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INTRODUGCAO

Salmonella spp. é um dos principais patdégenos envolvidos em doencas transmitidas
por alimentos (DTA), com importancia em saude publica em todo o mundo. Observa-se um
aumento do numero de Salmonella resistentes, muitas vezes relacionado a sobrevivéncia de
bactérias pelo uso indiscriminado de antimicrobianos. Com isso, estudam-se tratamentos
alternativos, dentre eles o controle bioldgico com bacteriofagos, que podem ser utilizados para
prevenir ou tratar doencgas bacterianas como um complemento ou alternativa a terapia com
antibidticos. Bacteridfagos, ou fagos, sdo virus intracelulares obrigatorios, hospedeiro-especificos,
gue infectam somente procariotos e estdo amplamente distribuidos (AZEREDO et al, 2011). Este
estudo objetivou o primeiro isolamento e caracterizacdo de bacteridfagos realizado na regido de
Passo Fundo, RS, para uma melhor compreensao de sua biologia, devido ao seu potencial de uso

para tratamento ou prevencdo contra Salmonella spp.

DESENVOLVIMENTO:

Fagos podem ter um ciclo de vida denominado litico, onde a reprodug¢ao da viruléncia
ocorre dentro do hospedeiro e induz a lise das células, ou um ciclo lisogénico, quando integram

seu material genético ao genoma da bactéria hospedeira, recebendo o nome de profago e se



mantendo inativo (AZEREDO et al, 2011). Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae, é
uma bactéria Gram negativa, anaerdébica facultativa, ndo formadora de esporos e com formato de
bastonetes curtos. A maioria das espécies sdo méveis, com flagelos peritriquios (FORSYTHE, 2002).
Foram utilizadas como bactérias hospedeiras 12 sorotipos de Salmonella: S. Anatum, S. Agona, S.
Brandenburg, S. Bredney, S. Enteritidis, S. Infantis, S. Lexington, S. Panama, S. Rissen, S.
Schwarzemground, S. Tennessee e S. Typhimurium, previamente isoladas e confirmadas
geneticamente por Microarray pelo equipamento Check&Trace, em experimentos anteriormente
realizados por nosso grupo de pesquisa. Antes de serem utilizadas foram devidamente testadas a
fim de garantir que ndo possuiam o profago em seu genoma, armazenadas em agar nutriente e
reativadas utilizando o caldo Brain Heart Infusion (BHI). Como fontes de isolamento dos
bacteriéfagos foram utilizadas amostras de fezes de aves e residuos de dgua de abate antes de
entrar na lagoa de tratamento, e seguiu-se metodologia de (AZEREDO et al, 2011). Para o
isolamento foi inoculada individualmente cada bactéria de interesse em caldo BHI, incubado a
379C. Apds esse periodo adicionou-se a cultura bacteriana a fonte do fago na proporcdo de 1g de
material para 10 mL da bactéria cultivada, incubado por 24h a 372C sob agitacdo. Apds esse
periodo realizou-se centrifugacao, filtracdo em filtros de 0,22um, e verificou-se o filtrado nas
bactérias hospedeiras, utilizando placas de agar triptona de soja (TSA) com uma sobrecamada de
agar semi-sélido com cada Salmonella a ser testada. Apds foram pipetados 10ulL do filtrado,
incubados por 24h a 379C, e verificou-se a formacdo de halos indicativos de presenca de fagos,
conforme Figura 1. Verificou-se a presenca de 14 fagos isolados. Com isso, realizou-se o teste de
suscetibilidade, onde os isolados foram testados nos 12 sorotipos de Salmonella. Como resultado,
7 fagos apresentavam caracteristicas morfoldgicas diferentes, como tamanho e formato de halo,
contagem de Unidades Formadoras de Placa (PFU), visualizados na Figura 2 e na Tabela 1, e
Eficiéncia de Placa (Efficiency of Plating), descrita na Tabela 2. A nomenclatura dos fagos isolados
foi baseada na bactéria hospedeira utilizada e na fonte de isolamento. As demais caracterizacdes,
de acordo com Santos et al. (2011), seguindo os protocolos que envolvem gendmica e proteémica,
encontram-se em andamento, mas ja foi determinado que s3o bacteriéfagos com DNA
cromossémico. Os fagos 1:2, 5:2, 10:2 e 11:1 mostraram-se altamente eficientes na infeccdo das
bactérias selecionadas, indicando serem fortes candidatos a serem utilizados em fagoterapia

contra Salmonella spp.



CONSIDERAGOE S FINALIS:

Dentre os 7 (sete) fagos isolados, 4 (quatro) apresentaram bom grau de infeccdo frente a
diferentes sorovares de Salmonella. Estudos futuros determinarao a real efetividade e capacidade
fagoterdpica destes isolados, para melhor compreensdo da biologia destes bacteriéfagos, com

perspectivas de uso para o controle biolégico das salmoneloses.
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NUMERO DA APROVAGCAO CEP OU CEUA ( para trabalhos de pesquisa): N3o foi necessério, visto
gue ndo utilizou-se o modelo animal.



ANEXOS:

Figura 1- Fagos isolados

Tabela 1 - Contagem de PFU dos bacteriéfagos isolados.
Bacteriéfagos

10:02 01:02 08:02 08:01 07:02 05:02 11:01

PFU/mL  2,9x10""  1,29x10"  1,05x10™  1,22x10"  1,37x10°  1,76x10°  8,5x10’

Tabela 2 - Eficiéncia de infecgdo dos bacteriéfagos isolados frente a Salmonella hospedeira.

Fago 1:2 Fago 5:2 Fago 10:2 Fago 11:1

Hospedeiras DiluicGes DiluicGes DiluicGes DiluicGes
-4 5 6 4 -5 -6 -4 -5 -6 4 -5 -6
S. Brandemburg Inc 60 13 NI NI NI Inc 83 9 Inc Inc 29
S. Bredney NI NI NI Inc Inc Inc Inc 80 13 Inc Inc 66
S. Infantis NI NI NI Inc Inc Inc NI NI NI 44 10 3
S. Rissen 38 34 33 28 36 23 Inc Inc 27 Inc Inc 73
S. Panama NI NI NI NI NI NI Inc Inc 27 Inc Inc 87
S. Enteritidis NI NI NI Inc Inc Inc NI NI NI 33 7 NI

NI- Ndo Infecta; Inc- Incontaveis halos de infec¢ao



