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bioflmes de Salmonella spp. em superficies na induUstria de processamento e
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RESUMO

O biofilme representa uma importante fonte de contaminacdo de alimentos, podendo
estar presente em varios pontos da cadeia de processamento da carne de frango. O
controle do biofilme na industria alimenticia necessita de métodos alternativos, a fim de
superar a resisténcia a desinfetantes comuns e garantir um alimento livre de residuos
quimicos. Os objetivos deste estudo foram avaliar a influéncia das superficies de inox,
vidro e PVC sobre a formacdo de biofiimes 8almonella spp. em diferentes
momentos, e avaliar a agéo litica de pool de bacteridfagos sobre biofilmes destas
bactérias. A maioria das amostras foi classificada como fracas produtoras de biofiime, e
0s sorovares Heidelberg e Enteritidis apresentaram um numero significativamente maior
de amostras formadoras. As superficies de inox e vidro favoreceram significativamente
a formacdo de biofilme em trés e cinco periodos, respectivamenigooDde
bacteriéfagos reduziu a formacdo de biofilme nas superficies de inox, vidro e PVC, e
seu periodo de acdo concentrou-se principalmente em 3h, porém estes resultados nao
foram estatisticamente significantes. Nossos achados sugerem que 0 sorovar e a
superficie envolvidos podem interferir significativamente na producdo de biofilme,
porém através dos métodos utilizados neste estudo, ndo podemos confirmar a acao de

bacteriéfagos sobre biofilmes de Salmonella spp. nas superficies de vidro, inox e PVC.

Palavras-chave: Salmonella spp., biofilme, bacteriéfago, carne de frango.
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ABSTRACT

Biofilm is a major source of food contamination and may be present in various parts of
the chicken meat processing chain. The control of biofilm in the food industry needs
alternative methods in order to overcome resistance to disinfectants and ensure food
free of chemical residues. The objective of this study was to evaluate the influence of
the surfaces of stainless steel, glass and PVC in the biofilm formati@albyonella

spp. at different times and evaluate the action pba of bacteriophages against this
bacterial biofilms. Most samples were classified as weak biofilm producers. Heidelberg
and Enteritidis serotypes showed a significantly higher number of samples capable to
produce biofilm. The surfaces of stainless steel and glass significantly favored the
biofilm formation in three and five periods, respectively. The bacteriopipage
reduced biofilm formation on the surfaces of stainless steel, glass and PVC and its
action period focused mainly at 3h. Our findings suggests that there is a difference in
the production of biofilms by different serotypes $&lmonellaspp., as well as
significantly interference of the surfaces in the production of biofilms by this bacteria,
however more studies should be conducted in order to characterize the bacteriophage

action in the control of biofilms.

Key-Words:  Salmonella spp., biofilm, bacteriophage, chicken carcass.



CAPITULO 1: CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos podem causar grandes impactos na saude
publica e na economia de muitos paises. O agente mais comum entre 0S surtos
envolvendo alimentos no mundo todo ®almonella, e também €& um dos
microrganismos mais importantes relacionados a infecgbes oportunistas e resisténcia
antimicrobiana. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2003), doencas
diarreicas como a salmonelose sdo a segunda principal causa de mortes de criangas
abaixo de cinco anos de idade, representando 760.000 mortes a cada ano.

Surtos envolvendBalmonella estdo associados a ingestdo de alimentos de origem
animal contaminados, principalmente o consumo de carne de frango e ovos mal
cozidos. A prevaléncia deste microrganismo é alta nas aves, e sua colonizagéo dos tratos
intestinal e reprodutivo favorece a contaminacdo da carne e ovos (HUR et al., 2011;
VAZ et al., 2010). Porém, as superficies umidas presentes na industria de alimentos
podem fornecer substrato para o desenvolvimento e permanéncia de ecossistemas
organizados chamados biofilmes, que podem albergar microrganismos patogénicos
(BRIDIER et al., 2015).

A formacdo do biofilme consiste na aderéncia inicial do microrganismo a
superficie, na producdo de microcoldnias e substancias poliméricas extracelulares (EPS
- extracellular polymeric substances), e é finalizada com sua maturagdo
(CHMIELEWSKI & FRANK, 2003). Evidéncias indicam que a formacao de biofilme
aumenta a resisténcia a produtos antimicrobianos, o que torna um grande desafio sua
eliminacdo das instalacdes de processamento de alimentos. O surgimento de bactérias
resistentes aos agentes antimicrobianos convencionais, revela a necessidade de estudos
gue explorem novas estratégias de controle do biofilme, por exemplo, o uso de
ultrassom, inibidores dguorum sensing, enzimas direcionadas a matriz de EPS, e o uso
de bacteriofagos (DONLAN, 2009).

Os bacteridfagos sédo organismos ubiquitarios na natureza. S&o virus que infectam
bactérias e podem oferecer uma abordagem natural, altamente especifica, ndo toxica e
viavel para controlar a formacado de biofilmes de vérias espécies bacterianas (SIMOES,

2010). ModificacOes genéticas de fagos também podem oferecer uma melhoria em sua



eficacia contra biofilmes, e o uso de uma combinacéo de varios fagos pode prevenir ou
minimizar a resisténcia ao bacteriéfago (PARASION, et al., 2014).

Considerando-se a importancia de uma abordagem especifica e segura para
garantir um alimento livre de patégenos para o consumo humano, este trabalho teve
como objetivo avaliar a formacédo de biofilmes Salmonellaspp. em superficies
comumente encontradas no ambiente de processamento de alimentos (aco inoxidavel,
vidro e polivinilcloreto), em oito intervalos de 12 horas. E principalmente avaliar a acao
de uma associacao de bacteriéfagos de alto poder litico, no controle destes biofilmes em

trés momentos diferentes.



1.2. REVISAO DE LITERATURA

Atualmente grande parte da prevaléncia de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) continua desconhecida, porém de acordo c@erers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2013), estima-se que ocorram 48 milhdes de casos de DTA nos EUA
por ano, resultando em 128.000 hospitalizagcbes e 3.000 mortes. De acordo com Scallan
et al. (2011), as bactérias do gén8almonella sdo responsaveis por 11% das DTA,
35% das principais causas de hospitalizacbes e 28% das causas de mortes nos EUA. O
European Food Safety AuthoriffFSA, 2012) e o Centro de Controle e Prevencdes de
Doencas Europeu relatam a ocorréncia de 5.262 surtos de DTA nos paises membros da
Unido Europeia, incluindo 43.473 casos em humanos, 4.695 hospitalizacdes e 25
mortes, somente no ano de 2010. As principais fontes de contaminacdo foram ovos,
refeicbes mistas e vegetaisSalmonellaspp. foi o agente mais frequente, responsavel
por 99.020 casos confirmados em humanos em toda a Unido Europeia, incluindo paises
gue nao fazem parte da adeséo do bloco.

Embora as DTA ainda causem problemas a saude publica de paises desenvolvidos,
a situacdo em paises em desenvolvimento, como o Brasil, € bem mais severa. Grande
parte da populacdo é mais susceptivel a DTA, devido a falta de acesso a agua potavel,
condicOes de armazenamento e transporte de alimentos frequentemente inapropriadas, e
a despreocupacédo com relacdo as praticas seguras e higiénicas da producéo de alimentos
(RITTER; TONDO, 2014). Nos ultimos anos, o controle e prevencdo das DTA tem
melhorado no Brasil, porém ainda existem problemas relacionados ao seu controle por
todo o territério brasileiro. Entre 2000 e 2013 o Ministério da Saude registrou 8.857
surtos de DTA, 163.425 pessoas infectadas e 112 mortes. Embora estes sejam o0s
nameros oficiais, acredita-se que 0 niumero de surtos seja muito maior. Durante este
mesmo periodoSalmonellaspp. foi identificada como o principal agente de DTA
(39,39% dos casos).

Os sorovares dBalmonellaspp. mais importantes sdo aqueles envolvidos em
quadros de paratifo aviario (ANDREATTI FILHO, 2007), devido a grande
disseminacéo e o dificil controle dos agentes na cadeia produtiva de aves. Desta forma,
estes sorovares contaminam os produtos de origem avidria, seus derivados e também
equipamentos envolvidos na cadeia produtiva (caminhdes, caixas de transporte,
equipamentos da industria) (HEYNDRICKX et al., 2002). Atualmente acredita-se que

estes organismos apresentam-se predominantemente sob a forma de biofilme, sendo este



considerado a principal forma de manutencdo das bactérias no ambiente e relacionado a
aproximadamente 80% das infec¢des bacterianas em humanos (DAVIES, 2003; HALL-
STOODLEY W & STOODLEY, 2009).

A formacao de biofilme pode ocorrer em diversos tipos de superficies, abidticas ou
bioldgicas. Os sorovares Enteritidis e Typhimurium, comumente isolados de surtos
envolvendo alimentos, sdo capazes de formar biofilme em varias superficies incluindo
plastico, vidro, aco inoxidavel e até tecidos vivos (BUCKET, 2014). A adeséo ocorre
mais facilmente em superficies que possuam irregularidades ou poros, tais como rochas
e madeira. No entanto, superficies aparentemente lisas, como vidro, possuem
imperfeicdes microscopicas que facilitam a adeséo destas bactérias (CHAE et al., 2006).
Porém a adesao celular depende também de outros fatores, como o meio no qual as
bactérias se reproduzem, a motilidade e fase de crescimento das células, tipos e
propriedades da superficies de adesao, presenca de matéria organica, temperatura, pH,
tempo de contato, producdo de polissacarideos extracelulares e comunicagado
intercelular (GIAOURIS, 2006).

Os biofilmes sdo aglomerados bacterianos envoltos em uma matriz hidratada
sintetizada. Em geral, a formacéo do biofilme € um processo de duas fases que inicia-se
com a aderéncia da bactéria a uma superficie (Fase de Adesédo), e continua com a
proliferacdo e diferenciacdo das células aderidas (Fase de Maturacdo), que séao
controladas por adesinas de superficie e sinalizacdes de comunicacao ceélula a célula,
respectivamente (CHEN; WEN, 2011). Inicialmente ocorre o pré-condicionamento para
adesdo a superficie, através de macromoléculas presentes no liquido ou em superficies
revestidas intencionalmente. As células sdo adsorvidas a superficie podendo ocorrer a
dessorcdo das mesmas de forma reversivel. A adsorgcao se torna irreversivel por meio de
sinalizadores, possibilitando o transporte de substratos para e dentro do biofilme, o
metabolismo do substrato pelas células aderidas e o transporte dos produtos para fora do
biofilme. Estes processos sdao acompanhados pelo crescimento celular, replicagao, e
producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS). Esta estrutura pode ser
removida através de deslocamento ou descamacédo (Figura 1) (BREYERS; RATNER,
2004).
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Figura 1. Processos que regem a formacdo do biofilme: (1) pré-condicionamento do substrato por
moléculas do ambiente, (2) deposicéo celular, (3) adsorgdo celular, (4) dessorgéo, (5) sinalizacao célula a
célula e inicio da produgéo exopolimérica, (6) transporte convectivo e difus@ een@rientes, (7)
replicacdo e crescimento, (8) secrecdo da matriz de polissacarideos, (9) desprendimento, erosdo e
descamacédo (BREYERS & RATNER, 2004).

Uma caracteristica comum a todos os biofilmes € a secrecao celular de uma matriz
de EPS, que mantém as células no lugar e fornece um tampéao contra o ambiente. A
producdo de cada matriz € diferente e dependendo das espécies envolvidas e das
condicbes do ambiente, pode haver varias misturas de polissacarideos, proteinas e até
acidos nucleicos. A matriz extracelular produzida @amonella contém alguns
componentes como fimbrias tipo curli, celulose e a proteina BapA (biofilm-associated
protein) que favorecem sua adesdo e consequentemente a formacdo de biofiime. A
fimbria tipo curli € um dos principais componentes proteicos de sua matriz, e sédo
consideradas fibras amiloides responséaveis pela adeséo a superficie, agregacao celular,
persisténcia no ambiente e formagéo de biofilme. Como segundo principal componente
da matriz esta a celulose, que possui funcéo estrutural conferindo protecdo mecanica,
quimica e bioldgica as bactérias, e sua deficiéncia ndo afeta a viruléncia do agente,
porém pode aumentar sua sensibilidade a compostos de cloro. E coordenando a
expressdo destes componentes, estd uma grande proteina de superficie denominada
BapA. A delecdo do genmpA responsavel pela secrecdo da BapA, causa a perda da
capacidade de formacao de biofilme, e a super expressdo de uma cépia cromossémica
deste gene aumenta a formacdo da biomassa do biofilme. Outras estruturas também
estdo associadas a capacidade de produzir biofiimes, como é o caso dos flagelos.
Acredita-se que a produgcdo do flagelo e da matriz extracelular s&o processos

mutuamente exclusivos: a bactéria deixa de mover-se para instalar-se e formar o



biofilme (JONAS et al., 2007; KOLTER & GREENBERG, 2006; LATASA et al.,
2005; SOLANO et al., 2002).

A proximidade de uma superficie adequada € percebida pela célula bacteriana, que
passa esta informac&o aos principais genes reguladores. Acredita-se que 0 mensageiro
desta informacdo seja uma pequena molécula chamada bis-(3',5')-di-guanosina
monofosfato ciclico (c-di-GMP). Baixas concentragdes de c-di-GMP s&o encontradas
em células planctbnicas, mas estes niveis aumentam assim que a célula deixa o0 modo de
vida nbmade (KOLTER; GREENBERG, 2006). Aléem deste mecanismo, existe um
fenbmeno chamadquorum sensing, ou comunicacdo célula a célula, que refere-se a
habilidade de uma bactéria captar a informacg&o de outras células na populagdo quando
estas atingem uma concentracao critica e comunicam-se entre si. A "linguagem” usada
nesta comunicacdo intercelular € baseada em moléculas sinalizadoras pequenas e
produzidas pelas préprias bactérias chamadas de autoindutores (Al). Através do uso dos
Al, a bactéria é capaz de regular seu comportamento de acordo com a densidade
populacional quanto a formacéao de biofiimes (DEEP, 2011).

No contexto dos biofilmes artificiais de unica espécie, diferentemente do
crescimento bacteriano em meios de cultura liquidos, que produzem populagbes
homogéneas de células geneticamente idénticas, o crescimento em biofilmes cria uma
grande diversidade genética. Isso ocorre porque em qualquer biofilme, as células
individuais estdo presas no mesmo lugar, e 0 acesso aos nutrientes ira variar sob a forma
de gradientes dentro do biofilme através da atividade metabdlica. Como consequéncia,
podem surgir muitos micronichos, com a presenca de mutantes espontaneos aleatérios
que resultam em um biofilme contendo multiplos genoétipos. Esta diversidade genética
dentro de uma cepa pode fornecer uma certa seguranca, com isso a populacdo pode se
adaptar melhor as mudancas ambientais repentinas quando comparadas aquelas
geneticamente homogéneas (KOLTER; GREENBERG, 2006). Desta forma observa-se
o desenvolvimento de resisténcia a antibidticos e a desinfetantes em bactérias
formadoras de biofilmes, permitindo que estas continuem vivas ap0s processos de
higienizacdo de superficies ou mesmo terapias com agentes antimicrobianos (GIBSON,
1999; SIMOES, 2009). Sendo assim, novas tecnologias tém sido criadas e testadas
como forma de eliminar biofilmes ou controlar sua formacéo (AYEBAH, 2005;
BAUMANN, 2009; BYUN, 2007; SHARMA, 2005).

Agentes quimicos sdo usados como forma de controle e erradicacdo da

contaminagdo, porém os biofilmes apresentam uma vasta resisténcia a tais agentes,



incluindo isotiazolona, compostos quaternarios de amodnia, halogénios e compostos
liberadores de halogénio (GILBERT, 2002). Recentemente, outros métodos tem sido
avaliados com sucesso para o controle da formacédo do biofiime em superficies de
contato com alimentos, entre eles estdo o0 uso de bactérias acido laticas como
biosanitizantes, bacteriocinas, ionizacdo e radiacdo ultravioleta, tratamento por
ultrassom, ozdnio, micro e nanoemulsdes, produtos naturais como mel a 0,5% v/v e
bacteriéfagos como agente antimicrobianos (GIAOURIS, 2014).

O uso de bacteriéfagos para o controle de biofilmes apresenta vantagens por varias
razdes. Eles podem se replicar no local da infeccéo, assim sua presenca concentra-se
onde sdo mais necessarios. Durante o ciclo de replicagéo litica, a infecgdo de uma célula
hospedeira por um unico fago resultara na producdo de dezenas ou centenas de
particulas virais, dependendo do fago e das cepas do hospedeiro. Alguns fagos tambéem
apresentaram a producao de enzimas capazes de degradar a EPS presente em biofilmes
(FU, 2010). Além disso, os bacteriofagos apresentam elevada especificidade e grande
capacidade de adaptacdo frente ao desenvolvimento de resisténcia aos proprios
bacteriéfagos pelas bactérias, ja que o virus também possuem grande capacidade de
mutacao (MATSUZAKI et al 2005).

Os bacteriéfagos sédo dez vezes mais numerosos no ambiente comparados as
bactérias, sendo a forma de "vida" mais abundante na Terra, com uma estimativa de
10* bacteri6fagos no planeta. Sdo frequentemente isolados de ambientes aquaticos, mas
sdo encontrados geralmente onde a bactéria reside e estdo co-envolvidos com as
bactérias ha mais de 3 a 4 milhées de anos. H4 uma variedade de tipos morfolégicos de
bacteriéfagos, embora a maioria apresente as caracteristicas ilustradas na Figura 2. A
cabeca (ou capsideo) € uma capsula proteica e frequentemente de formato icosaédrico.
Ela contém o genoma viral, que geralmente compreende um DNA de fita dupla. A
cauda pode ou ndo ser uma estrutura contratil, e a ela normalmente estdo conectadas
seis fibras contendo receptores em suas pontas, que reconhecem sitios de adesdo na
superficie da célula bacteriana (HANLON, 2007).
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Figura 2. Representacao esquematica de um bacteriéfago tipico, adaptado de HANLON, 2007.

A utilizacdo de bacteriéfagos no tratamento de infecces bacterianas € um processo
antigo proposto inicialmente por d’Herelle em 1919, mas abandonado devido ao
sucesso da antibioticoterapia (BIER, 1984; MAYR & GUERREIRO, 1981). Coquetéis
de bacteridfagos mostraram capacidade de re@ahnonellaEnteritidis em amostras
de fezes de frango em até 1,3 log. (SKLAR & JOERGER, 2001). A reducdo na
contagem deS. Enteritidis em carcagas de frango artificialmente contaminadas e
tratadas com bacteri6éfagos, também foi observada por Fiorentin (2005). Andreatti Filho
et al. (2007) observaram bacteriofagos capazes de reiduvitro, a recuperacao de.

Enterica em um log. com apenas duas horas de incubacgéo.

A necessidade de se encontrar maneiras seguras de combater organismos
potencialmente patogénicos sob a forma de biofilme na industria de alimentos, € cada
vez maior, pois esta forma de vida possibilita a resisténcia destes organismos as
ferramentas comumente utilizadas para combaté-los, tornando-os de dificil erradicacéo.
Portanto, métodos alternativos devem ser explorados para avaliarmos sua aplicabilidade
e seguranca no combate a disseminacdo de patdgenos através de alimentos, permitindo
que o produto final chegue até o consumidor livre de contaminacdes. O presente estudo
pretende caracterizar a formacao de biofiimesSdknonellaspp. em trés diferentes
superficies, bem como avaliar a acdo de uma combinacado de bacteriéfagos de alto poder

litico frente a estes biofilmes.



1.3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar a acdo de bacteriofagos no controle de biofiimesSalenonellaspp. em
diferentes momentos, em superficies de polivinilcloreto (PVC), aco inoxidavel (inox) e

vidro.

Objetivos especificos:

e Caracterizar a formacdo de biofilme entre cepas Sde Enteritidis, S.
Typhimurium, S. HeidelbergS. SenftenbergS. Mbandaka &. Kentucky em
oito momentos diferentes.

* Avaliar se existem diferencas entre as superficies analiticas de vidro, inox e
PVC guanto ao favorecimento a formacéao de biofilme.

* Selecionar bacteriéfagos de alto poder litico sobre amostras formadoras de

biofilme e medir seu tempo de acéo frente aos mesmos.
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CAPITULO 2 - ARTIGO A SER ENVIADO PARA O PERIODICO
INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD MICROBIOLOGY

2.1. TITULO:

UTILIZACAO DE BACTERIOFAGOS AMBIENTAIS NO CONTROLE DE
BIOFILMES DE SALMONELLAEM SUPERFICIES PRESENTES NA INDUSTRIA
DE FRANGO DE CORTE

2.2. RESUMO

As doencas transmitidas pelos alimentos representam um grande risco a saude
publica em todo o mundo. Bactérias patogénicas podem viver sob a forma de biofilme
dentro da industria de alimentos, constituindo uma fonte permanente de contaminacao.
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos tipos de superficies de adeséo sobre
a formacgéao do biofilme em oito momentos diferentes, e analisar o tempo de acdo de um
pool de bacteriéfagos sobre biofilmes ja estabelecidos. A maioria das amostras
utilizadas foram classificadas como fracas produtoras de biofilme, e os sorovares
Enteritidis e Heidelberg foram os que apresentaram a maior frequéncia de formagao. As
superficies de vidro e inox favoreceram significativamente a formacgéo do biofilme em
cinco e trés momentos respectivamente, entretanto a superficie de PVC néo favoreceu a
producao de biofilme, sugerindo que o tipo de material pode interferir na sua producéo.
O periodo de acgéo dmool de bacteri6fagos concentrou-se em 3h, porém o tratamento
de 9h sobre biofilmes na superficie de vidro apresentou-se superior aos demais
tratamentos, pois atingiu 0 maior numero de amostras. Estes resultados sugerem que
alguns tipos de superficies e sorovaressdenonella podem favorecer a formacéao de
biofilmes, e apontam o uso de bacteri6fagos como uma alternativa para o controle de
biofilmes nas industrias, porém ainda existe a necessidade de mais estudos para
comprovar a eficiéncia e seguranca da fagoterapia como alternativa no controle

antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVE: Salmonella spp., biofilme, bacteriéfago, carne de frango.
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2.3. INTRODUCAO

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) representam uma grande ameaca a
saude publica em todo o mundo. Muitos casos ja foram registrados no passado, porém a
probabilidade de ocorrerem permanece alta. Nos EUA, estima-se que ocorram 48
milhdes de casos envolvendo DTA por ano, resultando em 128.000 hospitalizacdes e
3.000 mortes (CDC, 2013). No Brasil, o0 Ministério da Saude (2009) registrou 8.857
surtos de DTA, com 163.425 casos e 112 mortes no periodo de 2000 a 2013. Neste
contexto, a salmonelose representa uma das DTA mais desafiadoras, e constitui um dos
principais problemas para a saude publica na maioria dos paises. Uma das causas de
contaminacdo de alimentos € a adesdo de bactérias as superficies de processamento,
onde a presenca de residuos organicos no ambiente e nos equipamentos frigorificos
podem fornecer condi¢cdes para o desenvolvimento e a persisténcia de comunidades
organizadas denominadas biofilmes, que podem conter bactérias patogénicas e atuar
como fonte de contaminacao cruzada (Bridier et al., 2014; Srey et al., 2013).

Grande parte das bactérias patogénicas associadas a DTA séo capazes de aderir e
formar biofilme em diversos tipos de materiais como plastico, metal, vidro, madeira e
produtos alimenticios, e sob quase todas as condicfes existentes nas plantas de
processamento de alimentos (Winkelstroter et al., 2014). Um exemplo dessa relacéo foi
representado por uma populacdo de bactérias naturais da carcaca de frango capazes de
formar biofilmes em superficies de aco inoxidavel, com diferentes tipos de acabamentos
(Arnold e Bailey, 2000). A primeira publicacdo sobre biofilme de bactérias responsaveis
por DTA ocorreu em 1966 (Duguid et al., 1966), com a descricdo das propriedades
adesivas d&almonellasp., e desde entdo, muitas bactérias foram identificadas como
importantes formadoras de biofilme na industria de alimentos, chisteria
monocytogenegsyersinia enterocoliticaCampylobacter jejuniStaphylococcuspp. e
Escherichia coliO157:H7 (Elhariry, 2011; Simdes et al., 2010). Estar sob a forma de
biofilme garante a bactéria uma protecéo contra fatores de estresse no ambiente, como o
uso de desinfetantes. Desta forma os microrganismos podem persistir no ambiente,
causando problemas de higiene e de segurancga do alimento, e também podem produzir
perdas econdmicas devido a deterioracdo e redugcdo do tempo de prateleira dos
alimentos (Shi e Zhu, 2009).

Para combater a aderéncia e formacao de biofilmes microbianos séo utilizadas

diversas ferramentas, e a aplicacéo regular de procedimentos de limpeza e desinfeccao



12

séo estratégias comuns em equipamentos industriais e nos proprios produtos, porém tais
procedimentos ndo sao totalmente efetivos em biofilmes e podem induzir a sele¢éo de
fendtipos resistentes (Bridier et al., 2014). Uma vez formados, os biofiimes sao
extremamente dificeis de serem removidos, como € o exemplo de biofiln®s de
Typhimurium formados em diferentes superficies apresentando resisténcia a acao do
hipoclorito de sédio (Lapidot et al., 2006; Scher et al., 2005). Outros nove desinfetantes
também foram testados quanto sua eficacia frente a célul8sldwnella planctdnicas

e aguelas associadas a biofilmes, e somente desinfetantes contendo 70% de etanol foram
efetivos contra as células do biofilme (Mgretrg et al., 2009). Sanitizantes como etanol,
fosfato trissddico e iodo também apresentaram acao reduzida nas células associadas a
biofilmes quando comparada a acdo em células planctonicas (Van Houdt e Michiels,
2010).

A maioria das estratégias convencionais de controle de biofilme é baseada na acdo
de agentes quimicos, porém o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana associada
a resisténcia apresentada pelas comunidades microbianas estruturadas, e a atual
demanda pela reducéo do uso de antimicrobianos, abre caminho para explorar novas
estratégias a fim de garantir alimentos seguros (Schlisselberg e Yaron, 2013). Portanto
novas abordagens para o controle de biofiimes tem sido estudadas como possiveis
ferramentas biologicas incluindo o uso de enzimas, bacteriofagos, interacoes
microbianas e moléculas metabdlicas (Srey et al.,, 2013). Recentemente o interesse a
respeito do uso de bacteriéfagos (fagos) como potenciais candidatos para atacar
biofimes de patdgenos aumentou, e alguns estudos ja comprovaram a acdo de
bacteriéfagos naturais e modificados contra biofilmes de patdgenos relacionados a
DTA, como € o exemplo de Lu & Collins (2007) que apresentaram um bacteriofago
modificado, expressando uma enzima de degradacao de biofilme, capaz de reduzir em
99,997% a contagem celular em um biofilme pré-formaddEsieherichia coliem
superficie de plastico. Em 2007, o FDA (Food and Drug Administration) nos EUA
aprovou o uso de um bacteriéfago natural com acéo especifica contra Listeria, "Listex
P100", para a preservacdo em produtos carneos prontos para 0 consumo e produtos de
delicatessens.

Bacteriéfagos, parasitas obrigatérios de bactérias, possuem caracteristicas
promissoras para o controle de patogenos relacionados a DTA, sdo considerados
efetivos na inibicdo da formacé&o de biofilmes e na dispersao de biofilmes maduros. Este

virus apresenta uma abordagem mais natural em relagdo aos métodos tradicionais



13

utilizados na seguranca e preservacéo de alimentos (Hosseinidoust et al., 2013; Strauch
et al., 2007). Neste contexto, nosso estudo teve como objetivo avaliar a acdo de uma
combinacéo de bacteriofagos para o controle de biofiimezatieonella spp. em trés
superficies diferentes, aco inoxidavel, vidro e polivinil cloreto (PVC), todas muito
comuns na industria de alimentos, e também caracterizar a formacéo do biofilme em

oito intervalos de tempo nas mesmas superficies citadas anteriormente.

2.4. MATERIAIS E METODOS
2.4.1. Amplificacéo e Selecéo de Salmonella spp

Cento e vinte e trés amostrasS#monella spp. foram avaliadas quanto a sua
capacidade de formacao de biofilme. As amostras foram isoladas de carcacas de frango
e material avicola, pertencem ao Laboratério de Microbiologia do Servico de
Orientacdo a Saude Publica (SOAP) do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude
Plblica e ao Laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria
respectivamente, ambos localizados na FMVZ da UNESP - Campus de Botucatu. Todas
sorotipadas no Instituto Adolfo Lutz - SP. Os sorovageBnteritidis,S. Typhimurium,
S.Heidelberg S. SenftenbergS. Mbandaka . Kentucky utilizados neste estudo foram
selecionados por sua relevancia, de acordo com os dados de prevalSalaaiella
spp.em surtos de DTA no Brasil e no mungkmttwitz et al., 2010; CDC, 2009; Silva e
Duarte, 2002). Anterior ao experimento as cepas foram semeadas em 5mL do caldo
tryptic soy broth (TSB) por 24 horas a 35°C e entdo diluidas em meio TSB, na
concentracdo de 1/20 (TSB 1/20), com o auxilio da escala de Mc Farland associada a
contagem microbiolégica em placa, até a obtencéo de uma cultura de concenftacéo 10
UFC/mL. Aliquotas de 250uL desta diluicdo de cada amostra foram acondicionadas em
triplicata em microplaca de fundo chato de 96 pocos e incubadas por 24h a 35°C. Para a
leitura das placas o conteudo foi desprezado e a placa lavada trés vezes com solugéo
tampao (PBS; pH 7,2) para eliminacdo de células ndo aderidas. As células
remanescentes foram fixadas por meio da adicdo de 250uL de metanol a 99% por
15min, em seguida o conteudo foi novamente desprezado e, apés secagem da placa,
foram adicionados 250uL do corante cristal violeta a 1% por 5min. Apds este periodo, o
excesso de corante foi removido por lavagem em agua corrente e depois de seca a placa,

foram adicionados 250uL de acido acético glacial 33% por 15min para ressolubilizacao



14

de células aderidas, e em seguida realizada a leitura da microplaca utilizando-se o
fotdmetro da marca TP-Reall@om comprimento de onda de 630nm.

As amostras foram classificadas de acordo com a densidade optica (D.O.) do
biofilme bacteriano nas seguintes categorias: ndo produtora de biofilme, fraca,
moderada ou forte produtora de biofilme (Stepahetal., 2000). O valor de corte para
a D.O. (D.O.c) foi definido como trés desvios padrdes acima da média do controle
negativo, sendo este o TSB 1/20 nao inoculado, semeado desde o inicio do teste, para
correcdo do valor de absorbancia. As cepas foram classificadas de acordo com a

seguinte férmula:

OD<ODc= nao produtora de biofilme
ODc<OD g2X0ODc) = fraca produtora de biofilme
(2XODc) <OD €4X0ODc) = produtora moderada de biofilme
(4XODc) <OD= forte produtora de biofilme

2.4.2. Amplificacéo e Selecédo de Bacteriofagos

As dez amostras de bacteriofagos utilizadas neste estudo foram previamente
isoladas de agua residual hospitalar e agua residual avicola, elas pertencem ao
Laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ na
UNESP - Campus de Botucatu. Para a amplificacdo antes do experimento, foram
utilizados 10mL de caldo TSB duplamente concentrado, em tubos de fundo cénico
(Falcon) com capacidade para 50mL. Em seguida foram depositados 1mL de cada
amostra de bacteriofago e 2mL de cultura turveSdknonellaspp. Cada frasco foi
homogeneizado e incubado a 37°C por 18 horas. Esta cultura foi centrifugada a 3.500
RPM por 15 minutos e filtrada com filtro de seringa de 0,22um de porosidade, e sofreu

0 mesmo processo de amplificagdo novamente.

2.4.3. Preparo das Fichas Analiticas

Para este estudo foram utilizadas unidades analiticas que mimetizassem superficies
de inox, vidro e polivinil cloreto encontradas na indastria. Para representar as
superficies de inox e PVC, foram realizados cortes circulares a laser (1cm) em aco

inoxidavel de acabamento laminado a frio 2B, e quadrados ?\lamtesoura,
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respectivamente, e para o vidro foram utilizadas laminulas circulares (Gl&ssigto
13mm de didmetro. As unidades de PVC e vidro foram esterilizadas através de imerséo
em hipoclorito de sodio a 5% (v.v.) por duas horas, e entdo lavadas com &agua
deionizada estéril. As fichas de inox foram esterilizadas a partir de autoclavagem a
120°C por 30 min. Todos os materiais foram acomodados em placas de Petri e secos em
estufa, e 1% das fichas de cada material foi incubada em BeddoHeart Infusion

(BHI), a 35°C por 24h, para garantir a inocuidade das fichas.

2.4.4. Avaliacdo da Formacéo de Biofilme nas Superficies Analiticas (Experimento 1)

As amostras dgalmonellaspp. selecionadas como formadoras de biofilme foram
incubadas em TSB a 37°C por 24 horas, e entdo diluidas em caldo TSB 1/20 na
concentracéo de IWFC/mL, como descrito no item 2.4.1.. Seguindo a metodologia de
Oliveira et al. (2014), as fichas analiticas estéreis foram depositadas no fundo de cada
poco das placas de cultivo celular de 24 pocos, das marc&=THA®, com o auxilio
de pinca estéril, e entdo uma aliquota de 600uL da diluicdo foi depositada em triplicata
nos poc¢os contendo a unidade analitica. O controle negativo do biofilme nas placas foi
feito em triplicata, utilizando 600uL de caldo TSB 1/20 nédo inoculado. As placas foram
incubadas em estufa a 35°C e as leituras realizadas nos seguintes momentos de
incubacao: 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96h.

Passado o periodo de incubacéo, as placas foram retiradas da estufa e as fichas
passadas para novas placas estéreis com o auxilio de pinca estéril. Nas placas novas, as
fichas foram lavadas trés vezes com solucdo tampéao (PBS) e coradas com cristal violeta
a 1% por 15 minutos. Apos este periodo as fichas foram lavadas novamente com PBS
para retirar 0 excesso de corante, e para ressolubilizacdo das células aderidas foram
adicionados 300uL de acido acético glacial a 33%, por 15 minutos. Um volume de
200puL foi transferido a uma microplaca de fundo chato de 96 pocos para a leitura na
TP-Readét. A classificacdo das amostras quanto a sua formacdo de biofilme foi

realizada de acordo com critério descrito no item 2.4.1..
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2.4.5. Selecdo e Avaliagdo da Acdo de Bacteriofagos Sobre Biofilmes de Salmonella
spp. (Experimento 2)

A avaliacao da acéo de bacteriéfagos no controle de biofilmes, foi realizada a partir
da administracdo de uma combinacéo,pool, de fagos de maior acéo litica sobre
Salmonella formadoras de biofilme. Foram selecionadas 20 amosti@alrdenella
spp. que foram capazes de formar biofilmes pelo menos trés vezes em cada momento e
superficie, conforme descrito no experimento 1. Cada amostra foi previamente incubada
a 37°C por 24 horas, e entdo semeada em duplicata em placas contendo agar Triptona
de soja (TSA). 10pL da solucdo de cada um dos dez bacteri6fagos isolados contendo
10° UFP/mL, foi depositada nas placas semeadas $ammonellaspp., totalizando
cinco gotas por placa. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a acédo do
bacteriéfago foi verificada pela presenca ou auséncia de zonas de lise sobre a
Salmonella hospedeira. A partir dos resultados foram selecionados trés bacteri6fagos
que apresentaram maior agao litica para composicao ¢eaira ser administrado em
biofilmes de Salmonellaspp. Para o preparo dmol, as amostras de bacteridfagos
foram amplificadas separadamente e unidas na proporcédo de 1:1:1, somente ao final do
processo de amplificagdo de cada amostra.

A acdo dgool de bacteriéfagos foi avaliada em biofilmes de menor e maior
tempo de formacéo, totalizando 8 momentos com intervalos de 12h entre eles. As placas
com as unidades analiticas foram preparadas e incubadas como descrito no item 2.4.3..
Ap6s cada periodo de incubacdo do biofilme, 300u patd de bacteriéfagos com 40
UFP/mL foi inoculada na placa contendo o biofilme e a superficie analitica, e entdo as
leituras foram realizadas em trés momentos diferentes: 3, 6 e 9h apds sua administracao.
Nesta etapa, as amostrasS#monellaspp. foram incubadas em triplicata duas vezes.
Uma triplicata com e outra sem a adicdo dos fagos, sendo que cada amostra foi utilizada
como o seu proprio controle positivo. O controle negativo, caldo TSB 1/20, também foi
utilizado em todas as incubacdes. Para visualizagdo das células aderidas as superficies
de PVC, inox e vidro, as fichas analiticas foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em
tampéap fosfato 0,1M (pH 7,3) por 48h e processadas de acordo com o protocolo de

rotina do Centro de Microscopia Eletronica do IBB - UNESP.
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2.4.6. Andlise Estatistica

A andlise dos resultados obtidos sobre a formacao de biofilnSalpoonellaspp.
nas trés superficies foi realizada por meio do teste de associacdo de Goodman,
complementado com as comparacdes multiplas entre e dentro de populacbes
multinominais (Goodman, 1965; 1964), considerando o nivel de 5% de significancia.
Os dados obtidos do experimento 2 sdo verdadeiros, porém ndo suportam procedimento

interferencial estatistico e portanto seréo apresentados de forma descritiva.

2.5. RESULTADOS
2.5.1. Selecéo de Amostras para Formacéo de Biofilme

Para avaliarmos a formacdo de biofiilmes em superficies foram selecionadas
amostras que apresentaram o potencial para formacdo. Das 123 amostras disponiveis
para estudo somente 58 delas mostraram-se capazes de formar biofilme, pelo menos
uma vez. A quantidade de amostras formadoras de cada sorovar, bem como sua

classificacdo quanto a producdo de biofilme, estdo representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de amostras formadoras e classificacdo da intensidade da producéo de
biofilme.

Sorovar N° amostras positivas / N° total de amostras (%)

Fraca Moderada Forte
Enteritidis 36/63 (57)* - -
Typhimurium 3/10 (30) - -
Heidelberg 10/14 (71)* 1/14 (0,1) -
Mbandaka 6/14 (43) - -
Kentucky 2/10 (20) - -
Senftenberg 1/12 (8) - -

* Indicam os sorovares que apresentaram producéo significativamente diferente dos demais
(p<0,05).

Experimento 1

Cinquenta e oito amostras 8almonella spp. foram selecionadas quanto a sua
capacidade de formarem biofilme, como descrito no item 2.4.4, para avaliar a relacao
entre o tipo de material da superficie de adesdo e o tempo necessario para se estabelecer
o biofilme. A frequéncia de formacao de biofilme pelas amostras foi registrada em oito
momentos distintos, sendo o intervalo entre eles de 12 horas. De acordo com o0s
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resultados obtidos através das leituras (Fig. 1), observou-se que os materiais de inox e
vidro favoreceramp<0,05) a formacdo de biofiimes peBalmonellaspp., porém a
superficie de PVC néao foi favoreceu a producdo de biofilme. Além disso, o vidro
apresentou vantagem em relacdo ao inox quanto ao favorecimento da formacdo de
biofilme na maioria dos momentos. Os momentos de 24h e 48h apresentaram as

maiores frequéncias de formacéo de biofilme por amostras de Salmonella spp..

Figura 1. Diferenca entre as frequéncias de formacao de biofilme por amostras S8almonellaspp.
em superficies de inox, vidro e PVC presentes na inddstria de alimentos.
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*Indicam os momentos onde ha diferenca estatistica entre as superficies de adep&o(,05).

Experimento 2

Inicialmente as 10 amostras de bacteriéfagos isolados de esgoto, utilizados neste
estudo, tiveram sua acgdo litica avaliada em relacdo a cefgadnoenellaspp. capazes
de produzir biofilme com a observacdo das zonas de lise (Fig. 2). A partir dos
resultados, apresentados na Tabela 2, foi possivel selecionar os bacteriéfagos 4.3, 4.8 e
5.7 que apresentaram acéo litica sobre a maioria das bactérias. A acdo dos bacteriéfagos
foi observada na maioria das amostras, porém os sorovares Mbandaka e Senftenberg

foram mais resistentes que os demais sorovares.
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Para avaliarmos a acédomml de bacteriofagos em biofilmes 8almonellaspp.
nas superficies de inox, vidro e PVC, foram utilizadas 20 amosti@ala®nellaspp.
Selecionou-se apenas amostras de bactérias que produziram biofilme em pelo menos
trés repeticdes do ensaio realizado no Experimento 1. Para verificar a guéa de
fagos em biofilmes formados, comparou-se os valores de D.O. de cada cepa de
Salmonellaspp. tratada com os bacteri6fagos, com os valores de cada amostra
bacteriana como controle positivo. O tratamento de 3h com o pool de fagos agiu sobre
pelo menos uma amostra em biofilmes de 12 e 24h no inox, 12, 48, 84 e 96h no PVC, e
12 e 72h no vidro. Porém o mesmo tratamento foi superior em biofilmes de 24h em
PVC e vidro, atingindo o dobro e o triplo de amostras respectivamente. Entretanto, a
acdo dos tratamentos com 6 e 9h de acdo dos fagos s6 foi observada em biofilmes de
24h nas superficies de inox e vidro, atingindo uma e seis amostras respectivamente (Fig.
3).

Figura 2. Teste de susceptibilidade d&. Enteritidis aos bacteriéfagos isolados de esgoto, com

visualizacdo de placas virais.

* Os numeros 4:8, 5:4, 4.3, 6:4, 5:7 representam a identificacdo das amostras de bacteriéfago, e o
namero 84 indica uma amostra dé&S. Enteritidis.
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Tabela 2. Quantidade e total (%) de amostras deSalmonella spp. susceptiveis a agdo de
bacteriéfagos.

Bacteriofagos

Sorovares

Total (%)

Enteritidis Heidelberg Kentucky Mbandaka Senftenberg Typhimurium

4.2
4.3
4.8
51
5.4
55
5.7
6.4
6.6
6.9

14/36 (39) 5/10 (50) 0/2(0)  1/6 (17) 0/1 (0) 213 (67) 38
14/36 (38) 5/10 (50) 1/2 (50)  1/6 (17) 0/1 (0) 3/3(100) 41
22/36 (60) 5/10 (50) 1/2 (50)  0/6 (0) 0/1 (0) 3/3 (100) 53
8/36 (21) 6/10 (60) 1/2 (50)  0/6 (0) 0/1 (0) 3/3 (100) 31
6/36 (18) 3/10(30) 1/2(50) 1/6 (17) 0/1 (0) 3/3(100) 24
16/36 (44) 4/10 (40)  0/2 (0) 0/6 (0) 0/1 (0) 2/3 (67) 38
15/36 (42) 5/10 (50) 1/2 (50)  1/6 (17) 0/1 (0) 3/3(100) 43
6/36 (18) 5/10 (50) 1/2 (50)  0/6 (0) 0/1 (0) 3/3 (100) 25
14/36 (38) 5/10 (50) 1/2 (50)  0/6 (0) 0/1 (0) 3/3(100) 39
16/36 (44) 3/10(30) 1/2(50)  0/6 (0) 0/1 (0) 3/3 (100) 39

Figura 3. Quantidade de amostras dSalmonellaspp. susceptiveis a acéo dmol de bacteriofagos,
em diferentes periodos de incubacédo nas superficies de inox, vidro e PVC.

Quantidade de amostras de Salmonella spp.

susceptiveis

12 24|48|72|84|96 1224|4872 |84196|12|24|48|72|84|96

Inox PVC vidro

Periodo (h) de incubagdo do biofilme em superficies

M fago 3h
Ofago 6h
@ fago 9h
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Figura 4. Micrografia representativa de superficies de vidro antes e depois do tratamentpool de
bacteriéfagos. a) Biofiimele 24hde Salmonellaspp sobre vidro; b) Biofilme de 24Salmonellaspp.
apos 3h de acao gmol de bacteriéfago

2.6. DISCUSSAO

Embora a industria de alimentos tenha evoluido nas ultimas décadas, 0 |
contaminagado durante o processamento dos alimentos pce elevado. A presen
de biofilme em estabelecimentos responsaveis pelo processamento e comerciali
alimentos, constitui a principal causa de contamin Caracterizar o comportamer
de determinados microrganismos quanto a sua predilecdo pns materiais, ou
identificar o intervalo de tempo que este organismo leva para esta-se no
ambiente, sdo essenciais para a escolha de uma abordagem segura e efici
garantir ao consumidor um produto sanitariamente se

Neste estudfoi avaliado e hd uma possivedredilecdo de bactérias do gén
Salmonellaspp. quanto ao tipo de superficie de adt comumente encontrada
indUstriag como inox, vidro ePVC, observand@omo a formacao destes biofilir
evoluem em oito momentos especificos, e principalmente se a combina
bacteriéfagos, de acao litica comprovada, pode eliminar ou controlar a forms

biofilme por estes patdégen
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Foram analisadas cepas $e Enteritidis,S. Typhimurium,S. Heidelberg,S.
Mbandaka,S. Senftenberg 8. Kentucky, totalizando 123 amostras. Observou-se que
somente 47% das amostras foram capazes de formar biofilme na microplaca de
poliestireno, e foi possivel observar que os sorovareEnteritidis €S. Heidelberg
tiveram significativamente o maior nimero de amostras formadoras de biofilme. Entre
as 58 amostras selecionadas para formacao de biofilmes em superficies, 57 delas foram
classificadas como fracas formadoras, e somente uma amostra do Sotdeatelberg
obteve a classificacdo moderada quanto a sua capacidade de producdo de biofilme,
entretanto outros estudos revelam amostrasSaenonellaspp. com classificagoes
moderada e forte para a producéo de biofilme (Stepamtd\al., 2004). Vestby et al.
(2009), estudaram a correlacdo entre a persisténcialdeonella spp. em ambientes
industriais com a habilidade de formar biofilme. Eles observaram que os sorovares
Agona e Montevideo sdo constantemente isolados de ambientes da industria de
alimentos e sdo classificados como fortes produtores de biofiime. JA& o sorovar
Senftenberg também esta presente no ambiente industrial, porém nao sobrevive por
periodos tdo prolongados como 0s sorovares citados anteriormente, apresentando
producdo moderada de biofilme. E, finalmente o sorovar Typhimurium, que raramente &
isolado da industria alimenticia e é considerado um fraco produtor de biofilme. Estes
dados sugerem que a habilidade de formar biofilme esta diretamente relacionada a
persisténcia de microrganismos coBamonella spp. em ambientes de processamento
de alimentos.

Os achados obtidos no experimento 1, apresentaram os materiais vidro e inox
favorecendo significativamente a formacao de biofilme por amosti@alawnellaspp.

Embora ambos tenham favorecido a producéo do biofilme, o vidro apresentou-se com a
maior frequéncia de producédo com 24, 48, 60, 72 e 84h de incubacédo, enquanto o inox
foi favoravel a formagédo do biofilme com 36, 48 e 84h. Apesar de muitos trabalhos
sugerirem a producdo de biofilme por alguns sorovaresSalmonellaspp. em
superficies de vidro, inox e PVC (Prouty et al., 2002), nossos resultados nao
apresentaram uma formacao significativa de biofilme na superficie de PVC nas
amostras analisadas. Estes resultados ndo nos permitem concluir as causas pelas quais
ndo houve formacado de biofilme nesta superficie em particular, porém muitos trabalhos
evidenciam que fatores como o acabamento, rugosidade, interacdes hidrofébicas,
estabilidade fisico-quimicas e etc., interferem significativamente na adesao de células e

consequentemente na formacao de biofilme (Donlan, 2009; Schlisselberg e Yaron,
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2013; Tang et al., 2011). A partir dos dados obtidos no experimento 1, foi realizada uma
selecdo das amostras capazes de reproduzir os mesmos resultados de formacdo de
biofilme quanto as superficies e tempo de incubacdo para a realizacdo do segundo
experimento, porém somente 34% destas amostras apresentaram os mesmos resultados
em trés repeticbes, 0 que nos sugere uma inconstancia no padrao de producdo de
biofilme nas amostras dgalmonella spp. utilizadas neste trabalho.

A maioria dos bacteriéfagos isolados de ambientes de esgoto utilizados neste
estudo, foram capazes de reduzir as amostr&abheonella formadoras de biofilme,
porém o sorovar Mbandaka néo foi afetado por quatro de dez bacteriéfagos avaliados, e
0 sorovar Senftenberg nao foi susceptivel a agdo de nenhum bacteriéfago. A resisténcia
apresentada pelo sorovar Senftenberg a acdo dos bacteriéfagos também foi observada
por Wall et al. (2010), que utilizaram amostras de bacteridfagos isolados de esgoto para
reducdo dos sorovares Dublin, Enteritidis, Indiana, Kentucky, Litchfield,
Schwarzengrund, Senftenberg e Tenesse, onde somente 0s sorovares Senftenberg e
Kentucky ndo apresentaram susceptibilidade a acédo dos fagos. O uso de bacteridfagos
no controle de patdégenos vem ganhando cada vez mais espaco, mas sua elevada
especificidade pode representar problemas em relagdo a sua gama de hospedeiros.
Dentro de cada espécie de patdgenos existem subtipos que precisam ser controlados,
portanto um bacteriéfago efetivo deve possuir uma gama de hospedeiros ndo muito
estreita e nem muito ampla, um exemplo de fago com uma O6tima extensdo de
hospedeiros é o Felix Ol1, que apresentou lise em 96-99,5% dos sorovares de
Salmonella. Uma possibilidade de superar estas limitacbes estd na confeccdo de
coquetéis de bacteriofagos, para aumentar a gama de acado litica sobre sorovares,
inclusive deSalmonella. Estes ja se provaram eficazes no controle de outros patégenos,
como E. coliO157:H7 em carne (Mcintyre, et al. 2007).

A aplicacdo dpool de bacteridfagos inibiu a formacéo de biofiimesdénonella
spp. nas trés superficies utilizadas neste estudo, concentrando seu periodo de acdo em
3h. Os biofilmes aderidos ao vidro apresentaram resisténcia ao tratamento de 6h com o
pool de bacteriéfagos, porém com 9h de acéo, os bacteriéfagos voltaram a reduzir o
biofilme. A diminuicdo da acdo de bacteriofagos sobre amosti@alamnellaambém
foi observada por Andreatti et al. (2007), que avaliaram a habilidade de bacteri6fagos
isolados de ambiente avicola (CB4J) e de uma estacdo de tratamento de esgoto
(WT450) em reduzir S. Enteritidis in vitro. Eles observaram que os bacteriofagos

CB4@ e WT45@ reduziram a recuperacao das amostras de Salmonella em 1,5 a 5 logs,
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respectivamente. Entretanto, apos 6h de tratamento o CB4@ néo foi capaz de reduzir a
recuperacdo das bactérias, enquanto que o WT45@ reduziu a recuperagdo em mais de 6
logs. Resultados semelhantes foram apresentados por Hosseinidoust et al. (2013), onde
observaram que a combinacéo de dois bacteriéfagos conhecidos (P22 e PRD1) foi capaz
de controlar a formacéo de biofilmes 8eTyphimurium, diminuindo a frequéncia de
resisténcia em 1/100, enquanto que o uso dos bacteriéfagos P22 e PRD1 separadamente
conseguiu reduzir os niveis de biofilme somente por 12h e 24h, respectivamente. Além
disso observou-se um periodo em que a mistura de bacteriofagos deixou de ser efetiva
no controle do biofilme, retornando sua a¢cdo com 72h de tratamento. Entre as hipoteses
sugeridas pelos autores para explicar a auséncia de acao neste periodo esta o surgimento
de uma resisténcia momentanea, onde as bactérias que se tornaram resistentes
favorecerdo a selecdo de bacteriéfagos capazes de se adaptar a esta mutacdo, gerando
uma vantagem seletiva e o aumento do espectro de acdo dos fagos, e consequentemente
resulta no retorno da acdo sobre o biofilme (Comeau e Krisch, 2005). Porém, outra
explicacdo sobre este mesmo evento esta na liberacdo e acumulo de DNA extracelular
bacteriano, liberado no momento da lise mediada por bacteridfagos, tais substancias
seriam responsaveis pelo aumento dos niveis de biofilme no periodo (Godeke et al.,
2011). Este estudo apresenta a importancia de uma abordagem especifica quanto a
superficie de contato com o alimento e o organismo envolvido na contaminacéo, pois
ambos sdo capazes de interferir na permanéncia de microrganismos em ambientes
industriais através da producdo de biofilmes, sendo assim a fagoterapia apresenta-se
como um meétodo alternativo para uma abordagem mais especifica e consequentemente
mais segura, porém a sua utilizacdo ainda necessita de mais estudos a fim de se
conhecer sua interacdo com 0 organismo e 0 ambiente para que ela se torne uma

ferramenta comercialmente viavel.
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CAPITULO 3

3.1. CONCLUSOES GERAIS

Com o aumento da busca por alimentos que ndo oferecam riscos a saude, que
sejam inocuos e livres de residuos quimicos, a producédo de alimentos se tornou cada
vez mais rigorosa quanto aos padrdes de higiene e seguranca que os produtos podem
oferecer aos consumidores. O conhecimento do agente e seu subtipo, a abordagem
diferenciada de higienizacdo para cada tipo de superficie industrial, bem como a
ferramenta utilizada para controle antimicrobiano sdo essenciais. Algumas superficies
sdo capazes de favorecer a permanéncia de bactérias no ambiente sob a forma de
biofilme, e no caso d&almonella, alguns sorovares também apresentam diferencas
quanto sua producdo de biofilme, indicando que as abordagens no momento da
higienizacdo também devem ser diferenciadas para cada superficie e patdgeno
envolvido. Novas abordagens surgiram para auxiliar no combate de biofilmes, e 0 uso
da fagoterapia tem potencial para se desenvolver como um método alternativo no
controle destas estruturas em ambientes industriais. Entretanto, o conhecimento dos
mecanismos de interacdo entre os fagos e as bactérias inseridas em biofilmes é
necessario para que a fagoterapia seja uma ferramenta confiavel e segura como agente

antimicrobiano.
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