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BACTERIOFAGOS:
UMA PERSPECTIVA DE PRODUTO

BIOLOGICO PARA CONTROLE DE
SALMONELLA HEIDELBERG EM
ER\NCONIDOOiI=

Bacteridfagos sdo virus que infectam bactérias seletivamente, replicam-se somente na presenca
da bactéria-alvo, sdo inocuos a humanos e animais, e sdo rapidamente eliminados do organismo

hospedeiro na auséncia da bactéria suscetivel

Por | Clarissa S. L. Vaz* e Daiane Voss-Rech*

avicultura de corte continua a crescer em

tamanho e complexidade, exigindo uma

abordagem multifatorial para controle das

salmoneloses. Medidas estritas de bios-
seguridade e de Boas Préticas de Produgédo nas granjas
constituem a base da prevengdo da infecgdo das aves,
aliadas a programas de vacinagdo de matrizes e estratégias
adicionais, como uso de prebidticos, probidticos, acidos
organicos e outros produtos que reduzem a colonizagao
intestinal e a excregao fecal. No que tange o rol de pro-
dutos bioldgicos para controle de salmoneloses, bacteri-
ofagos liticos constantemente aparecem como potenciais
alternativas terapéuticas. Trata-se de virus que infectam
bactérias seletivamente, replicam-se somente na presen-
ca da bactéria-alvo, sdo indcuos a humanos e animais, e
sdo rapidamente eliminados do organismo hospedeiro
na auséncia da bactéria suscetivel. Bacteridfagos liticos

foram largamente explorados na era pré-antibidticos para

Tabela 01. Redugao in vitro de Salmonella (log,, UFC/mL) apés 3 h de co-incubagao

com bacteriéfagos

Bacteriéfago

combater bactérias patogénicas no decurso de infecces
humanas e animais. O interesse reacendeu nos ultimos
anos devido a emergéncia de bactérias multirresistentes
a antimicrobianos, levando a um chamamento global para
redugéo do uso indiscriminado e preservagao da eficacia
dos farmacos disponiveis, como também para desenvol-
vimento de produtos alternativos aos antimicrobianos. S.
Heidelberg esta entre as salmonelas paratificas atualmente
problemaéticas para a avicultura de corte brasileira devido a
habilidade de persistir no ambiente avicola*”, refletindo na
Pprevaléncia em granjas comerciais e em carcagas ao abate.
Esse estudo avaliou a atividade litica de bacteriéfagos nati-
vos sobre S. Heidelberg, antevendo o desenvolvimento de
um produto biolégico para o controle em frangos de corte.

Estupo DesenvoLviDo

Foram utilizados microrganismos procedentes da colegao
da Embrapa Suinos e Aves. Trés bacteriéfagos nativos
(BRM 13312, BRM 13313 e BRM
13314), previamente isolados
de galinhas e com acéo litica
ja determinada sobre S. Ente-
ritidis e S. Typhimurium!, foram

BRM 13312 BRM 13313 BRM 13314
3 analisados. Os bacteriéfagos
S. Heidelberg BRM 42033 1,46 0,97 0,87
foram individualmente subme-
S. Enteritidis BRM 48993 1,49 0,58 0,65 . .

tidos ao teste de lise em placa,

S. Typhimurium BRM 42122 1,48 0,48 0,65 . .
em triplicata, frente a 13 iso-
Média/fago 148 0,68 0.72 lados de campo de S. Heidel-

!’(\ 18 | Avicultura Industrial | n°02 | 2020



>

» .

9 4

berg. Cultivos em fase exponencial foram homogeneizados
em meio de cultura com 0,7% de agarose e distribuidos em
placa. Apds a solidificagéo, 10 uL de cada bacteriéfagos fo-
ram individualmente aplicados sobre a superficie do cultivo,
em triplicatas, numa multiplicidade de infeccao (MOI) de
1.000 particulas por célula bacteriana, e incubados a 37°C
por 24 h. A partir do ensaio de lise em placa, foi selecio-
nada uma cepa de S. Heidelberg (BRM 42033) suscetivel
aos trés bacteriéfagos, que foi usada para quantificagéo in
vitro da atividade litica, sendo também analisada a agdo
sobre cepas de campo de S. Enteritidis (BRM 48993) e S.
Typhimurium (BRM 42122). As culturas bacterianas foram
ajustadas (107 UFC/ml) e individualmente inoculadas com

Tabela 02. Média do aumento do titulo de bacteriéfagos (log,, UFP/mL) apés 3 h de co-

-incubacao com cepas nativas de Salmonella

Bacteriéfago
BRM 13313

Cepa

BRM 13312

cada bacteriéfago em caldo de cultivo, numa MOI de 5, e
incubadas sob agitagdo (200 rpm) a 37°C. Aliquotas foram
colhidas e submetidas a diluigao seriada para quantificagéo
de bacteriéfagos e de Salmonella, em triplicatas, antes (0 h)
e apds 3h de co-incubagdo. S. Typhimurium ATCC 14028 foi
usada como controle positivo em ambos 0s ensaios, sendo

incubada na presenga e na auséncia dos bacteriéfagos.

Resurrabos e Discussio

O teste em placa revelou agéo litica dos trés bacteriéfagos
sobre 92,3% (12/13) das cepas de S. Heidelberg testadas,
identificada como &reas sem crescimento da bactéria no
local da aplicacéo dos fagos (Figura 01). A especificidade
desses bacteridfagos ja foi
demonstrada frente a alguns
outros sorovares de Salmonella,
ao passo que outras bactérias
relevantes para a avicultura,

BRM 13314 o
como Campylobacter jeju-

S. Heidelberg BRM 42033 1,16 0,80 1,59 . . o
— ni e Escherichia coli aviaria
S. Enteritidis BRM 48993 0,88 1,27 1,44 (APEC), e bactérias natural-
$. Typhimurium BRM 42122 1,19 1,00 1,54 . .
mente presentes na microbiota
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Figura 01. Teste de lise em placa dos bacteriéfagos BRM
13312, BRM 13313 e BRM 13314 sobre cultivo overlay de
Salmonella Heidelberg (imagem: Daiane Voss-Rech)

intestinal das aves foram refratarias®. Por outro lado, o fato
de um isolado de S. Heidelberg ter sido refratario aos
trés bacteriéfagos denota que nem todas as cepas de um
determinado género bacteriano suscetivel podem apre-
sentar receptores disponiveis para a adequada adsorgao
dos bacteriéfagos e culminar no rompimento e destruicdo
da célula bacteriana. Isso reforca que o desenvolvimento
de um produto biolégico a base de bacteriéfagos liticos
precisa considerar a frequente variagdo de cepas dentro
de uma populacdo de bactérias inicialmente sensiveis a

bacteriéfagos.
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Por sua vez, o teste em suspensao permitiu quantificar a
redugdo de Salmonella produzida in vitro pelos bacteri-
ofagos. Notavelmente, o efeito dos bacteriéfagos foi mais
intenso sobre S. Heidelberg se comparado a redugao
obtida de S. Enteritidis e S. Typhimurium (Figura 02). Na
comparagdo com o tempo inicial (0 h), o nimero de UFC/
mL de S. Heidelberg BRM 42033 foi reduzido 1,46; 0,97 e
0,87 log,, apds 3 h de co-incubagado com os bacteriéfagos
BRM 13312, BRM 13313 e BRM 13314, respectivamente
(Tabela 01). Simultaneamente, o titulo de bacteridéfagos
aumentou no mesmo periodo em relagdo a quantificagdo
inicial (O h) (Figura 03). Nesse tempo de co-incubacao com
S. Heidelberg, o aumento médio do titulo foi de 1,16; 0,80
e 1,59 log,, UFP/mL dos bacteri6fagos BRM 13312, BRM
13313 e BRM 13314, respectivamente (Tabela 02), indicando
a habilidade de replicar na presenca da célula hospedeira.
A fagoterapia com esses bacteridéfagos, administrados na
forma de coquetel pela via oral, anteriormente reduziu quan-
titativamente S. Enteritidis no contetido cecal de frangos de
corte?, sinalizando o potencial de uso também para controle
de S. Heidelberg.

CONCLUSOES

Os testes in vitro demonstraram atividade litica dos bac-
teriéfagos nativos sobre cepas avicolas de S. Heidelberg.
Estudos in vivo associados ao desenvolvimento de uma
formulac¢ao que aprimore a estabilidade gastrointestinal e a

amplitude da agéo litica desses bacteridéfagos no organismo




Figura 02. Quantificacao de Salmonella (log,  UFC/mL) antes (controle 0 h) e apés 3 h de co-incubagéo com bacteriéfagos
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Figura 03. Quantificagao inicial dos fagos (log,  UFP/mL) antes (0 h) e apés 3 h de co-incubagao com cepas nativas de Salmonella
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hospedeiro indicarao a viabilidade do desenvolvimento ~ **Os nimeros sobrescritos ao longo do texto se
de um produto biolégico comercial. Um biofdrmaco a  referem as citagbes presentes nas Referéncias Bi-
base de bacteriéfagos para uso no controle integrado  bliograficas.

de salmoneloses na avicultura tem potencial inser¢ao

no mercado frente a prevaléncia de S. Heidelberg nas

granjas de frangos de corte e a necessidade de desenvol- As Referéncias Bibliograficas deste artigo estao
vimento de produtos alternativos aos antimicrobianos. @ disponiveis no site de Avicultura Industrial por
meio do link:

*Embrapa Suinos e Aves, Concérdia (SC). E-mail para www.aviculturaindustrial.com.br/bacteriofago 1296
contato com o autor: clarissa.vaz(@embrapa.br




