24 h a temperatura

de 37 °C estdo compilados na Tabela 8.



Tabela 8 - Resultados das amostras incubadas no Enterokit B ®
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Amostra4
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gas 0 LTD 0 Lisina 2
H.S 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado =1 Resultado =1 Resultado = 2
Interpretacéo (112) - Salmonella typhi
Amostra 6
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gas 2 LTD 0 Lisina 0
H.S 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado = 3 Resultado =1 Resultado =0
Interpretacéo (310) - Salmonella paratyphi
Amostra 7
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gas 2 LTD 0 Lisina 2
HS 0 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado = 2 Resultado =1 Resultado = 2
Interpretacgéo (212) - Salmonella cholerausis, Hafnia alvei, Serratia liquefacius
Amostra 11
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gas 0 LTD 0 Lisina 2
H.S 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado =1 Resultado =1 Resultado = 2
Interpretacéo (112) - Salmonella typhi
Amostra 12
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gas 2 LTD 0 Lisina 0
HS 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado = 3 Resultado =1 Resultado =0
Interpretacéo (310) - Salmonella paratyphi A.
Amostra 13
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 4 Indol 4
Gas 2 LTD 2 Lisina 0
H.S 1 Motilidade 1 Citrato 1
Resultado = 3 Resultado =7 Resultado =5

Interpretacéo (112) - Salmonella typhi
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Amostra 18
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gés 2 LTD 0 Lisina 0
H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado =3 Resultado = 1 Resultado =0
Interpretacéo (310) - Salmonella paratyphi
Amostra 20
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 4 Indol 4
Gés 2 LTD 2 Lisina 0
H,S 1 Motilidade 1 Citrato 1
Resultado =3 Resultado = 7 Resultado =5
Interpretacéo (375) - Proteus vulgaris
Amostra 22
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gés 2 LTD 0 Lisina 0
H,S 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado =3 Resultado = 1 Resultado =0
Interpretacéo (310) - Salmonella paratyphi
Amostra 23
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 4 Indol 4
Gés 0 LTD 2 Lisina 0
H,S 1 Motilidade 1 Citrato 1
Resultado = 1 Resultado = 7 Resultado =5
Interpretacéo (175) - Proteus vulgaris
Amostra 29
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gés 0 LTD 0 Lisina 0
H2S 0 Motilidade 1 Citrato 1
Resultado =0 Resultado = 1 Resultado = 1
Interpretacéo (011)-> Citrobacter freundii
Amostra 34
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gés 0 LTD 0 Lisina 0
H.S 1 Motilidade 1 Citrato 1
Resultado =1 Resultado = 1 Resultado = 1
Interpretacéo (111) - Citrobacter freundii
Amostra 36
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 0
Gas 2 LTD 0 Lisina 2
H.S 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado = 3 Resultado = 1 Resultado = 2

Interpretacéo (312) - Salmonella spp.
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Amostra 39
Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3
Lactose 0 Urease 0 Indol 4
Gas 2 LTD 0 Lisina 2
H.S 1 Motilidade 1 Citrato 0
Resultado = 3 Resultado =1 Resultado = 6

Interpretacéo (316) > Edwardsiella tarda

Legenda: LTD = desaminagdo do triptofano; H,S = producéo de sulfato de hidrogénio.
Fonte: Elaboracéo propria.

Como é possivel observar (Tabela 8), das amostras suspeitas verificou-se que
somente nove (9) positivaram para Salmonella spp.

Apesar das amostras apresentarem caracteristicas compativeis com Salmonella
spp. no agar SS, observou-se alguma incongruéncia nos resultados obtidos com o
Enterokit B®. Esse fato ndo é inédito, tendo sido relatado também por Sales et al. (2021),
que identificaram problemas semelhantes em suas pesquisas.

Essas divergéncias podem ser explicadas pelas igualdades nas caracteristicas
bioquimicas entre Salmonella spp. e Proteus spp. Ambas sdo negativas para lactose, lisina
e oxidase, produzem gas, sdo urease positivas, realizam a desaminagdo do triptofano e
produzem sulfeto de hidrogénio (H-S) (Pozza et al., 2012; Silva et al., 2019; Zappa,
2015). Diante dessas semelhancas, é plausivel supor que ocorra uma reacao cruzada nos
testes bioquimicos, resultando em positividade para ambas as bactérias em alguns testes.
Com o objetivo de esclarecer as duvidas quanto a identificacdo dos
microrganismos pelo Enterokit B®, recorreu-se a outro método de avaliagdo das
caracteristicas bioquimicas. Desta forma, optou-ser pela utilizacdo das galerias API
20E®, da empresa bioMérieux do Brasil (Rio de Janeiro, Brasil).

As galerias APl 20E® sdo sistemas qualitativos utilizados para a identificagdo
de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae e de outros bacilos Gram-
negativos ndo fastidiosos. Para isso, foram utilizados 20 microtubos contendo substratos
desidratados, nos quais foi inoculada a suspensédo bacteriana a ser testada, promovendo a
reconstituicdo do meio. As reacdes produzidas, apds o periodo de incubacao a temperatura
ideal, constituem mudancas de coloragdes nesses microtubos, permitindo identificacdo
das bactérias, de acordo com o Quadro de Leitura, fornecido no Manual das Galerias
(BioMérieux, 2024), e disponibilizado no Anexo 11.

Todas as quatorze (14) amostras foram testadas em galerias API20E ®, e 0s

resultados positivos estdo apresentados abaixo (Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 4 - Perfil biogquimico obtido pela galeria API20E ® e interpretacdo dos resultados da
amostra 12

r ~ ~ ™ ~

iUHD"'I"

oNeG ADH LDC4oDC loiml Hzs A uge TIA m.)‘up_:

e
Poco Teste Reagente Resultado Interpretagéo Cadigo

1 ONPG N&o + Produz B-galactosidase 1
2 ADH N&o + Hidrolisa arginina 2
3 LDC Né&o + Descarboxila lisina 4
4 oDC Nao + Descarboxila ornitina 1
5 CIT Né&o + Usa citrato 2
6 H2S Né&o + Produz H.S 4
7 URE Né&o + Produz urease 1
8 TDA TDA + Possui atividade de TDA 2
9 IND James + Produz indol 4
10 VP VP1+VP2 - N&o produz acetoina 0
11 GEL Né&o + Gelatinase 2
12 GLU N&o + Fermenta glucose 4
13 MAN Nao + Fermenta manitol 1
14 INO Né&o - Nao fermenta Inositol 0
15 SOR Nao + Fermenta sorbitol 4
16 RHA Né&o + Fermenta ramnose 1
17 SAC Né&o - Nao fermenta sacarose 0
18 MEL Nao + Fermenta melibiose 4
19 AMY N&o - Né&o fermenta amigdalina 0
20 ARA Né&o + Fermenta arabinose 2

FINAL

7776552 Salmonella enterica spp. Arizonae (100,0%)

Salmonella enterica spp. Arizonae
Outros resultados 3776552 Citrobacter brggkii

Legenda: ONPG = B-galactosidase (Ortonitrofenil- BD- galactopiranosidase); ADH = arginina dihidrolase;
LDC = lisina descabroxilase; ODC = Ornitina descarboxilase; CIT = citrato; H.S = producéo de sulfato de
hidrogénio; URE = urease; TDA = triptofano desaminase; IND = producdo de indol; VP = producédo de
acetoina (Voges Proskauer); GEL = gelatinase; GLU = fermentagdo — oxidagdo (glucose); MAN =
fermentacdo — oxidacdo (manitol); INO = fermentagdo — oxidacdo (inositol); SOR = fermentacdo —
oxidacéo (sorbitol); RHA = fermentacio — oxidacéo (ramnose); SAC = fermentagdo — oxidag&o (sacarose);
AMY = fermentacdo — oxidacdo (amigdalina); ARA = fermentacdo — oxidagdo (arabinose); James =
reagente p-dimetilaminocinamaldeido dissolvido em alcool e acido cloridrico.

Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 5 - Perfil bioquimico obtido pela galeria API20E ® e interpretacdo dos resultados da

amostra 29
i W lli { lpluio e
= T =7
w ONPG AD.H LDC o.m lCIT] H2S u.BE TDA IND uLP_l IGELl GLU AMAN N0 soRA RHA SAC 7ME|. a AMY ARA 7/
Pogo Teste Reagente Resultado Interpretacéo Cddigo
1 ONPG Néo + Produz B-galactosidase 1
2 ADH Né&o + Hidroliza arginina 2
3 LDC Né&o - Néo descarboxila lisina 0
4 oDC Né&o + Descarboxila ornitina 1
5 CIT Né&o + Usa citrato 2
6 H2S Nao + Produz HS 4
7 URE Né&o - N&o produz urease 0
8 TDA TDA - N&o possui atividade de TDA 0
9 IND James - Na&o produz indol 0
10 VP VP1+VP2 - Né&o produz acetoina 0
11 GEL Né&o - Nao gelatinase 0
12 GLU Né&o + Fermenta glucose 4
13 MAN Né&o + Fermenta manitol 1
14 INO Né&o - Nao fermenta Inositol 0
15 SOR Né&o + Fermenta sorbitol 4
16 RHA Né&o + Fermenta ramnose 1
17 SAC Né&o + Fermenta sacarose 2
18 MEL N&o + Fermenta melibiose 4
19 AMY Né&o - Nao fermenta amigdalina 0
20 ARA Né&o + Fermenta arabinose 2
FINAL
Citrobacter freundii (70,3%)
3704572 Salmonella enterica spp. arizonae (25,2%)
Citrobacter braakii (3,8%)
Citrobacter freundii (69,9%
.. 3700572 Salmonella enterica gpp. ari)zonae (25%)
Outros possiveis - -
resultados Se_llmonella enterlqg spp. arizonae (84,2%)
3700552 Citrobacter braakii (12,7%)
Salmonella spp. (2,7%)

Legenda: ONPG = B-galactosidase (Ortonitrofenil- BD- galactopiranosidase); ADH = arginina dihidrolase;
LDC = lisina descabroxilase; ODC = Ornitina descarboxilase; CIT = citrato; H,S = producdo de sulfato de
hidrogénio; URE = urease; TDA = triptofano desaminase; IND = producdo de indol; VP = producédo de
acetoina (Voges Proskauer); GEL = gelatinase; GLU = fermentagdo — oxidagdo (glucose); MAN =
fermentacdo — oxidacdo (manitol); INO = fermentagdo — oxidacdo (inositol); SOR = fermentacdo —
oxidacdo (sorbitol); RHA = fermentacdo — oxidacao (ramnose); SAC = fermentagdo — oxidagdo (sacarose);
AMY = fermentacdo — oxidacdo (amigdalina); ARA = fermentacdo — oxidagdo (arabinose); James =
reagente p-dimetilaminocinamaldeido dissolvido em alcool e &cido cloridrico.

Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 6 - Perfil bioguimico obtido pela galeria API20E ® e interpretacdo dos resultados da

amostra 36
- a !
& | i M U
oNeG ADH LDC Aopc (citi Hzs AumRe TopA IND A Lvel GELl GLuAMAN N0 sorARHA sac MeLAamy ARa
Poco Teste Reagente Resultado Interpretacéo Cddigo
1 ONPG Né&o - Né&o produz B-galactosidase 0
2 ADH Né&o - Néo hidroliza arginina 0
3 LDC Né&o + Descarboxila lisina 4
4 oDC Né&o + Descarboxila ornitina 1
5 CIT Né&o + Usa citrato 2
6 H2S Nao + Produz H,S 4
7 URE Né&o - N&o produz urease 0
8 TDA TDA - Na&o possui atividade de TDA 0
9 IND James - Na&o produz indol 0
10 VP VP1+VP2 - Né&o produz acetoina 0
11 GEL Néo - Nao gelatinase 0
12 GLU Néo + Fermenta glucose 4
13 MAN Néo + Fermenta a manitol 1
14 INO Néo - Né&o fermenta Inositol 0
15 SOR Néo + Fermenta sorbitol 4
16 RHA Néo - Nao fermenta ramnose 0
17 SAC Néo - Nao fermenta sacarose 0
18 MEL Néo + Fermenta melibiose 4
19 AMY Né&o - N&o fermenta amigdalina 0
20 ARA Néo + Fermenta arabinose 2
FINAL
Salmonella spp. (99,4%)
4704542 Salmonella enterica spp. Arizonae (0,5%)
. Salmonella spp. (98,6%
Outros possiveis resultados 6704542 salmonella eﬁ?er(ica spp). Arizonae (1,3%)

Legenda: ONPG = B-galactosidase (Ortonitrofenil- BD- galactopiranosidase); ADH = arginina dihidrolase;
LDC = lisina descabroxilase; ODC = Ornitina descarboxilase; CIT = citrato; H,S = producdo de sulfato de
hidrogénio; URE = urease; TDA = triptofano desaminase; IND = producdo de indol; VP = producédo de
acetoina (Voges Proskauer); GEL = gelatinase; GLU = fermentagdo — oxidagdo (glucose); MAN =
fermentacdo — oxidacdo (manitol); INO = fermentagdo — oxidacdo (inositol); SOR = fermentacdo —
oxidacéo (sorbitol); RHA = fermentaco — oxidacao (ramnose); SAC = fermentagdo — oxidagéo (sacarose);
AMY = fermentacdo — oxidacdo (amigdalina); ARA = fermentacdo — oxidagdo (arabinose); James =
reagente p-dimetilaminocinamaldeido dissolvido em alcool e acido cloridrico.

Fonte: Elaboragdo propria.

Como ¢é possivel evidenciar, apds os ensaios realizados com as galerias
API20E® constatou-se a identificacdo de trés (3) cepas de Salmonella spp. (amostras 12,
29 e 36). No Apéndice 1 é possivel visualizar as fichas de identificacdo devidamente
preenchidas.

A interpretagéo de cada galeria é colorimétrica, exigindo uma anélise individual
e Unica e, portanto, sujeitas a erros. Assim, resultados indicativos como “perfil invalido”
podem ser justificados através da interpretacdo divergente da escala colorimétrica ou pela

bactéria ndo ser da familia Enterobacteriaceae.
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Faustino (2020) utilizando galerias API20E® constatou sua sensibilidade e
efetividade na identificacdo bacteriana. Contudo, também deixou claro a necessidade de
outros métodos de confirmacdo, dada a semelhanca bioquimica da Salmonella spp. com
outras bactérias da familia Enterobacteriaceae, em funcéo, principalmente, da producéo
de H>S. Diversos pesquisadores como Nunes e Gianani (2020), Branddo, Umeda e
Fillipis (2018) e Alves et al. (2015) em suas respectivas pesquisas, também discutiram o
uso das galerias API20E® e compararam a semelhanca entre Proteus spp. e Salmonellas
spp. Desta forma é possivel expandir as mesmas observacoes feitas nas intepretacdes do
Enterokits B®, para possiveis reagdes cruzadas em funcéo de caracteristicas bioquimicas
semelhantes em diferentes bactérias.

Para eliminar quaisquer duvidas, as amostras que apresentaram resultados
positivos tanto no Enterokit B® quanto nas galerias API20E®, bem como aquelas com
percentual de identificagdo superior a 25% nas galerias API20E®, foram encaminhadas
ao laboratério VetLab — Centro de Diagndstico Laboratorial Veterinario (Sorocaba, SP)
para analise por PCR qualitativo (amostras 12, 29 e 36).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica amplamente utilizada
em pesquisa e diagnostico, destinada a amplificacdo de sequéncias especificas de DNA.
Trata-se de um método rapido, sensivel e altamente especifico, capaz de gerar milhdes de
copias de um fragmento-alvo a partir de quantidades minimas de material genético
(Analytical Methods Committee, 2013; Khehra; Padda.; Swift, 2023; Valones et al.,
2009).

Os resultados obtidos identificaram a amostra 29 como negativa para Salmonella
spp. e as amostras 12 e 36 como positivas, sendo chamadas no presente trabalho de

Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36. Os resultados foram inseridos no Anexo 12.

5.2 CARACTERIZACAO GENOMICA DAS SALMONELLA SPP.

Apbs a confirmacdo das duas (2) cepas bacterianas isoladas com Salmonella
foram feitas aa analisae gendmicas com o objetivo de identificar as caracteristicas
geneticas dos microrganismos isolados. Este procedimento é essencial para compreensdo
do seu potencial patogénico, variabilidade genética e possiveis mecanismos de resisténcia

a antibiodticos (Holmes et al., 2018; Torok, Peacock, 2012). A partir disto, buscou-se
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bacteriofagos liticos especificos, capazes de reconhecer e infectar as cepas-alvo, visando
o0 desenvolvimento de estratégias eficazes para seu controle.

Na primeira etapa da analise gendmica, foi feita a extracdo do DNA bacteriano.
Para isto, foi utilizado o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, Hilden, Alemanha),
conforme as intrugdes do fabricante. O protocolo de extracdo de DNA é baseado na lise
celular, seguida pela adsorcdo seletiva do DNA em uma membrana silica, em meio
concentrado com solucdo salina (Qiagen, 2023). A quantificacdo do DNA foi realizada
utilizando o sistema Qubit® Fluoromenter (Thermo Fisher Scientific, EUA), que utiliza
sondas fluorescentes especificas para DNA de fita supla, 0 que permite a mensuracéo da
concentracdo de DNA sem interferéncias de proteinas, RNA ou residuos. Por fim, o
controle de qualidade do DNA extraido foi avaliado quanto a integridade e a pureza, as
quais foram determinadas, respectivamente, por eletroforese em gel de agarose e pela
razdo de absorbancia (A260/A280).

A andlise dos genomas bacterianos foi realizada utilizando a plataforma Illumina
MiSeq, amplamente reconhecida pela rapidez e precisdo no sequenciamento de genomas
completos (Quick et al., 2015; MiSeq™ System Illumina, 2024). O sequenciamento de
genomas procarioticos seguiu a abordagem Whole Genome Shotgun (WGS), que
compreende quatro etapas principais: (i) extracdo e purificacdo do DNA, (ii)
sequenciamento shotgun, (iif) montagem computacional do genoma, e (iv) anotacéo e
finalizagdo do genoma (Silva, 2021). A montagem gendomica envolve a unido de leituras
sobrepostas para formar contigs, que podem ser posteriormente organizados em scaffolds,
representando sequéncias continuas e ordenadas, com possiveis regides desconhecidas
preenchidas por lacunas (Silva, 2021; Wick; Holt, 2019).

As informac0es utilizadas para avaliar a qualidade das montagens genémicas das
amostras Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36 estdo apresentadas na Tabela 9. O
numero reduzido de contigs (16 e 20, respectivamente) e os valores elevados de N50
(2.506.382 pares de bases e 2.490.316 pares de bases) (pb) indicam montagens continuas,
com grande parte do genoma representada em poucos fragmentos. O N50 é um parametro
utilizado para avaliar o comprimento dos contigs montados, correspondendo ao menor
tamanho de contig a partir do qual o somatoério de todas as sequéncias de consenso
representa 50% do tamanho total do genoma. Esse indice é fundamental para a avaliagcdo
da qualidade de montagens gendmicas bacterianas, pois valores mais elevados de N50
indicam maior continuidade e, consequentemente, maior qualidade da montagem do

genoma (Silva, 2021).



78

O valor de L50 igual a 1 em ambas as amostras demonstrou que um Gnico contig
foi responsavel por metade do tamanho total da montagem, o que evidenciou a presenca
de um contig principal extenso. O tamanho total dos genomas montados foi de
aproximadamente 4,95 Mbp para Salmonella spp. 12 e 4,89 Mbp e de para Salmonella
spp. 36, valores compativeis com o genoma tipico de Salmonella enterica (Jacobsen et
al., 2011). O conteudo GC foi de 52% em ambas as amostras, conforme esperado para o
género (Reen et al., 2005). Além disto os resultados indicaram baixa ocorréncia de bases
indefinidas (“N’s”), apenas 2 por 100 kpb em ambas as bactérias isoladas, o que reforgou

a qualidade das montagens obtidas (Gurevich et al., 2013).

Tabela 9 - Métricas de qualidade das montagens genémicas das amostras Salmonella 12 e

Salmonella 36
Parametro Salmonella spp. 12 Salmonella spp. 36

N° de contigs 16 20

Maior contig (pb) 2.506.382 2.490.316

Tamanho total (pb) 4.951.264 4.898.516

N50 (pb) 2.506.382 2.490.316

L50 1 1

GC (%) 52 52

N's por 100 kbp 2 2

Legenda: N° = namero; pb= pares de bases; kbp = 1000 pares de bases; N50=50% do tamanho total do
genoma; L50 = nimero minimo de contigs (ou scaffolds) necessarios para cobrir 50% do tamanho total do
genoma; GC (%) = relagdo em porcentagem da guanina- citocina; N's por 100 kbp =quantidade de bases
indefinidas (representadas pela letra N) a cada 100 mil pares de bases.

Fonte: Elaboragdo propria

Na sequéncia, utilizou-se a plataforma on-line Proksee (https://proksee.ca) para
elaboracdo dos mapas gendmicos. As Figuras 7 e 8 ilustram os mapas genémicos das
bactérias isoladas (Samonella spp. 12 e Salmonella spp. 36, respectivamente). Os mapas
genbmicos das amostras apresentam a organizacdo circular do genoma, com anotacao das
regides codificantes e elementos genéticos de interesse. Existem varios métodos para
representar resultados de dados da anotacdo gendmica, contudo ferramentas de
visualizagdo circular do genoma s&o cruciais, pois proporcionam interpretacdo rapida e

visualizacdo simplificada de dados gerais (Parveen et al., 2019; Grant et al., 2023).


https://proksee.ca/
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Figura 7 - Mapa gendmico Salmonella spp. 12 com genes de resisténcia destacados.
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Fonte: Proksee (https://proksee.ca)
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Figura 8 - Mapa genémico Salmonella spp. 36 com genes de resisténcia destacados
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Em um cenério de crescente preocupa¢do com a saude publica, a identificacdo de
cepas bacterianas com diferentes perfis de resisténcia a antibidticos € de extrema
importancia. Cada gene pode conferir resisténcia a uma classe especifica de antibidticos
ou a um mecanismo de agéo particular, existindo grande diversidade de determinantes de
resisténcia a antibioticos e fatores de viruléncia (Escudeiro et al., 2019).

Como indicado pelos mapas gendmicos ambas as cepas, isoladas de fezes de
frangos semidomiciliados, apresentaram genes de resisténcia acrD, mdtC, mdtB e acrB,
achados muito comuns para bactérias do género Salmonella, como indicaram 0s
pesquisadores Punchihewage-Son, Ranaweera e Parveen (2024). Esses genes geralmente
sdo associados a bombas de efluxo, que sdo proteinas transmembranas que ativamente
expulsam compostos toxicos (antibidticos inclusos) para fora da célula bacteriana. Tal
mecanismo estd associado a resisténcia a multiplas classes de antibi6ticos, como B-
lactamicos, fluorquinolonas, tetraciclinas e macrolideos (Punchihewage-Son;
Ranaweera; Parveen, 2024; Yamasaki et al., 2023).

Dentre os genes de resisténcia destacados, é importante frisar a presenca do gene
acrB. Esse gene € determinante para a configuracao da resisténcia a multiplos antibioticos
em Salmonella enterica, uma vez que ele codifica o principal componente funcional do
sistema de efluxo em bacterias Gram-negativas. Esse gene atua como transportador da
familia Resistance-Nodulation-Division (RND), sendo responsavel pela captacdo e
expulsdo ativa de grande parte dos antibiéticos como fluorquinolonas, B-lactamicos,
tetraciclinas e macrolideos (Baucheron et al., 2002; Ricci; Piddock, 2009; Wang-Kan et
al., 2017).

Estudos experimentais demonstram que a inativacdo do gene acrB resulta em
aumento significativo da suscetibilidade bacteriana a diferentes classes de antibidticos,
evidenciando sua contribuicdo direta para fenétipos de resisténcia clinica (Baucheron et
al., 2002). Além disso, a expressdo desse gene estd integrada a complexas redes
regulatorias, podendo ser modulada em resposta ao estresse ambiental e a exposicao a
antimicrobianos, o que favorece a adaptacdo bacteriana no ambiente do hospedeiro.
Assim, a presenca desse gene em ambas as cepas analisadas reforca o potencial dessa
bactéria em persistir sob pressdo seletiva e representa um fator critico a ser considerado
diante das possiveis limitacGes das opcdes terapéuticas disponiveis (Wang-Kan et al.,
2017; WHO, 2023).

Portanto, esse achado acende um alerta, uma vez que essas bactérias podem

representar um desafio significativo ao uso de antibidticos, resultando na limitacdo das
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opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento de infec¢des por elas causadas (WHO,
2023). Nesse contexto, destaca-se a importancia do desenvolvimento e da avaliacao de

estratégias terapéuticas alternativas.
53 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A medicdo da curva de crescimento baseada na densidade optica (OD) é um dos
métodos mais comumente utilizados em microbiologia para monitorar o crescimento e a
proliferacdo de microrganismos ao longo do tempo. Esse método fornece uma abordagem
simples, confidvel e rotineira para a compreensdo de diversos aspectos do comportamento
bacteriano (Krishnamurthi et al., 2021). Além disto, para o isolamento de particulas
fagicas € fundamental a avaliacdo da curva de crescimento bacteriano, a fim de determinar
0 momento mais adequado para a infecgdo fago/bactéria. O ponto ideal ocorre durante a
fase exponencial de crescimento, periodo em que as células bacterianas estdo
metabolicamente ativas e mais suscetiveis a infec¢do fagica, o que maximiza a eficiéncia
da replicacéo viral (Santos, 2025).

Foram realizadas curvas para cada uma das cepas identificadas como Salmonella
spp. (amostras 12 e 36) (Figura 9) e, mais uma curva com um coquetel das duas cepas
(Figura 10). O objetivo do coquetel bacteriano foi para observar se a curva de crescimento
se alteraria quando as cepas entrassem em competicdo por recursos. Sistemas biol6gicos
compartilham diversas caracteristicas fundamentais, como a capacidade de perceber e
responder a estimulos externos, regular processos internos, absorver substratos, processar
energia e crescer (ou se reproduzir). Muitas dessas propriedades, sendo todas, influenciam
diretamente a taxa de crescimento e reprodugdo dos microrganismos (Fernandez-
Martinez; Javelle; Hoskisson, 2024). Contudo, algumas vezes, 0S microrganismos,
mesmo dentro da mesma espécie, apresentam funcdes diferentes devido a plasticidade
fenotipica em funcdo dos subgrupos distintos (Kumakura et al., 2023). Desta forma, as
curvas de crescimento foram realizadas com as duas bactérias isoladas, e com um
coquetel, para observar se 0 crescimento entre elas poderia ser afetado, uma vez que,
espera-se poder utilizar bacteriéfagos isolados e/ou em coquetel para combater estas

bactérias.
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Figura 9 - Curvas de crescimento da Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36
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Fonte: Elaboracéo propria

As curvas de crescimento apresentaram comportamento semelhante,
permanecendo em fase de laténcia nas primeiras 2 h (0 a 120 min). Em seguida, foi
iniciada a fase de crescimento exponencial, momento em que foi observada diferenca
entre as duas cepas. A Salmonella 12 manteve-se nessa fase por aproximadamente 2,5 h
(150 a 300 min), enquanto a Salmonella 36 permaneceu por cerca de 4,5 h (150 a 420
min), apresentando ainda um crescimento mais acentuado em comparagdo a Salmonella
12. Posteriormente, ambas entraram na fase estacionaria que demorou cerca de 7 h para
Salmonella 12 (300 a 720 min) e 5 h para Salmonella 36 (420 a 720 min). A fase
estaciondria é caracterizada pela desaceleracdo do crescimento e posterior morte celular,

em decorréncia do esgotamento dos nutrientes no meio (Manna et al., 2023).
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Figura 10 - Curva de crescimento do coquetel bacteriano contendo a Salmonella spp. 12 e a
Salmonella spp. 36
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Fonte: Elaboracao propria

Ao analisar o comportamento das bactérias em coquetel crescendo nas mesmas
condicdes (125 mL de caldo TSB estéril, sendo incubada a 37 °C por 36 h), podem ser
observadas respostas semelhantes. Permaneceram em fase de letargia por 2,5 h (0 a 150
min), entraram em fase de crescimento exponencial por 5,5 h, permaneceram em fase
estacionaria por 4 h e entraram em fase de morte em 720 min. A pequena diferenca
apresentada entre as bactérias crescendo individualmente e crescendo no coquetel, pode
ocorrer pela competicdo por nutrientes entre as cepas, inibi¢des diretas de uma cepa sobre

a outra e, diferencas fisiologicas entre elas (Ram et al., 2019).

54 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E PROPAGACAO DE
BACTERIOFAGOS E DETERMINAGCAO DO TITULO FAGICO

Os bacteriéfagos sdo virus altamente especificos para diferentes tipos de

bactérias, capazes de infecta-las e provocar sua lise e consequente morte celular. A

principal caracteristica dos fagos, sendo essa também a sua maior vantagem, € a

especificidade de infeccdo (Vaz et al., 2022).
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Salmonella spp. € um patdgeno prevalente que causa grande preocupacdo em
saude publica em todo o mundo e o uso de bacteridfagos, entre outras possibilidades,
surgiu como uma alternativa aos antibidticos para inibir o crescimento de Salmonella ssp.
(Wessels et al., 2021). Neste sentido, a busca por bacteri6fagos para o combate a
Salmonella ssp. em granjas pode ser interessante.

O uso de bacteriofagos € bastante versatil. Eles podem ser aplicados para
combater infec¢cbes em humanos e animais, atuar como agentes de biocontrole em plantas
ou alimentos, e até mesmo em biossensores. No entanto, todas essas aplica¢cdes seguem
etapas de trabalho semelhantes, sendo isolamento, purificacdo, caracterizacdo e, se
possivel, a analise do genoma. Os bacteri6fagos sdo a forma de vida mais abundante na

Terra e podem ser encontrados em quase todos os habitats, como solo, 4gua e alimentos.

A escolha da fonte ambiental para o isolamento € baseada em um principio
simples, os fagos sdo encontrados onde seus hospedeiros bacterianos estdo presentes. O
solo é uma fonte ideal porque contém uma grande diversidade e quantidade de bactérias,
0 que aumenta a chance de encontrar fagos (Abdelsattar et al., 2022; Santos, 2025). Por
isso, coletou-se uma amostra de solo proximo as criaces de frangos, com o objetivo de
isolar fagos liticos especificos contra a bactéria Salmonella, que é um patégeno comum
nesse tipo de ambiente. Na sequéncia, foram realizadas as etapas de enriquecimento da
amostra, spot test, ampliacdo, purificacdo e determinacdo do titulo fagico.

Para a deteccdo de bacteri6fagos em amostras ambientais, as mesmas foram
submetidas a um processo de enriquecimento, seguido da realizacdo do spot test sobre
um tapete bacteriano. A formacéo de halos translicidos nas areas de inoculacdo indicou
a presenca de fagos liticos. Foram isolados trés (3) fagos liticos para Salmonella spp. 12
e trés (3) para Salmonella spp. 36. Contudo, considerando a morfologia das placas (placas
claras, ndo turvas), titulo elevado e sua estabilidade de propagacao no laboratério (Weber-
Dabrowska et al., 2016) foram selecionados dois (2) bacteriéfagos, para 0s ensaios
sequentes. A Figura 11 apresenta imagens de halos de lise dos fagos isolados e

selecionados, tendo como hospedeiras as bactérias oriundas das amostras 12 e 36.
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Figura 11 - Spot-tests para Salmonella spp. tendo como hospedeiras as bactérias isoladas das
amostras 12 e 36
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Legenda: As amostras para isolamento dos fagos liticos contra Salmonella spp. 12 (A) e Salmonella spp.
36 (B) foram coletadas em: A= lago do Clube de Campo Sorocaba (23°29'37.63"S, 47°26'46.89"W);
B = esgoto do Clube de Campo Sorocaba (23°31'14.30"S, 47°29'13.53"W)

Fonte: Arquivo pessoal.

Os bacteriofagos selecionados, para dar segmento aos experimentos, foram os
isolados das amostras de lago e esgoto, cujas coordenadas sdo 23°2854.43" S,
47°25'48.19" W e 23°28'52.24" S, 47°25'43.12" W, respectivamente. A denominacao dos
mesmos se deu de acordo com as orientagcbes de Adriaenssens e Brister (2017). O
bacteriofago isolado tendo como bactéria hospedeira Salmolella ssp. extraida da amostra
12 foi denominado Salmonella phage Vb_SentM_S¢12 ou simplesmente SENT-12A. O
bacteriofago isolado tendo como bactéria hospedeira Salmonella ssp. obtida da amostra
36 foi denominado Salmonella phage Vb_SentM_S¢36 ou simplesmente SENT-36A.

Para a amplificacdo, isto é, para 0 aumento do nimero de células viaveis, a
estratégia mais adequada consiste no uso das bactérias hospedeiras. Contudo, a escolha
da técnica de purificacdo ideal para os bacteriéfagos pode variar conforme a aplicacdo
pretendida. No presente estudo, empregou-se centrifugacdo em baixa velocidade
associada ao uso de cloroférmio (0,1-1% v/v) (Abdelsattar et al., 2022). Embora a
metodologia ndo promova a remoc¢do de endotoxinas, o processo € apropriado para
aplicagdes voltadas ao biocontrole.

A quantificacdo de fagos em amostras biologicas, por meio da determinagédo do
titulo fagico, constitui uma etapa fundamental na conducdo de pesquisas envolvendo

bacteriéfagos. O titulo fagico permite estimar a quantidade de particulas fagicas presentes
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em suspensdes concentradas apos 0s processos de purificacdo. A enumeracdo de fagos é
essencial tanto para a producdo e o desenvolvimento de produtos baseados em
bacteriofagos quanto para sua aplicacdo em fagoterapia e em estratégias de biocontrole
na area de alimentos (Acs et al., 2020). Além disso, o titulo de bacteriéfagos é um dos
fatores que podem influenciar diretamente sua eficicia na terapia fagica, uma vez que o
uso terapéutico requer elevados titulos de fagos liticos, geralmente préoximos a 10°
UFP/mL (Artawinata et al., 2023).

Os métodos laboratoriais baseados em cultivo em placa sdo geralmente preferidos,
pois permitem a visualizacédo e a contagem de unidades formadoras de placas (UFPs) (Vaz
et al., 2024). Entre esses, destaca-se 0 método classico do ensaio de dupla camada de
agar, que é praticado no nosso laboratorio.

No presente trabalho obteve-se titulos de 5,43x10%° para o bacteriofago
denominado SENT-12A e 1,40x10"® para 0 SENT-36A, adequados para Varios propésitos.

55 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E BIOLOGICA DOS
BACTERIOFAGOS

Os bacteriofagos sdo a “matéria escura’ do universo biolégico devido a sua vasta
diversidade genética e a grande quantidade de genes com funcdes desconhecidas.
Presentes em diversos ambientes, eles formam uma populacédo antiga e dindmica, porém
pouco se sabe sobre suas relagdes evolutivas e filogenéticas. Para melhor compreendé-
los, diferentes caracteristicas fisicas e bioldgicas sdo avaliadas, como morfologia
estrutural, tipo de material genético, espectro de hospedeiros e ciclo de vida. Esses dados
sdo essenciais para classifica-los e para aplicacfes em terapia fagica, biocontrole e
biotecnologia (Pope et al., 2015).

5.5.1 Observacao da morfologia das placas de lise

A técnica de sobreposicdo dupla em agar € um ensaio classico, de baixo custo e
facil execucdo, utilizado para determinar a concentracdo de fagos em uma amostra e
analisar a morfologia das placas formadas pela sua atividade sobre bactérias hospedeiras.
Nesse método, os fagos sdo misturados as bactérias em um meio de agar de baixa
concentragdo (agar mole), que é entdo sobreposto a uma camada de agar solido em placa
de Petri.
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Apos a incubacéo, as placas de lise resultantes tornam-se visiveis, possibilitando
a quantificacdo dos fagos e a observacdo de diferentes padrdes morfologicos. Essas
informacdes sdo valiosas para a caracterizacdo e diferenciacdo entre bacteriéfagos
(Ramesh et al., 2019). A Figura abaixo (Figura 12) apresenta as placas dos bacteriéfagos
isolados.

O fago SENT-12A, produziu placas de didmetro em torno de 1,2 mm, algumas
apresentando bordas difusas e menos translucidas. Ja o fago SENT-36A produziu placas
fagicas menores (didmetro entre 1,0 a 0,7mm), com bordas bem definidas e aspecto

transldcido.

Figura 12 - Placas de Petri com halos de lise dos bacteriéfagos isolados

A B

Legenda: A—Fago SENT-12A; B — Fago SENT-36A
Fonte: Elaboragdo propria.

5.5.2 Varredura espectral UV-VIS e coeficiente de extingdo molar (&)

A andlise espectral na faixa UV-Vis permite diferenciar bacteriéfagos com base
em seus cromdforos. Os cromoforos sdo grupos quimicos ou regides de uma molécula
capazes de absorver energia luminosa e, quando excitados, podem induzir alteracdes
conformacionais que possibilitam a distingcdo entre diferentes moléculas (Shukla et al.,
2012). As proteinas estruturais dos bacteriéfagos sdo as principais contribuidoras para o
espectro de absorcdo na faixa UV. O coeficiente de extingdo molar também é uma

caracteristica fisico-quimica que diferencia os bacteridfagos entre si (Santos, 2025)
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As curvas das varreduras espectrais dos fagos SENT-12A e SENT- 36 A estdo
disponibilizadas na Figura 13. A absorbancia maxima do fago SENT-12A foi em torno de
257 nm e a minima proxima a 240nm, o que é um indicativo de auséncias de debris
oriundos de células bacterianas. A varredura espectral do fago SENT- 36A indicou pico
méaximo de absorbancia em aproximadamente 264 nm e minimo em torno de 240 nm,
valores que também sugerem a auséncia de detritos provenientes de células bacterianas.

O coeficiente de extin¢cdo molar do fago SENT-12A esté apresentado na Figura
14, sendo calculado em 2,168 x 10" (UFP/mL)™* cm™. A Figura 15 mostra o coeficiente
de extingdo molar do fago SENT-36A estimado em 1,067 x 102 (UFP/mL) ! cm™'.

Figura 13 - Espectro de absorcdo na regido UV-Vis obtido para o bacteri6fago SENT-12A e
SENT-36A
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Legenda: ===Espectro de absorcao na regido UV-Vis obtido para o bacteriéfago SENT-12A ;=== Espectro
de absorcao na regido UV-Vis obtido para o bacteriéfago SENT-36A.
Fonte: Elaboracéo propria.



Figura 14 - Curva de extingdo molar (g) do bacteriéfago SENT-12A
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Figura 15 - Curva de extingdo molar (¢) do bacteriéfago SENT-36A
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5.5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O SDS-PAGE (do inglés SDS - sodium dodecyl sulfate \ PAGE - polyacrylamide
gel electrophoresis) é uma técnica muito usada na separacdo e andlise de proteinas
estruturais dos bacteriofagos com base em seu peso molecular, permitindo a visualizacéo
de proteinas com baixas concentragdes. O SDS desnatura as proteinas e confere uma
carga negativa uniforme, permitindo que elas migrem no gel. Através dessa técnica é
possivel realizar estudos bioquimicos, identificando a pureza, o peso molecular e anélise
de expressdo génica em diferentes condi¢cGes experimentais (Oliveira et al., 2015).
Portanto, essa é uma técnica essencial para a diferenciacdo de bacteridfagos.

Na Figura 16, é possivel ver que os fagos isolados apresentam diferentes perfis
protéicos, como bandas distruibuidas em distintas faixas de peso molecular, variando de
11 a 135 kDa. A presenca de mdltiplas bandas indica a complexidade estrutural fagicas,

indicando que cada isolado possui um conjunto caracteristico de proteinas estruturais.

Figura 16 - Imagem de gel de eletroforese SDS-PAGE apo6s coloragdo com Coomassie Brilliant
Blue R-250 com as bandas das proteinas estruturais dos bacteriéfagos e as bandas das
proteinas dos marcadores de peso
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5.5.4 Determinacdo das caracteristicas morfoldgicas dos bacteridfagos por

microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Os bacteriéfagos séo diferenciados com base em diversas caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas, sendo a morfologia, observada por meio da microscopia eletronica
de transmissao (MET), uma das mais relevantes (Thung et al., 2018). A MET colabora
com a classificagdo de fagos, sendo a natureza do bacteriéfago deduzida pela morfologia
viral (Aprea et al., 2015).

O método utilizado para a visualizacdo foi por microscopia de transmissao
eletrdnica por coloragio negativa. E um método simples para examinar particulas virais
isoladas, na qual uma gota da suspensdo de bacteriéfagos é espalhada sobre um suporte
e, em seguida, incorporada em uma solucéo de sal de metal pesado, tipicamente acetato
de uranila. O método é chamado de coloragdo negativa porque a forma macromolecular
é vista pela exclusédo do corante, e ndo pela ligacao do corante (Orlova, 2019).

As Figuras 17 e 18 apresentam fotomicrografias obtidas por microscopia
eletronica de transmissdo (MET) dos bacteriéfagos isolados. Pelas imagens ambos
pertencem a classe Caudoviricetes, uma vez que apresentaram cauda longa e contrétil
(Turner et al., 2023).

Figura 17 - Microfotografia do fago isolado para a bactéria hospedeira a Salmonella spp. 12 por
microscopia eletronica de transmisséo

Fonte:Elaboragdo propria
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Figura 18 - Microfotografia do fago isolado para a bactéria hospedeira a Salmonella spp. 36 por
microscopia eletrénica de transmissédo

Fonte:Elaboracéo propria

5.6 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DO BACTERIOFAGO

A diversidade dos bacteriofagos é considerada extremamente ampla, embora
ainda haja conhecimento limitado a seu respeito. Dessa forma, a caracterizacdo
morfoldgica, fisico-quimica e bioldgica desses virus constitui um conjunto de parametros
fundamentais para sua aplicacdo em diferentes areas biotecnolégicas (Jurczak-Kurek et
al., 2016).

5.6.1 Determinacdo da gama de hospedeiros (host range) e da eficiéncia de
plagueamento (EOP)

Bacteriéfagos sdo parasitas obrigatorios de bactérias, caracterizados pela
amplitude de hospedeiros que podem infectar. Essa “gama de hospedeiros” depende tanto
dos gendtipos e morfologias do fago e do hospedeiro bacteriano, quanto do ambiente em
que interagem. A gama de hospedeiros corresponde a diversidade taxondmica de bactérias
que um fago é capaz de infectar com sucesso e, constitui uma das caracteristicas centrais
a serem compreendidas nesses virus (Holtappels et al., 2019). Essa especificidade é
determinada por uma série de interacGes moleculares entre o fago e o hospedeiro ao longo
do ciclo de infec¢do. Embora muitos fagos-modélo bem estudados apresentem uma gama
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estreita de hospedeiros, estudos ecoldgicos e metagendmicos recentes tém revelado que
existem fagos com especificidades variando de altamente restritas até relativamente
amplas (Jonge et al., 2019). Enquanto alguns fagos podem infectar apenas uma ou
algumas cepas bacterianas, outros podem infectar muitas espécies ou até mesmo bactérias
de diferentes géneros (Ross et al., 2016). H& muitas pesquisas voltadas a compreensdo
dos mecanismos moleculares que permitem a infeccdo de maltiplos hospedeiros, bem
como de sua evolucdo. Esses mecanismos sdo fundamentais para esclarecer o papel
ecologico dos fagos em comunidades microbianas naturais e, a0 mesmo tempo, avaliar
sua utilidade em diferentes contextos de aplicacdo, como na terapéutica, na industria e na
biotecnologia (Jonge et al., 2019).

A tabela abaixo (Tabela 10) apresenta o rost range e a eficiéncia de
plagueamento (EOP) dos bacteridfagos isolados. A eficiéncia de plaqueamento € a razdo
entre o nimero de placas observadas em um determinado hospedeiro e o nimero de placas
observadas em um hospedeiro de referéncia. Embora houve a formacédo de halos de lise
por acdo dos fagos em contato com algumas bactérias (P. aeruginosa por ambos os fagos
e S. agalactiae pelo fago SENT-36A) ndo podem ser considerados fagos eficientes.
Considerando os valores de eficiéncia de plaqueamento obtidos, e que i) EOP =1 —
virus/plasmideo tem a mesma eficiéncia no hospedeiro testado e no de referéncia; ii) EOP
< 1 — ha menor eficiéncia (menos placas formadas) e; ii1) EOP = 0 — o virus
praticamente ndo consegue infectar esse hospedeiro, pode-se afirmar que o fago SENT-
12A ¢é ineficiente para Pseudomonas aeruginosa e com eficiéncia moderada para
Streptococcus agalactiae, assim como fago SENT-36A ¢é ineficiente para a Pseudomonas

aeruginosa.
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Tabela 10 - Determinacdo da gama de hospedeiros do bacteriéfago isolado (host range) e da sua
eficiéncia de plaqueamento (EOP) em cepas bacterianas susceptiveis

Fago SENT-12A Fago SENT-362
(5,43x10%) (1,40x10%3)
Cepa bacteriana Host EOP % Host range EOP %
range
Salmonella enterica
(CCCD-5004) ) ) ) )
Escherichia coli
Escherichia coli
(CCCD-E004) ©) ) ©) )
Enterococcus fecalis
Pse”d(%"(‘:ocngs_;‘g%'”osa +) | 376x10° | <0,001% +) 4,01x10°5 | <0,001%
Pseudomonoas aeruginosa
(DSM-19871) 0 0 ) )
Streptococcus agalactiae
P C CD-S(?lS) +) | 314x10" | 0,6% @ )
Klebsiella pneumoniae
(CCCD-Ko01) © © © 0
Enterococcus cloacae
(CCCD-E010) ) ) ) )
Proteus mirabilis
(CCCD-P001) © © © 0
Staphylococcus aureus
(CCCD-5009) ) ) ) )
Acinetobacter baumanii
(ATCC-19606) ) ) ) )
Pseudomonas syringae pv.
garcae (IBSBF- 152) ) ) ) ¢
Pseudomonas syringae pv. X : X :
garcae (IBSBF- 2212) ) ) ) )

Legenda: IBSBF - Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico do Estado de S&o Paulo;
ATCC -American Type Culture Collection; CCCD- Colecéao de Cultura Cefar Diagnostica; (-): Zona sem
lise; (+): Zona com lise.

Fonte: Elaboragéo propria

5.6.2 Curvade adsorcao das células bacterianas hospedeiras

O primeiro passo da infec¢do por um bacteriofago (fago) € a fixacdo do virion a
bactéria hospedeira suscetivel. Esse processo de adsorcdo é geralmente descrito pela
cinética de acdo de massa, que pressupde, de forma implicita, que tanto a densidade do
hospedeiro quanto a taxa de adsorcdo influenciam igualmente a eficiéncia do processo.
Essa forma é fundamental para determinar a eficiéncia de infeccéo e o potencial litico do
fago, uma vez que, cepas de fagos com maior taxa de adsorcdo teriam um tempo de lise
ideal mais curto e vice-versa (Shao; Wang, 2008).

Os resultados obtidos (Figura 19) demonstraram que as particulas do

bacteriofago SENT-12A foram totalmente adsorvidas as células de Salmonella spp. 12


http://www.biologico.sp.gov.br/uploads/files/pdf/IBSBF_colecao(1).pdf
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ap6s 60 min de contato, enquanto o bacteriofago SENT-36A apresentou adsorcéo
completa em 50 min. A taxa de adsorcdo, determinada por ajuste ndo linear, foi de
3,80x10"°® UFP'"UFC*'mL'h?' para o fago SENT-12A e 4,00x10"
UFP'-UFC''mL™"-h™" para o fago SENT-36A.

Figura 19 - Curva de adsorc¢do dos fagos SENT-12A(A) e SENT-36A(B) nas células bacterianas
de Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36, respectivamente
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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Esses resultados indicam que ambos os fagos apresentaram alta capacidade de
reconhecimento e ligacdo as células hospedeiras, embora o fago SENT-36A tenha
demonstrado cinética de adsorcéo ligeiramente mais rapida. Diferencas nesse parametro
podem estar associadas a variagdo na densidade ou acessibilidade dos receptores
bacterianos, bem como & estrutura das fibras caudais e outras proteinas envolvidas na
ancoragem (Ge et al., 2023).

A taxa de adsor¢do observada para ambos os fagos esta dentro da faixa relatada
para fagos liticos de Salmonella spp., que geralmente varia entre 10% e 107!
mL-min'-UFC™. Esses resultados assemelham-se com o estudo de Pereira (2023), que
isolou dois bacteriofagos para Salmonella enterica, ambos se comportando de maneira
muito similar. Isso reforca que os fagos isolados neste estudo apresentam afinidade
adequada aos receptores bacterianos, caracteristica desejavel para potenciais aplicaces
biotecnoldgicas e terapéuticas.

Além disso, o tempo relativamente curto de adsor¢éo completa (<60 min) sugere
que o processo ocorre de forma eficiente, permitindo rapida iniciacdo do ciclo litico (Ge
et al., 2023). Essa caracteristica € relevante, especialmente em contextos de biocontrole,
nos quais fagos com adsor¢do mais rapida podem resultar em menor tempo de lise

bacteriana e maior eficiéncia de infeccdo em ambientes complexos (Zemb et al., 2013).

5.6.3 Curvaem um so ciclo sincrono de crescimento (OSGC)

A curva em um sé ciclo sincrono de crescimento (OSGC) permite determinar
parametros do ciclo de vida dos bacteriéfagos como o periodo de eclipse, que consiste no
processo de sintese e montagem interna dentro da célula hospedeira, onde ndo ha
particulas virais detectaveis fora das células; o periodo de laténcia, que é o intervalo de
tempo entre infeccdo e a liberagdo de novas particulas fagicas e; o burst size, que
representa 0 nimero médio de particulas fagicas produzidas pela célula infectada. Os
impactos virais sobre as popula¢ées microbianas dependem dos fenotipos de interacao,
que incluem caracteristicas virais como a taxa de adsorcdo, o periodo latente e 0 0 burst
size, sendo assim, sdo parametros importantes no estudo de bacteriéfagos (Dominguez-
Mirazo et al., 2024).

Bacteriéfagos com longos periodos de laténcia podem ser menos Uteis como

fagos terapéuticos. Porém, é valido ressaltar que taxas de crescimento em laboratorio
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podem né&o refletir com precisdo as taxas de crescimento em pacientes, biofilmes ou
outros locais de potencial aplicagdo terapéutica (Hyman, 2019).

O bacteriofago SENT-12A (Figura 20 A) apresentou periodo de eclipse de 25
min, periodo de laténcia de 30 min; periodo de acumulacédo intracelular (diferenca entre
periodo latente e periodo de eclipse) de 5 min; e produziu 9,87 bacteriéfagos/célula
hospedeira. J& o bacteriéfago SENT-36A (Figura 20 B) apresentou periodo de eclipse de
25 min; periodo de laténcia de 40 min; periodo de acumulacgéo intracelular (diferenca

entre periodo latente e periodo de eclipse) de 15 min; e produziu 9,64 bacteriofagos/célula
hospedeira.

Figura 20 - Curva de um s6 ciclo de crescimento sincrono (OSGC) do bacteriéfago SENT-12A
(A) e SENT-36A (B) em cultura com crescimento em fase exponencial de Samonella
spp. 12 e Salmonella spp. 36, respectivamente
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O fago SENT-12A e SENT-36A apresentaram periodos de eclipse bastante
semelhantes (25 min), indicando que ambos necessitam de quase meia hora para sintetizar
e montar novas particulas fagicas dentro da célula hospedeira. Essa similaridade pode
significar que as estratégias de replicacdo de cada bacteriofago sdo semelhantes ou
dependem das mesmas vias metabolicas no hospedeiro.

Apesar das semelhancas, os periodos de laténcia séo distintos, visto que o fago
SENT-36A é mais tardio (40 min) em comparacdo ao fago SENT-12A (30 min). Esse
comportamento pode estar relacionado com a eficiéncia dos mecanismos de lise, a
estabilidade do capsideo, ou com a afinidade das proteinas liticas com a parede bacteriana.
Fagos com periodos de laténcia mais longos, como o caso, podem sugerir producdo de
particulas virias mais estruturadas e estaveis, ainda que isso reduza a velocidade de
disseminacéo (Cao et al., 2022).

O burst size observado para ambos os bacteriofagos foi semelhante, indicando
que apresentam capacidade comparavel de producédo de novas particulas virais por célula
hospedeira. Embora esses valores possam ser considerados modestos, quando
comparados aos relatados por Li et al. (2024), que caracterizaram um bacteriéfago com
burst size de 495 particulas por célula hospedeira, eles permanecem consistentes com o
comportamento replicativo esperado para fagos com caracteristicas semelhantes. Essa
diferenca de produgdo de particulas virais pode estar relacionada as variagdes nas
condicdes fisiologicas da bactéria durante a infecgdo. Diversos estudos demonstraram que
fatores ambientais, como disponibilidade de nutrientes e taxa de crescimento da célula
hospedeira também influenciam diretamente a replicacéo viral, podendo resultar em burst
sizes menores e periodos de laténcia mais longos (Kannoly et al., 2022; Lisac; Podgornik,
2025). Dessa forma, os valores observados refletem a adaptacdo do ciclo de replicacédo
fagica as condicBes experimentais empregadas, sem que isso indique reducdo de
eficiéncia bioldgica.

Pereira (2023) descreveu valores semelhantes de tempo de laténcia e burst size
em fagos isolados contra Salmonella enterica, observando-se, desta forma, consisténcia
entre os resultados. Essa concordancia reforca a hipdtese de que tais parametros se
encontram dentro das faixas esperadas para fagos liticos que atuam sobre essa espécie
bacteriana. Essa convergéncia de dados sugere que os bacteriofagos isolados neste estudo
apresentam potencial para integrar formulagdes de biocontrole de Salmonella spp. em

alimentos e/ou ambientes avicolas.
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5.6.4 Curvas de inativacao bacteriana in vitro a varios valores de MOI

A multiplicidade celular de infeccdo (MOI) € um pardmetro essencial para
descrever as interacfes entre virions e celulas hospedeiras e prever a dinamica de
infeccdes. Especificamente, multiplicidade celular de infeccdo indica a razdo entre
concentracdo de virus por concentragdo de células bacterianas. Nesse sentido, 0s ensaios
de inativacdo bacteriana in vitro em diferentes MOI permitem indicar em quais
proporcdes os bacteriofagos apresentam maior eficiéncia frente a bactéria-alvo (Zwart et
al., 2013).

Considerando as duas cepas distintas de Salmonella spp. e um fago especifico
para cada uma delas, os experimentos foram conduzidos individualmente nos MOI 0,01,
1,10 e 100. Posteriormente, os mesmos ensaios foram realizados utilizando a combinacao
das bactérias em coquetel e dos respectivos fagos, também em coquetel, a fim de avaliar
0 comportamento dos microrganismos em condi¢6es de interacéo.

Os resultados estdo representados na Figura 21 (bacteriofago SENT-12A em
Salmonella spp. 12), na Figura 22 (bacteriéfago SENT-36A em Salmonella spp. 36) e na
Figura 24 (coquetel de fagos e bactérias).

Observou-se que, tanto nos ensaios individuais quanto nos realizados em
coqueteis, o MOI 1 apresentou a melhor inativacdo bacteriana. Isso indicou que
proporcOes equivalentes entre fagos e bactérias favoreceram o contato fago-hospedeiro e
otimizaram a lise celular.

Valores muito baixos de MOI, como 0,01, tendem a resultar em menor taxa de
infeccdo inicial, retardando a lise populacional (Adedon, 2011). Enquanto em valores
elevados de MOI (100), a reducdo da eficiéncia da infec¢do fagica pode estar relacionada
a um fendmeno conhecido como lysis from without (Abedon, 2011; Panteleev;
Kulbachinskiy; Gelfenbein, 2025). Nessa condi¢do, multiplas particulas fagicas
adsorvem simultanemamente a superficie de uma mesma célula bacteriana, promovendo
danos extensivos a membrana celular e levando a morte bacteriana antes que o ciclo
replicativo do fago seja completo (Hyman; Abedon, 2009; Adebon, 2011). Como
consequéncia, embora ocorra a inativacdo bacteriana, ndo ha producéo efetiva de novos
virions, o que compromete a amplificacdo fagica no sistema e reduz a eficiéncia global
da infecgéo. Esse tipo de lise ndo produtiva tem sido amplamente descrita em situagdes
de MOI elevados e representa um fator limitante para estratégias de biocontrole baseadas
em altas doeses iniciais de bacteriofagos (Hyman; Abedon, 2009; Adebon, 2011).
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A superioride do MOI 1 observada nesse estudo estd de acordo com os modelos
tedricos e experimentais que indicam que MOIs intermediarios frequetemente
maximizam a eficiéncia de inativacdo bacteriana, ao permitir uma disseminacao
progressiva da infeccdo fagica por meio de multiplos ciclos liticos (Chen et al., 2025).
Esse comportamento € particularmente relevante em sistemas aplicados ao biocontrole,
nos quais a manutencdo da atividade fagica ao longo do tempo pode ser mais vantajosa
do que uma infeccdo inicial excessivamente agressiva (Wiebe et al., 2024).

Dessa forma, os resultados obtidos contribuem para o entendimento da dindmica
de infeccdo fagica em diferentes condi¢Ges de multiplicidade de infeccdo e reforcam a
importancia da escolha adequada do MOI para o desenvolvimento de estratégias eficazes
de biocontrole de Salmonella spp., tanto em contextos experimentais quanto em

aplicacbes ambientais e produtivas.

Figura 21 - Curva de inativacao bacteriana in vitro. Bacteriéfago SENT-12A, bactéria Salmonella
spp. 12
Controle Salmonella spp. 12

Log (PFU/mL)
1

0 2 4 Temp6 (h) 8 10 12
—a—C.B +—TFB-B MOI 0,01 === TFB-B MOI 1 TFB-B MOI10  ——TFB-B MOI 100

Controle bacteriofago SENT-12A

10

= :
é 6 & -~ /9 + +
=3 /
| ¥ B
S
o, Fud - + + - + <
o]
oy |
2
0
0 2 4 6 10 12
+—C.FMOI 0,01 TFB-F MOI 0,01 ——CFMOIT i TFB-F MOI 1
+—C.FMOI10 TFB-F moi 10 Tempo.(h) ¢ F mor 100 TFB-F MOI 100

Legenda: C.B = Controle de Bactéria; TBF-B = bactéria mais fago, concentragdo de bactéria; TBF-F =
bactéria mais fago, concentracdo de fago; CF = Concentragdo de fago; PFU/ mL = Plaque-Forming
Units/mL; h = horas.
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Figura 22 - Curva de inativacdo bacteriana in vitro. Bacteriéfago SENT-36A, bactéria Salmonella
spp. 36
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Figura 23 - Curva de inativacdo bacteriana in vitro - Coquetel
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5.6.5 Emergéncia de células bacterianas mutantes resistentes aos fagos

O surgimento espontaneo de bactérias resistentes aos bacteriéfagos constitui um
fendmeno esperado em ensaios de biocontrole que utilizam esses agentes. Nesse contexto,
a determinacdo da frequéncia de emergéncia de mutantes resistentes é fundamental para
0 monitoramento da eficiéncia do biocontrole e, para a avaliacdo da manutencdo da
capacidade litica dos fagos ao longo do tempo (Silva; Wolff, 2020).

A resisténcia bacteriana aos bacteri6fagos pode ocorrer por diferentes
mecanismos moleculares e fisiologicos. Entre os mais frequentes, destacam-se as
estratégias que impedem a adsorcdo do fago a célula bacteriana, como a modificacao,
perda ou mascaramento dos receptores presentes na superficie celular. Outros
mecanismos incluem a protecdo conferida pela formagdo de biofilmes; o bloqueio da
injecdo do DNA fagico por meio da expressao de proteinas especificas, como a GP15; e
a atuacdo dos sistemas de restricdo-modificacdo, compostos por endonucleases de
restricdo associadas a metiltransferases, responsaveis pela degradacdo do material
genético viral ndo metilado. Adicionalmente, muitas bactérias apresentam sistemas
CRISPR-Cas, considerados mecanismos adaptativos de defesa, funcionalmente andlogos
a um sistema imunol6gico, capazes de reconhecer e neutralizar infeccdes fagicas
recorrentes. Em bactérias Gram-negativas, mecanismos adicionais podem estar
envolvidos, como a liberacdo de vesiculas da membrana externa, capazes de sequestrar
particulas fagicas no meio extracelular, reduzindo a eficiéncia da infeccéo (Samson et al.,
2013; Rostal; Marraffini, 2019).

No presente estudo, mutantes bacterianos resistentes foram observados apds 24 h
de incubagdo. As frequéncias de emergéncia foram de 1,01x107* (0,1015%) para o
bacteriofago VB _Sent12A e de 0,99x107 (0,0990%) para o bacteriofago VB Sent36A.
Esses valores encontram-se descritos na Tabela 11 e indicam uma baixa, porém

mensuravel taxa de emergéncia de resisténcia.

Tabela 11 - Determinagdo da frequéncia de emergéncia espontanea de células bacterianas
mutantes resistentes ao bacteriéfago

Amostra controle Amostra tr_a’tada com FreqU(_‘encia de mutantes
(UFC/mL) bacteri6fago bacterianos resistentes ao
(UFC/mL) bacteriofago
VB_Sent12A 4,7x10° 0,477x107 1,01x10°®
VB_Sent36A 4,9 x10° 0,49 x10’ 0,99x1073

Fonte: Elaboracao propria
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As baixas frequéncias observadas indicam que o surgimento espontéaneo de
resisténcia ocorre, neste caso, em proporc¢des reduzidas. Esses resultados sugerem que 0s
bacteriofagos avaliados mantém elevada eficiéncia litica frente as populacdes de
Salmonella spp., sendo capazes de infectar e lisar a maior parte das células bacterianas

sensiveis ao longo do periodo de incubagéo de 24 h.
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6 CONCLUSAO

O trabalho desenvolvido alcangcou seus objetivos ao isolar, caracterizar e avaliar
0 potencial de bacteriéfagos liticos especificos contra cepas de Salmonella spp. obtidas
na regido de Sorocaba/SP, demonstrando a relevancia desses fagos como alternativas
promissoras para o controle biolégico de Salmonella. Tal abordagem mostra-se relevante
diante do crescente aumento da resisténcia antimicrobiana e da necessidade de estratégias
sustentaveis voltadas & biosseguranca alimentar.

A partir das analises genémicas das bactérias isoladas de fezes de frangos, foram
identificados genes de resisténcia a diferentes classes de antibiéticos o que reforga a
urgéncia na adoc¢do de alternativas biotecnoldgicas para o controle de Salmonella em
contextos produtivos e de saude publica.

Os resultados obtidos demonstram o potencial de aplicacdo dos bacteri6fagos
isolados como agentes de biocontrole de Salmonella spp., sobretudo em sistemas avicolas
nos quais o uso de antimicrobianos ainda é recorrente. Além disso, o emprego de fagos
regionais evidéncia a importancia da pesquisa aplicada a realidade local, contribuindo
para o desenvolvimento de solucBes sustentaveis e ambientalmente seguras.

Dessa forma, este trabalho oferece bases para o avanco no desenvolvimento de
formulagdes fagicas voltadas a redugdo da contaminagdo bacteriana em cadeias
produtivas de alimentos, bem como abre perspectivas para novas investigacdes sobre
sinergismos entre fagos, elaboracdo de coquetéis personalizados e aplicacbes em
diferentes matrizes alimentares. Em um cenario global de crescente resisténcia bacteriana,
os achados desta pesquisa reafirmam a relevancia da fagoterapia como uma estratégia
promissora, sustentavel e eficaz para o controle de patdgenos de importancia zoonética.
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7 TRABALHOS FUTUROS

O trabalho aqui desenvolvido ndo contemplou a avaliacdo de fatores abidticos
que podem influenciar a estabilidade e a eficiéncia dos bacteriofagos, tais como variagdoes
de temperatura, pH e exposic¢éo a radiacao ultravioleta (UV). A analise desses parametros
é fundamental para a compreensdo da viabilidade e da persisténcia das particulas fagicas
em diferentes condigOes ambientais e industriais. Dessa forma, recomenda-se que estudos
futuros incluam a investigagédo desses fatores, a fim de aprofundar o entendimento sobre
0 comportamento dos fagos aqui isolados frente a distintas condic¢des fisico-quimicas,
bem como de ampliar a compreensdo de seu real potencial de aplicagdo pratica em
sistemas de biocontrole.

Além disto, recomenda-se a caracterizacdo genémica dos fagos SENT-12A e
SENT-36A, a fim de confirmar a auséncia de genes associados a resisténcia a antibioticos
ou a viruléncia, garantindo seguranca para aplicacdes biotecnologicas.

Torna-se relevante ainda avaliar a eficacia desses fagos em modelos in vivo e em
diferentes matrizes alimentares, permitindo verificar seu desempenho em condi¢cdes mais
proximas as encontradas nos sistemas produtivos.

Também se destaca a importancia de investigar o potencial sinérgico entre fagos
e antibioticos, visando maximizar a eficiéncia de lise bacteriana e reduzir o risco de
surgimento de resisténcia.

Outra linha promissora consiste no estudo de estratégias de imobilizacdo e
encapsulamento, com o objetivo de aumentar a estabilidade e a vida Gtil das formulacGes
fagicas em aplicacGes comerciais.

Por fim, recomenda-se a ampliacdo do monitoramento da diversidade fagica
regional, de modo a estabelecer bancos de fagos representativos e adaptados as cepas
locais de Salmonella spp., fortalecendo a base para programas continuos de biocontrole e
vigilancia microbiologica.

Pelo exposto, percebe-se que os desafios permanecem expressivos, mas deliniam

oportunidades promissoras para o desenvolvimento de pesquisas inovadoras.
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APENDICE I — Fichas com os resultados das galerias AP120E por amostra

com identificacdo do local de coleta e resultados.




ANEXO 1 - Certificado V Brazilian Congress of Development

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS QUE
Estudo comparativo entre trés formas de identificacio de Salmonella spp

De autoria de Renata Lopes Simbes da Silva, Victor Manuel Cardoso Figueredo Balcio e Marta Maria Duarte Carvalho Via, foi
p tado no V Brazilian Congress of Development, evento online, organizado pela Braz#ian Joumnals Publicagbes de Periddicos
e Editora Ltda., no dia 28 de agosto de 2024, com carga horéra de 8 horas.

N ’
\ : 14
Sao José dos Pinhais, \ \rnordio. -L“ 2 \

28:aCagosto de 2024, Profa. Amanda da Silva

EDITORACHEFE
Braziliun Jourmals Publicacdes de Penddicos ¢ Editora Lida - ONPJ 32 432 8680001-57

Run Quinze de Novembro, 2175, Sobreloja 19, Centro Comercial Celli, Centro,
Sho Josd dos Pinhnis/PR, Brasil, CEP 83005000
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ANEXO 2 - Certificado V Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciéncia e Tecnologia

V BT

CERTIFICADO DE TRABALHO

Lal U

Prof® Dra. Poliana Mendes de Prof® Dra. Edna Maria Prof° Dr. Gabriel Gomes de

Souza Rangel de Sa Oliveira
Presidente do V COBICET Coordenadora do Comité Cientifico Vice-Coordenador de Comité Clentifico
do V COBICETY do V COBICET

Instituicdes organizadoras e apoiadoras:

iy N
N ~
i
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ANEXO 3 - Certificado 27° Encontro de Pesquisadores e de Iniciacdo Cientifica - EPIC

® g

UNISO

Certificamos que o trabalho "IDENTIFICACAO E
ISOLAMENTO DE SALMONELLA SPP. A PARTIR DE
AMOSTRAS AMBIENTALIS." de autoria de Renata Lopes
Simoes da Silva, orientado por Marta Maria Duarte Carvalho

Vila, foi apresentado, nesta data, no 27° Encontro de

Pesquisadores e de Iniciacao Cientifica (EPIC), evento
realizado entre os dias 16 e 18 de outubro de 2024 pela
Universidade de Sorocaba - Uniso.

Encontro de

Pesquisadores e de
Iniciacdo Cientifica « EPIC

Sorocaba, 16 de outubro de 2024.

J

' 4
- — @___

Prof. Dr. José Martins de Oliveira Jr. Profa. Dra. Cristiane de Céssia Bergamaschi

Pro-Reitor de Pos-Graduacio, Pesquisa, Presidente do 27° EPIC
Extensdo e Inovacio- Propein
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ANEXO 4 - Certificado 21° Congresso Nacional de Meio Ambiente de Pocos de Caldas

\ 21° Congresso Nacional de Temdtica 2024

MEIO AMBIENTE EXﬁEMUS CLIMATICUS
N

de Pocos de Caldas
22 a 25 DE OUTUBRO | 2024

CERTIFICADO

Certificamos que a submissdo intitulada ANALISE DA EFICACIA DE
METODOS BIOQUIMICOS NA IDENTIFICACAO DE SALMONELLA SPP. EM
AMOSTRAS AMBIENTAIS DE PRODUCOES AVICOLAS DE PEQUENO
PORTE foi apresentada por Renata Lopes Simdes da Silva, durante o 21°
Congresso Nacional de Meio Ambiente de Pogos de Caldas, apresentando
nas Modalidade(s) Modelo de Resumo Expandido e Area(s) Tematica(s)
Promocgao da satde.

——

Pog:QSde Caldas 24 de outubro\dg2024.

Prof. Dr’ (‘saudlomlr Qai\.a Santos Gisele Correa Ferreira
Presidente da Comissao Diretora da GSC
Técnico Cientifica Eventos Especials

Realizacao

‘= 28 omm
= B INSTITUTO FEDERAL W  (NSTITUTO FEDERAL
Evnoos g ==. So Mirsas Gera

BEE ot toUCACAD. CIENCIA E TECNOLOG
oo @ Mrws Gera
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ANEXO 5 - Anais do evento | Coléquio Interdisciplinar PPGCF e PPGPTA, IV
Simpdsio em Ciéncias Farmacéuticas e Il Simposio em Processos Tecnoldgicos

e Ambientais.

I Coldguio Interdisciplinar PPGCF e PPGPTA
IV Simpésio em Ciéncias Farmacéuticas
Il Simpdsio em Processos Tecnoldgicos e Ambientais

Estudo comparativo entre formas de identificacdo de Salmenella spp

Renata Lopes Simdes da Silva, renata 96@outlook.com’; Marta Maria Duarte Carvalho Vila,
marta.vila@prof.unisobr'; Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcio,
victor balcao@prof uniso.br'

"Universidade de Sorocaba (Uniso), Sorocaba, SP, Brasil

Resumo: A Solmonells spp. & uma bactéria zoondtica que afeta a sadde pablica,
principalmente, por meio de alimentas contaminados, com indmeros casos no Brasil. A melhor
maneira de realizar a prevengdo & através do diagndstico e notificacdo dos casos positivos
junto aos drgdos competentes. Assim, a identificacdo desta bacteria & fundamental. Comparar
trés métodos de deteccdo de Salmonella spp, sendo: i) agar Shigella-Salmonella, i) Enterokit
B®, e i) Galerias API 20E*. Amostras de fezes de galinha, oriundas de granjas de criacio familiar
de Sorocaba/SP e regido, foram coletadas e incubadas em meio de cultura nutritive Brain Heart
Infusion (BHI). Ma sequéncia, as amostras foram semeadas por meio de esgotamento em placas
com Agar Shigella-Salmonella e realizades os testes bioguimicos do Enterckit B* e Galeria
API20 E*. Mo meio &gar Shigello-Salmonella as amostras apresentaram crescimento de
coldnias enegrecidas, indicativo de resultado positive. Os testes bioguimicos realizados nos
Enterokit B indicaram, em alguns casos, a presenca de Proteus spp., uma bactéria com
caracteristicas bioguimicas semelhantes a Salmonells spp. Essa semelhanga também foi
observada nas galerias AP 20E". Dadas as possivels reacdes cruzadas e semelhancas
bioguimicas entre Profeus spp. e Salmanello spp, se faz necessario a utilizagdo de métodos
complementares para garantir identificacdo precisa. Essa pratica € especialmente importante
em ambiente de producdo familiar, onde o manejo sanitdrio é menos Agoroso, para evitar
surtos de salmonelose e garantir a sequranca alimentar.

Palavras-chave: reagtes ccruzadas, identificagdo bacteriana; Salmonello spp.
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ANEXO 6 — Certificado 1° Encontro de Pesquisadores do Observatdrio de Desenvolvimento da Regido Metropolitana de Sorocaba —
EPO/2025.

Ll
i v/

OBSERVATORIO

Certifico que o trabalho “* PROPECCAO DE SALMONELLA SSP. EM SOROCABA
E REGIAO E ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DE BACTERIOFAGOS
LITICOS PARA SEU COMBATE’, de autoria de Renata Simdes Lopes da Silva e
Marta Maria Duarte Carvalho Vila, foi apresentado, neste dia, no 1° Encontro de
Pesquisadores do Observatorio de Desenvolvimento da Regiao Metropolitana
de Sorocaba, evento realizado pela Universidade de Sorocaba - Uniso, com carga
horaria de 3 horas.

Sorocaba, 23 de abril de 2025.
I\,\ 4

\
N—""

Profa. Dra. Maria Ogécia Drigo
Docente do Programa de Pés-Graduagao em Comunicagao e Cultura
e do Programa de Pés-Graduagao em Educagao
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ANEXO 7 - Certificado Il Congresso Nacional de Agronomia On-line..

""'—‘_ _{.«_; BRI S R e A e S L o | -¢
; mu CONRGRO 2
R 3 Conyries Vadk o At % e =
— == (Certificado l
APRESENTACAO DE TRABALHO ﬁ

Certificamos que o trabalho intitulado ]

EFICACIA DE METODOS BIOQUIMICOS NA IDENTIFICACAO DE <

Salmonella spp. EM AMOSTRAS DE PRODUCOES AVICULAS DE

PEQUENO PORTE :

L

de autoria de Renata Lopes Simoes da Silva, Victor Manuel Cardoso 'g

Figueiredo Balcdo e Marta.Vila Maria Duarte Carvalho, foi submetido,

APROVADO E APRESENTADO, na modalidade Resumo Simples, no evento

II Congresso Nacional de Agronomia On-line (II CONAGRO), realizado

em 03/06/2025 a 06/06/ 2025, organizado pela Bio10 Digital Cursos (CNPJ:

37.612.857/0001-72, com apoio cientifico da Wissen Editora e Journal of

Education Science and Health - JESH, contabilizando carga horaria total de 40
oras.

Verifique 0 codigo de autenticidade :mm.nnmmqﬁéﬂmxw:msum om bitps/fwww.evend.com. br/documentos

. 2 R e
. v‘.‘f‘; Rty iR %l

divalt b 21T ks s _ Prof, Me. Junicfson Soares da Silva Licana e Mimndor
Profa, Dra. Denise dos Santos Vila Verde Teresina - Hauiwlogtrde Junho de 2025 Ma. Luanna Abves Mirands iz
SRTATRRERIR o o, 1] SERIAUIG w mm g Coordenadora da Comissio Cientifica do [ CONAGRO 2
1 ficies Ve e Caraie 4714 #
nga. CEP. 64 048 400
BI010 oNy - . {
2208 Wwissen DS &
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ANEXO 8 — Certificado 1V Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciéncias e Tecnologia.

Verlijes € (OGS 8 slintSioSece JOSETITE SOMEIL SE8T 500 £ ATESETI0 1 T EESEEE1 V4008 ur til]n

CERTIFICADO DE TRABALHO

Certificamos que o trabalho intitulado Bacteriéfagos liticos como alternativa no combate a
Salmonelia spp. em granjas de pequano porte de autoria de Renata Lopes Simoes da Silva,
Bruna Caroline Alves Nogueira, Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcdo € Marta Vila Maria
Duarte Carvalho, fol submetido no VI Congresso Brasilelro Interdisciplinar em Ciéncla e Tecnologia
- *Qual é o futuro da Interdisciplinaridade?”. O trabalho fol aprovado e publicado nos anals do
evenlo, em formato Resumo expandido, na area tematica CBIO - Ciéncias Biologicas.

Online, 29 de agosto de 2025.

Prof® Dra. Poliana Mendes de Prof® Dr. Cleiton Ricardo

Souza Coordenadora do Comit# Clentifico
Presidente do VI COBICET do VI COBICETY

Institui¢des organizadoras e apoiadoras:
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ANEXO 9 — Certificado 28° Encontro de Pesquisadores e de Iniciacdo Cientifica.

) Encontro de
Pesquisadores e de
Iniciacdo Cientifica « EPIC

Certificamos que o trabalho "BACTERIOFAGOS LITICOS: UMA ABORDAGEM
ALTERNATIVA PARA O CONTROLE DE Salmonella spp. EM GRANJAS DE PEQUENO
PORTE'"', de autoria de Renata Lopes Simdes da Silva, Bruna Caroline Alves Nogueira e
Vitor Manuel Cardoso Balcio, orientado por Marta Maria Duarte Carvalho Vila, foi
apresentado, nesta data, no 28° Encontro de Pesquisadores e de Iniciacdo Cientifica (EPIC),

eyenio realizado entre os dias 28 e 30 de outubro de 2025, pela Universidade de Sorocaba - =
o e Uniso.

Sorocaba, 28 de outubro de 2025.

|
/

A A
= S —

Prof. Dr. José Martins de Oliveira Junior Profa. Dra. Cristiane de Cissia Bergamaschi
Pro-Reitor de Pés-Graduagio, Pesquisa, Presidente do Programa de Inicia¢io Cientifica
Extensao e Inovacao
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ANEXO 10- Certificado 36° Congresso Brasileiro de Virologia e 20° Encontro de Virologia do Mercosul.

Certificate of participation

The Brazilian Society for Virology (SBV) certify that Renata Lopes Simdes da Silva presented the work entitled
Isolation and characterization of lytic phages for Salmonella spp. from Sorocaba and region, coauthored by
Renata Lopes Simdes da Silva: Bruna Coroline Alves Nogueira; Fernanda de Campos Moreli; Jilio Cesar
Mescoloto: Alessandro Marques; Lucas Mateus Rivero Rodrigues: Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcio:
Marta Maria Duarte Carvalho Vila during the Poster Session at the 36th Brazilian Congress of Virology & 20th
Mercosur Virology Meeting (36CBV/20EVM), held from November 20th to 23rd, 2025, at the Federal University of
Minas Gerais (UFMG), in Belo Horizonte, MG, Brazil.

%M‘?M(.Dbummd Tahiavi= Dowi hovr—
Betania Paiva Drumond TatianaBomitrovic
President of SBV and 36CBV/20EVM First Secretary SBV
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ANEXO 11 - Quadro de Leitura das Galerias API20E

07584 - L - 2019-06 - pt

Quadro de Leitura

teste oxidase

TESTES COMPONENTES QTD (mg/ | REAGCOES/ENZIMAS RESULTADOS
ATIVOS clpula) NEGATIVO POSITIVO
ONPG 2-nitrofenil-BD- 0,223 | B-galactosidase (Orto Incolor Amarelo 1
galactopiranosida nitrofenil-BD-
galactopiranosidase)
ADH L-arginina 1,9 Arginina dihidrolase Amarelo Vermelho alaranjado
2)
LDC L-lisina 1,9 Lisina descarboxilase Amarelo Vermelho alaranjado
2)
QD! L-ornitina 1,9 Ornitina descarboxilase Amarelo Vermelho alaranjado
2)
[CIT] Citrato de trisédio 0,756 Utilizagao de citrato Verde palido/ Azul-esverdeado/
amarelo azul 3
H2 Tiossulfato de sédio 0,075 Produgao de H,S Incolor/acinzentado | Depésito preto/linha
fina
URE Ureia 0,76 Urease Amarelo Vermelho alaranjado
2)
TDA imediato
TDA L-triptofano 0,38 Triptofano desaminase Amarelo Castanho
avermelhado
JAMES imediato
IND L-triptofano 0,19 Produgéo de indol Incolor/verde- Rosa
amarelado palido
VP 1+ VP 2/10 min
[VP] Piruvato de sédio 1,9 Produgéo de acetoina Incolor/rosa palido Rosa/vermelho 5
(Voges Proskauer)
GEL] Gelatina (origem 0,6 Gelatinase Sem difusdo Difusao de pigmento
bovina) preto
GLU D-glucose 1,9 Fermentacéo - oxidagao Azul/azul- Amarelo/amarelo
(glucose) 4 esverdeado acinzentado
MAN D-manitol 1,9 Fermentagéo - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(manitol) 4) esverdeado
INO Inositol 1,9 Fermentacao - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(inositol) 4) esverdeado
SOR D-sorbitol 1,9 Fermentagéo - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(sorbitol) 4) esverdeado
RHA L-ramnose 1,9 Fermentagao - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(ramnose) 4 esverdeado
SAC D-sacarose 1,9 Fermentagéo - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(sacarose) 4 esverdeado
MEL D-melibiose 1,9 Fermentagéo - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(melibiose) 4 esverdeado
AMY Amigdalina 0,57 Fermentagao - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(amigdalina) 4) esverdeado
ARA L-arabinose 1,9 Fermentacdo - oxidagao Azul/azul- Amarelo
(arabinose) 4) esverdeado
OX Consultar o folheto informativo do | Citocromo oxidase Consultar o folheto informativo do teste

oxidase

bioMérieux SA

Portugués - 7
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ANEXO 12 — Resultados do teste de PCR realizados pela empresa VetLab das
amostras 12, 29 e 36.

VETLAB

Nedicns Bagadatizn Wiedndan

Vetiab Medicina Diagnostica Veterindria

Rua Bemardo Guimaries 135, Jardim Vergusiro
18030-050 - Sorocabs - SP

(15) 09727-2212 | @vetiabsorocaba

Macho
RENATA LOPES S. DA SILVA
RENATA LOPES S. DA SILVA - CRMV

53833sp

Data Cadastro:  08/01/2025 15:32

Microchip
Raga.......... SRD
|dade 2 ano(s) e 0 mes(es) e 6 dia(s)

Tel ...
Clinica ...

RENATA LOPES S. DA SILVA

023150/ 2025 - SALMONELLA SPP - REAL TIME PCR QUALITATIVO
Assinado slatonicaments por. FERNANDA FERREIRA DE OLIVEIRA CRMV 64211-SP am 14/01/2025.

Resultado(s)

Salmonella spp. Real Time PCR Qualitativo
Material utifzado:
METODO:

Probe-based gPCR (PCR em Tempo Real com Sonda TagMan)

RESULTADO:
DETECTADO
Cyde threshdd (Ctf 27,85

Interpretagao dos resultados:

POOL DE AMOSTRAS - SWAB + ALCA
CALIBRADA

. DETECTADOQ: delecgio (amplficacio) de DNA de Saimonella spp. na amosira analisada.
Ct: n” de ciclos necessanios (pode variar 3é 40) pars evidenciar 3 amplificagio em reagio Real
Time PCR. Pode ter aplicacio semiquanttativa, com valor de magnitude inversamente proporcional

& concentracio inical do alvo na amostra analisads (quanto menar o Ct, maior 3 carga do dvo).
Atencio: O valor de Ct ndo substitui » andlee quantitativa por gPCR. Valores de Ct somente <30
vilidos para comparag3o a partr de mesmo ensaio gPCR, kits & equipamentos utlizados.

. NAOQ DETECTADO: nio houve detecgiio (amplificagio) de DNA de Sal

spp. N3

Irmportante: casos negativos com persisiénci da suspeia dinica devern ser novamenie avalisdos

a partir de gem rep iva dix Q

ia do microrgansmo nvestigado, correlacionada

com o quadro clinico apresentado no momento da colet:. Caso haj divida guanio 3 amostra ideal,
© teste admite pool de até 3 amostras na mesma reacdo. Certifique-se de avaliar os dapnéstcos

| de

diferenciais aplicives ao caso dinico e a

Comentarios tacnicos:

. A Saimonelia spp. acomele todos os animais, indundo wves e o homem. Normalmente, pode causar desordens
gastrointestinais, mas mbém pode estar relacionada com ranslomoes reprodutivas.
. Para aves com desordens gastroiniestnais, recomendamos o Painel Darres Avidna. Para aves

com desordens reprodutivas, d

o Painel Reproducis Avidro .

. Para menitorsmento sifeccioso em aves sugerimos o Panel Trisgem Psitacidecs Completo .
- Quadros gastrointesSnais em cles e galos sugerimos o Pained Diarreis Canina ou Felina -

VDo - www vwickood iceserdo. com tr

Pag.11
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VETLHB Vetiab Medicina Diagnostica Veterindria
Rua Bemardo Guimaries 135, Jardim Vergusiro
Z O N 18030-050 - Sorocaba - SP
Nedicins Bapatatizo Vesednddn (15) 99727-2218 | @vetlabsorocaba
012014 Data Cadastro:  08/01/2025 15:34
029 Microchip >
Canina Raga . SRD
Macho Idade ..... 2 ano(s) e 0 mes(es) e 6 dia(s)

RENATA LOPES S. DA SILVA
RENATA LOPES S. DA SILVA - CRMV

53383sp

023151/ 2025 - SALMONELLA SPP - REAL TIME PCR QUALITATIVO
Assinado sletnicaments por. FERNANDA FERREIRA DE OLIVEIRA CRMV 64211-5P am 14/01/2025.

RENATA LOPES S. DA SILVA

Resultado(s)
Salmonella spp. Real Time PCR Qualitativo

Malerial ulikzado: POOL DE AMOSTRAS - SWAB + ALCA
CALIBRADA

METODO:

Probe-based gPCR (PCR em Tempo Real com Sonda TagMan)

RESULTADO:

NAO DETECTADO

Cyde threshad (Cty -

Interpretago dos resultados:

. DETECTADOQ. delecgio {amplficagio) de DNA de Sai la spp. na i

Ct: n” de ciclos necessanos (pode variar é 40) pars evidenciar 3 amplificagio em reagio Real
Time PCR. Pode ter aplicacio semiquanttativa, com valor de magnitude inversamente proporcional
& concentragio inicial do aivo na amostra analisads (quanto menor o Ct, maior 3 carga do Jvo).
Atenca: O valor de Ct ndo substitui 3 andlee quantitativa por gPCR. Valores de Ct somente <30
validos paa paracao 3 partr de ensaio gPCR, kits e egupamentos ulilizados.

. NAOQ DETECTADO: nio houve detecgio (amplificagio) de DNA de Sal fa spp. na i
Irmportante: casos negativos com persisiénct da suspeis dinica devern ser novamenie avalisdos
a partir de 3 P va da i do MKrorgansmo tigad {acionad:
com o quadro clinico apresentado no momento da colets. Caso hajs divida guanio 3 amostra ideal,
© teste admite pool de até 3 amostras na mesma reacdo. Certifique-se de svaliar os dapndstcos

diferenciais aplicives ao caso clinico e a | » de p

Comentarios tacnicos:

. A Saimonelis =pp. acomele todos os animais, indundo wves e o homem. Normalmente, pode causar desordens
gestrointestinais, mas ambém pode estar X com 108 reprodutivas.

. Para aves com dl gastroi nai o Painel Drreis Aviana. Para aves

com desordens reprodutivas, d: o Painel Reproducao Aviario .

. Para monitoramento nfeccioso em aves sugeri o Panel Triagem Psitacidecs Complelo .

. Quadros gastrointestinais em cles e galos sugerimos o Painel Diarreis Canina ou Felina .

Ve - wwm vwichood idesendo. com tr Pag.11
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VETLHB Vetiab Medicina Diagnostica Veterindria
Rua Bemardo Guimaries 135, Jardim Vergusiro
Z O N 18030-050 - Sorocaba - SP
Nedicins Bapatatizo Vesednddn (15) 99727-2218 | @vetlabsorocaba
012015 Data Cadastro:  08/01/2025 15:35
038 Microchip >
Canina Raga . SRD
Macho Idade ..... 2 ano(s) e 0 mes(es) e 6 dia(s)

RENATA LOPES S. DA SILVA
RENATA LOPES S. DA SILVA - CRMV

53383sp

023152/ 2025 - SALMONELLA SPP - REAL TIME PCR QUALITATIVO
Assinado sletnicaments por. FERNANDA FERREIRA DE OLIVEIRA CRMV 64211-5P am 14/01/2025.

RENATA LOPES S. DA SILVA

Resultado(s)
Salmonella spp. Real Time PCR Qualitativo
Malerial ulikzado: POOL DE AMOSTRAS - SWAB + ALCA
CALIBRADA
METODO:
Probe-based gPCR (PCR em Tempo Real com Sonda TagMan)
RESULTADO:
DETECTADO
Cyde threshdd (Cty: 16,50
Interpretago dos resultados:
. DETECTADO. delecgio (ampificagio) de DNA de Sal I 5pp. na i

Ct: n” de ciclos necessanos (pode variar é 40) pars evidenciar 3 amplificagio em reagio Real
Time PCR. Pode ter aplicacio semiquanttativa, com valor de magnitude inversamente proporcional
& concentragio inicial do aivo na amostra analisads (quanto menor o Ct, maior 3 carga do Jvo).
Atenca: O valor de Ct ndo substitui 3 andlee quantitativa por gPCR. Valores de Ct somente <30
validos paa paracao 3 partr de ensaio gPCR, kits e egupamentos ulilizados.

. NAOQ DETECTADO: nio houve detecgio (amplificagio) de DNA de Sal fa spp. na i
Irmportante: casos negativos com persisiénct da suspeis dinica devern ser novamenie avalisdos

a partir de 3 P va da i do MKrorgansmo tigad {acionad:
com o quadro clinico apresentado no momento da colets. Caso hajs divida guanio 3 amostra ideal,
© teste admite pool de até 3 amostras na mesma reacdo. Certifique-se de svaliar os dapndstcos

diferenciais aplicives ao caso clinico e a | » de p

Comentarios tacnicos:

. A Saimonelis =pp. acomele todos os animais, indundo wves e o homem. Normalmente, pode causar desordens
gestrointestinais, mas ambém pode estar X com 108 reprodutivas.

. Para aves com dl gastroi nai o Painel Drreis Aviana. Para aves

com desordens reprodutivas, d: o Painel Reproducao Aviario .

. Para monitoramento nfeccioso em aves sugeri o Panel Triagem Psitacidecs Complelo .

. Quadros gastrointestinais em cles e galos sugerimos o Painel Diarreis Canina ou Felina .

Ve - wwm vwichood idesendo. com tr Pag.11



