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RESUMO
Mais de 70% das doencas emergentes e reemergentes sdo zoonoticas. O género Salmonella
deve ser destacado, sendo causador de impactos na saude humana e animal, em especial na
producao de aves e na economia do do Brasil, como um dos principais exportadores de tal fonte
proteica animal. Desde a descoberta dos bacteriofagos, estes tém sido aplicados com sucesso
no controle bacteriano, apresentando-se como alternativas para o controle de Salmonella em
areas de produgao de aves. Desta forma, o presente trabalho visou controlar contaminagdes de
Salmonela enterica Enteritidis em camas de aviario com o uso de um bacteriofago isolado de
dejeto suinicola da pecuaria brasileira. Amostras de dejetos de suinos distribuidas na cidade de
Concordia, na Regido Oeste de Santa Catarina, Brasil, foram usadas para o isolamento de
bacteridogafos liticos, utilizando a técnica de placa de duplo-agar, quantificando-o em unidades
formadoras de placa (UFP). O bacteriéfago SM1 (“Swine manure”), pertencente a Ordem
Caudovirales e Familia Siphoviridae, foi obtido e propagado, demonstrando capacidade litico
em até 3 h de cultivo frente a S. Enteritidis e S. enterica Typhimurium em cultivo in vitro. Para
avaliar a capacidade do bacteriofago SM1 reduzir Salmonella em camas de aviarias, dois
conjuntos experimentais foram executados: No primeiro, avaliou-se a estabilidade do
bacteriofago SM1 (concentragdo 1,8 x 10° UFP mL') em camas de avidrios em fun¢io do
tempo de exposi¢ado (dias), por até 35 dias, pensando-se em um ciclo de produgdo de aves, do
alojamento até preparacdo para o abate. Tais camas eram oriundas de 1, 3, 6 ¢ 9 lotes de
producdo, sendo todas estas alcalinizadas a campo em escala real com adi¢do de 10% de
calcario. Ainda, camas de 9 lotes de producdo (prontas para serem removidas dos galpdes de
criacdo), foram suplementadas com aditivo de 10% de cascas de ovos (v/v), para fins de
secagem e valoragdo como biofertilizantes. No segundo conjunto experimental, camas de
aviarios com 6 lotes de ciclos de producdo foram contaminadas artificialmente com 2,5 x 10°
UFC mL"! de S. Enteritidis e tratada com bacteriéfago SM1, nas quais o primeiro tratamento
(T1) foi realizado aplicando-se por gotejamento 1,8 x 10° UFP mL™! do bacteriofago SMI,
sendo a reducgdo de S. Enteritidis avaliada por até 12h; no segundo tratamento (T2) duas doses
subsequentes de SM1 foram administradas por gotejamento as 6h e 12h apds T1. Os resultados
dos dois conjuntos experimentais, demonstraram que o bacteriofago SM1 manteve-se estavel,
sem apresentar tendéncia de decaimento nas camas de aviarios testadas. Ainda, houve reducdo
efetiva, em relagdo ao controle nao tratado com o bacteriofago, de 3Logsio UFC/g de S.
Enteritidis apds 6h apo6s sua administracdo no T1. No entanto, observou-se recrescimento
bacteriano de 1,5 Log UFC/g 8h apds tal administra¢@o, evidenciando a necessidade de segunda

aplicacdo do baceriofago. Apds a segunda administragdo, o T2 foi capaz de controlar 3Logsi1o



UFC/g de S. Enteritidis, em relagdo ao controle ndo tratado com tal biocontrolador, sem
observagao de recrescimento bacteriano e total eliminagdo da carga bacteriana testada. Este
estudo destaca a eficiéncia do bacteriofago SM1 no controle de S. Enteritidis em camas de
aviarios, podendo este ser explorado para outras matrizes ambientais. Também se ressalta a
necessidade de escalonamento experimental e testagem de diferentes doses bacteriofagicas para
fins de controle absoluto de Sa/monella na atividade de producdo avicola, assegurando a
auséncia de recrescimento bacteriano e qualidade sanitaria de camas de avidrios a serem
recicladas para biofertilizagao.

Palavras-chave: controle microbiologico; isolamento viral; matriz ambiental.



ABSTRACT

More than 70% of emerging and reemerging diseases are zoonotic. The genus Salmonella
should be highlighted, causing impacts on poultry production and on the economy related to
such activity. Since the discovery of bacteriophages, they have been successfully applied in
bacterial control, presenting themselves as alternatives for the control of Salmonella in areas of
poultry production. Thus, the present work aimed to control contamination of Salmonella e.
Enteritidis in poultry litter using a bacteriophage isolated from agricultural waste. For such,
samples from swine farms distributed in the West Region of Santa Catarina, Brazil, were used
for the isolation of bacteriophages, using the double-agar plate technique. The bacteriophage
SM1, belonging to the Order Caudovirales and Family Siphoviridae, was isolated and
propagated, showing lytic potential, against S. Enteritidis and S. Typhimurium. Two
experimental sets were performed: In the first one, the stability of bacteriophage SM1 (1.8 x
10° PFU mL!) was evaluated in poultry litter as a function of the exposure time in days, for up
to 35 days. Such litter came from 1, 3, 6 and 9 production flocks, all alkalinized at the field on
a full scale with the addition of 10% lime. In addition, beds from 9 production flocks (ready to
be removed from the breeding sheds) were treated with an additive of 10% eggshells (v/v), for
the purposes of alkalinization, drying and valuation as biofertilizers. In the second experimental
set, poultry litter with 6 production flocks were artificially contaminated with 2.5 x 10° CFU
mL! of S. Enteritidis and treated with bacteriophage SM1. The first treatment (T1) was carried
out by applying by dripping 1.8 x 10° PFU mL"! of bacteriophage SM1, the reduction of S.
Enteritidis being evaluated for up to 12h; In the second treatment (T2), two subsequent doses
of SM1 were administered by dripping at 6h and 12h after T1. The bacteriophage SM1 remained
stable, with no tendency to decay in any of the poultry litter tested. The bacteriophage SM1 was
able to control 3Logsio CFU/g of S. Enteritidis 6h after its application (T1). However, bacterial
regrowth of 1.5 Logio CFU/g 8h after T1 administration was observed, demonstrating the need
for re-treatment. Thus (T2), was conducted after 6h and 12h of T1, controlling 3Logs10 CFU/g
of S. Enteritidis, without observation of bacterial regrowth. The present study highlights the
potential use of the bacteriophage SM1 applied to the control of S. Enteritidis in poultry litter,
which can be applied to other environmental matrices. Also, the need for experimental
investigation and improvement of phage activity for the purpose of absolute Sa/monella control
in poultry husbandry are main steps for further phage environmental applications.

Keywords: microbiological control; viral isolation; environmental matrices.
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1 INTRODUCAO

1.1 Criacao animal e zoonoses no conceito de Saude Unica

A crescente demanda global por produtos originarios da criacdo animal e o avango das
areas urbanas favorecem o contato cada vez mais intenso entre animais € humanos, €
consequentemente a exposicdo humana a agentes infecciosos de origem zoonética (NEWELL
etal, 2010; LI et al, 2020). Sabe-se que mais de 70% dos patdogenos emergentes e reemergentes
possuem origem animal, sendo estes responsaveis por milhdes de mortes e at¢ mesmo bilhdes
de contaminagdes anuais em humanos (WOOLHOUSE & GOWTAGE-SEQUERIA, 2005;
KARESH et al, 2012; OLIVAL et al, 2017).

As zoonoses sio de grande interesse no ambito de Satide Unica (RYU et al, 2017). Tal
abordagem compreende o conjunto de estudos interligados a medicina humana e animal,
associados ainda ao cuidado e conservagdo ambiental (BERKES et al., 2012). Neste sentido,
melhorias nos servigos ambientais com o uso de conhecimentos da saide humana e animal,
tornaram-se possiveis, devido a alian¢a formada no final dos anos 90, entre a Organizacao
Mundial da Satide (OMS), a Organiza¢do Mundial de Sanidade Animal e a Organizacdo das
Nagoes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) (NGUYEN-VIET et al., 2015). Dentre
as preocupacdes da Satde Unica, o enfrentamento as zoonoses destaca-se devido a alta
incidéncia de organismos prejudiciais a satde humana, podendo ser citados exemplos de
enfermidades causadas por estas, como a gripe aviaria, leishmaniose, toxoplasmose, diarreias
causadas por enterobactérias e atualmente a COVID-19.

Vérios fatores influenciam a manutencdo e propagacdo destes patdogenos nas
populagdes, como por exemplo a cruza de espécies, o emprego de algumas técnicas de
alimenta¢@o e manejo animal, e principalmente a auséncia de estratégias de controle de doengas
(WHO, 2014). Diversos sdo os patdgenos com potencial zoondtico, entre os quais podemos
citar virus, protozodrios, fungos, bactérias gram-positivas e gram-negativas. As formas de
contagio variam entre os diferentes patogenos, entretanto o consumo de alimentos
contaminados tem papel de destaque na transmissao das zoonoses.

A avicultura ¢ um dos setores econdmicos mais importantes no Brasil, terceiro maior
produtor de carne de frango do mundo (FAO, 2021). O pais foi responsavel pela producao de
13.245 mil toneladas de carne de frango em 2019, sendo também lider no ranking de
exportagdes mundial no mesmo ano, gerando uma receita de 6.994 milhdes de dolares (ABPA,

2020). Entretanto, este setor de enorme impacto nacional enfrenta desafios, como por exemplo
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a incidéncia de bactérias zoonoticas, como Salmonella spp. Visto isso, a atividade avicola
interna do Brasil e para fins de exportagdo de carne de aves, a producao ¢ legislada segundo a
Instru¢ao Normativa n° 20 (2016). Esta, preconiza o controle e monitoramento de Salmonella
spp. nos estabelecimentos avicolas comerciais de frangos e perus de corte por meio da qualidade
sanitaria de camas de aviarios (mistura de fezes, urina e maravalha, bem como aditivo de fonte
de carbonato célcico — normalmente a cal), requerendo inocuidade para bactérias das espécies
Salmonella enterica Enteritidis e Salmonella enterica Typhimurium.

Tais normas geram grandes impactos na cadeia de producdo avicola, considerando a
alta incidéncia desta bactéria nos diferentes estagios de produgdo, processamento € consumo
desta fonte de proteina, sendo impossivel determinar a contribuicdo de cada estagio para o
desencadear destas infecgdes em humanos (COX et al., 2020). Destaca-se, portanto, a
importancia da auséncia destas bactérias em todas as etapas que envolvem a criacdo e

destinagdo da carne de frango.

1.2 Familia Enterobacteriaceae e o género Salmonella

Dentre os importantes patdogenos causadores de infeccdes de origem alimentar, o
grupo das Enterobactérias deve ser destacado. A familia Enterobacteriaceae compreende
bactérias gram-negativas, anaerobicas-facultativas, e quimiotrdficas, apresentando tanto
metabolismo para respiragdo quanto para fermentacdo (SINGH & ANAND, 2020). Estes
organismos apresentam grande resiliéncia ambiental, sendo capazes de sobreviver a alteragdes
de temperatura e pH (SADE & BJORKROTH, 2013).

Dentre as enterobactérias de interesse a saide humana, o género Salmonella destaca-
se como potencialmente patogénico, sendo responsavel por 46.623 casos confirmados de
salmonelose em 2016 nos Estados Unidos, e 91.662 casos na Europa no ano de 2017 (CDC,
2019, EFSA, 2017). O género Salmonella divide-se em duas espécies e seis subespécies,
compreendendo mais de 2 659 sorovares (sendo destes 2.639 pertencentes a espécie Salmonella
enterica ¢ 20 a Salmonella bongori) (ISSENHUTH-JEANJEAN et al, 2014; ANDINO &
HANNING, 2015; RYAN et al.,, 2017). Dentre as principais caracteristicas deste género
podemos citar a presenca de flagelos peritriquios, bem como sua resisténcia a uma ampla gama
de pHs, variando entre 3,8 ¢ 9,5, com ponto 6timo entre 6,5 ¢ 7,5.

Apesar dos mais de 2.500 sorotipos de S. enterica ja identificados, Salmonella e.
Enteritidis e Typhimurium (S. Enteritidis e S. Typhimurium) destacam-se como os sorovares

mais relacionados as infecgdes alimentares (JONES et al, 2008; HENDRIKSEN et al, 2011).


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/controle-de-patogenos/arquivos-controle-de-patogenos/SalmonellaIN202016Salmonella.pdf
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Além disso, as infec¢des por estes sorovares estdo entre as mais propensas a hospitalizacao do
individuo contaminado, estando relacionadas a severidade dos sintomas, apesar da baixa taxa
de mortalidade (JONES et al., 2008). Além disso, tais bactérias representam uma grande
ameaca a produ¢ao animal, mostrando-se um desafio para o crescimento deste setor de grande
impacto social e econdomico, principalmente no setor avicola, responsavel por 36% da produgao
anual de carnes (EFSA, 2017; RITCHIE & ROSER, 2017). Os ovos também podem ser uma
importante fonte de contaminacdo, no qual podemos encontrar variacdes nas formas de
transmissao entre os sorotipos, com S. Enteritidis podendo ser transmitida verticalmente por via
transovariana, enquanto S. Typhimurium apresenta a capacidade de penetrar a casca dos ovos

(BRADEN, 2006; MARTELLI & DAVIES, 2012).

1.3 Resisténcia aos tratamentos antimicrobianos convencionais e a estratégia de
uso de bacteriofagos

Um dos principais agravantes da ameaca representada pelas zoonoses € a crescente
resisténcia dos microrganismos aos métodos convencionalmente utilizados para seu controle,
sendo estes em sua grande parte medicamentos antibidticos. De fato, a resisténcia tem se
mostrado um grande problema em diversos setores de saide humana e animal, sendo os usos
indevidos e exacerbados os seus principais determinantes. Nos Estados Unidos, por exemplo,
80% do consumo anual destes medicamentos ¢ destinado a criagdo animal (MARTIN et al.,
2015). Além do desenvolvimento de resisténcia, o uso de antibidticos pode deixar residuos em
alguns produtos como a carne de frango (PATEL et al., 2018).

A resisténcia a antibidticos no género Salmonella vem crescendo ao longo dos anos,
tendo inicio nos antibidticos mais antigos (cotrimoxazol, cloranfenicol, ampicilina),
estendendo-se por medicamentos de grande importancia para o tratamento de infecgdes em
humanos, como as fluoroquinolonas (ciprofloxacina) e cefalosporinas de amplo espectro
(BUTAYE et al., 2006; PARRY & THRELFALL, 2008; CHEN et al., 2013). O agravamento
da resisténcia aos tratamentos convencionais aumenta a severidade e consequentemente a
morbidade e a mortalidade destas infec¢des, levando ao uso de antimicrobianos de ultima linha,
como carbapenémicos (WHO, 2011; ANTUNES et al., 2016).

Diversos estudos apontam o impacto dos animais, principalmente aves, e de alimentos
provenientes de sua criagdo e consumo, no crescimento da resisténcia no género Salmonella
(BUTAYE et al.,, 2006; SEIFFERT et al., 2013; AARESTRUP, 2015). Neste sentido,

alternativas que possibilitem a reducdo das doses utilizadas, bem como mecanismos de agdo
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alternativos aos atualmente presentes nos antimicrobianos disponiveis, mostram-se essenciais
no combate a crescente resisténcia.

Descobertos independentemente em 1915 e 1917 os bacteridofagos, ou fagos, foram
descritos por D’Herelle (1926) como “virus capazes de parasitar bactérias”, sendo que o sufixo
fago se refere ao seu “desenvolvimento as custas de”, devido seu metabolismo dependente de
um hospedeiro procarionte (D’HERELLE, 1926; DELBRUCK, 1942; LURIA, 1950). Os
bacteriofagos sao as entidades biologicas mais abundantes do globo terrestre, sendo estimadas
~10%° (um nonilhdo) de espécies distribuidas entre os mais diversos ambientes, nos quais atuam
como componentes ativos dos ecossistemas (FUHRMAN, 1999; BALTER 2000; ROHWER,
2003; CLOKIE, 2011). Sao também muito abundantes nos oceanos, sendo consideradas as
particulas predominantes neste ambiente.

Figura 1. Principais familias fagicas e sua morfologia
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Familias bacteriofagos, com suas respectivas morfologias,

tipos e tamanhos gendmicos. Imagens azuis representam capsideo, vermelhas representam cauda e a cor amarela

indica lipideos. As figuras ndo estio representadas em escala, e sdo uma adaptagcdo de Hyman & Abedon (2012).

Os fagos podem apresentar material genético do tipo DNA ou RNA, sendo este
revestido por um capsideo proteico com formas variaveis de acordo com a biologia de cada

virus. Estas caracteristicas sao utilizadas pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV)
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para classificacdo dos bacteriofagos (Figura 1). Entre os fagos sequenciados até o presente
momento, sabe-se que grande parte destes possui material genético do tipo DNA dupla fita
(94,1%), DNA simples fita (4,6%), RNA dupla fita (0,4%) e RNA simples fita (0,9%) (CASEY
etal., 2017). Além disso, os virus também sao classificados em ordens, sendo os bacteriéfagos
em sua grande maioria pertencentes a ordem Caudovirales (96%), dentro da qual podem-se
observar diferentes familias, sendo suas principais representantes Siphoviridae, (61%),
Myoviridae (24.5%) e Podoviridae (14%) (CASEY et al., 2017). Os formatos virais também
podem ser bastante variados, com fagos envelopados que infectam grupos de mycoplasma, e
especial variedade distribuida entre os fagos de archaecas (ACKERMANN, 2007;
ATANASOVA etal., 2012).

O ciclo de replicagdo pode variar entre os bacteriofagos, sendo os principais descritos o
ciclo litico, o ciclo lisogénico e o fago cronico (Figura 2). O fago cronico insere seu material
genético no genoma de seu hospedeiro, sendo replicado a cada ciclo celular, alguns exemplos
deste ciclo podem ser vistos nos bacteriofagos M13 e bacteriéfagos que parasitam archaeas. O
ciclo lisogénico se assemelha ao cronico, porém apoés a integracdo do genoma fagico, o virus
assume um carater ndo infeccioso conhecido como préfago. Entretanto, em casos de estresse
ou mudancas ambientais a bactéria pode ser forcada a produzir e liberar novas particulas virais.
Um exemplo deste ciclo viral pode ser visto no bacteridfago T1. Por fim, no ciclo litico, o
bacteriofago insere o genoma no seu hospedeiro, sendo este for¢ado a produzir novas particulas
virais que serdo liberadas com a lise da célula bacteriana. O ciclo litico possui como exemplos
classicos os bacteridfagos T4 e MS2 (CLOCKIE et al., 2011; CANN 2016; JANCZUK et al.,
2016).

Figura 2. Ciclos de replicacdo dos bacteri6fagos
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Diferentes ciclos de replicacdo viral dos fagos, sendo estes o ciclo litico, lisogénico e cronico. No ciclo crénico, o
bacteriéfago insere seu genoma no DNA da bactéria, sendo replicado junto com a multiplicagdo bacteriana. O
ciclo lisogénico permite a multiplicagdo das cdpias virais e a saida da célula hospedeira por brotamento, sendo a
lise bacteriana outra possibilidade de evasdo neste ciclo. O ciclo litico por sua vez, tem a lise da célula hospedeira
como Unica forma de saida das novas particulas virais. Fonte: Autora.

Existem ainda evidéncias de outros ciclos de replicacdo de bacteriofagos, como a
pseudolisogenia (CENENS et al., 2013). Entretanto, para fins de controle bacteriano, mostra-
se preferivel o uso de fagos com ciclo litico, visto que além do seu grande poder de controle
bacteriano, o processo de lise impede a recuperagao do hospedeiro (LOC-CARRILLO &
ABEDON, 2011). Pode-se ressaltar ainda sua alta especificidade de hospedeiro como outro
fator favoravel a sua utilizacdo ambiental (SKURNIK et al., 2007).

Desde a descoberta dos bacteriofagos, estes tém sido aplicados em diferentes
fagoterapias para o combate de numerosas espécies bacterianas. No caso do género Salmonella,
podem ser citados alguns coquetéis de fagos para uso comercial, j& disponiveis no mercado,
como SalmoLyse® e BioTector, sendo ambos utilizados como aditivos na comida animal (OH
& PARK, 2017). Outras formulacdes disponiveis podem ser aplicadas em superficies de ago
inoxidavel ou vidro, como o coquetel de seis fagos liticos SalmoFresh™, ou ainda para a
desinfeccao de alimentos, indo de encontro a grandes demandas comerciais (WOOLSTON et

al., 2013).
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Embora bastante promissora, a aplicacdo de fagos como biocontroladores também
apresenta desafios e lacunas de informagdes sobre estas entidades biologicas tdo abundantes.
Para que seja possivel o uso de bacteriofagos especificos mostra-se essencial a correta
identificacdo dos patogenos contaminantes (KUTATELADZE & ADAMIA, 2010). A
diversidade de sorotipos e subespécies entre bactérias patogénicas também pode ser uma
dificuldade para a eficiéncia do uso de bacteridfagos, uma vez que o nimero de cepas variantes
em uma mesma espécie pode ser bastante amplo (SKURNIK et al., 2007). A titulacao das
contaminagdes também deve ser conhecida, bem como a multiplicidade de infec¢ao (MOI)
necessaria para o controle dos procariontes presentes.

Além disso, inimeros virus serviram como fatores de viruléncia para transferéncia
génica ao longo da historia da biologia, da mesma forma, alguns bacteriéfagos podem realizar
transferéncias de genes entre bactérias. Esta troca de material pode ser problemdtica em alguns
casos, principalmente devido a lise bacteriana, que pode disponibilizar tais genes no ambiente,
mas também devido a possibilidade de propagacdo de genes de resisténcia tanto a antibidticos
quantos aos proprios bacteriéfagos (VERHEUST et al., 2010, MIZOGUCHI et al., 2003). Esta
transferéncia de genes se mostra ainda mais preocupante nos bacteri6fagos lisogénicos,
ressaltando a importancia do conhecimento e uso de virus com a biologia adequada para cada
patogeno especifico (FORTIER & SEKULOVIC, 2013; CALERO-CACERES, 2019; GARIN-
FERNANDEZ, 2019).

Este cendrio chama a atengdo para o destino dos substratos com aplicagdo de
bacteriofagos, uma vez que os mesmos podem possuir grande estabilidade ambiental. Muitos
dos residuos da producdo animal, como camas de aviario e dejetos animais, sdo utilizados como
fertilizantes agricolas, sendo dispostos em campos e lavouras a fim de que os nutrientes
presentes na matéria organica sejam inseridos novamente na cadeia produtiva. Esta reciclagem
de nutrientes afeta todos os niveis de satide, uma vez que o desequilibrio ambiental, animal ou
humano afeta todas estas esferas interligadas (DIXON et al., 2014; RYU et al, 2017).

Neste sentido, os bacteriofagos podem ser aliados dentro da agroindustria em uma
abordagem de Satide Unica. Tal abordagem entende que a resisténcia aos antibidticos tem vérias
causas e necessita de diferentes acdes para ser combatida, entretanto o conhecimento e a
redu¢do da administracdo destes medicamentos mostra-se um passo primordial na luta a

resisténcia (MCEWEN & COLLIGNON, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar, caracterizar, propagar e aplicar bacteriéfago litico biocontrolador de Salmonella

em camas aviarias.

2.2 Objetivos Especificos

e Prospectar bacteriofagos liticos a partir de amostras ambientais (dejeto bruto
suinicola, efluente suinicola tratado em biodigestao, cama de aviario e fezes brutas
de galinhas);

e Seclecionar, propagar e identificar molecularmente e estruturalmente um
bacteriofago com potencial litico, de baixa citotoxicidade e capaz de infectar tanto
S. Typhimurium, quanto S. Enteritidis;

e Investigar a estabilidade em func¢do do tempo do isolado bacteriofdgico frente a
camas de aviario de diferentes lotes de producao;

e Controlar contaminagdes por S. Enteritidis em cama de aviario mediada pelo

bacteriofago aqui prospectado.
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3 MATERIAL E METODOS

O delineamento amostral utilizado na realizagcdo do presente trabalho foi dividido em:
1) Isolamento e caracterizagdo do bacteriofago litico de interesse para o estudo e 2) Cultivo e
aplicagdo do bacteriofago selecionado para fins de estudos de estabilidade viral e capacidade

de controle de S. Enteritidis em camas de aviarios.

Os experimentos foram conduzidos nas dependéncias do Laboratério de Virologia Aplicada
(LVA) situado na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e as analises fisico-quimicas
das camas de aviario foram gentilmente realizadas na Embrapa Suinos e Aves. O delineamento
experimental basico utilizado para a realizag¢do do presente trabalho estd apresentado na Figura

3.

Figura 3. Delineamento experimental basico utilizado para a realizagdo do presente trabalho.
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Fonte: Autora.
3.1 ISOLAMENTO, PROPAGACAO E SELECAO DOS BACTERIOFAGOS
Para o isolamento dos bacteridfagos, foram utilizadas diferentes matrizes ambientais
coletadas no estado de Santa Catarina, Brasil. Para isso, efluente de saida de biodigestor de

dejetos suinicolas, camas de avidrios, fezes brutas de aves (frango de corte) da agricultura
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familiar, dejeto de suino bruto e efluente humano proveniente de estagdo de tratamento de
esgoto foram utilizados como fonte de isolamento de bacteriéfagos. Cada amostra foi recebida
e armazenada em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. As amostras foram eluidas com o
uso de tampao salino fosfato 1% (PBS) em pH 7,0 e filtradas através de um filtro de celulose
de 0,22 um.
O isolamento dos bacteriofagos foi realizado de acordo com os protocolos descritos na

ISO 10705-1:1995 com o uso de Salmonella enterica Typhimurium (ATCC® 14028™) como
hospedeira. Brevemente, 1 mL da amostra filtrada foi adicionado a 1 mL da cultura bacteriana
em sua forma exponencial de crescimento (0,6 DO), e 1 mL de Brain-Heart Infusion (BHI)
adicionado de 1,2 % de agar bacteriologico — (Kasvi®). Esta solu¢cdo foi homogeneizada e
disposta sobre uma placa contendo uma camada prévia de 10 mL de BHI so6lido. As placas
foram entdo invertidas e incubadas em estufa bacterioldgica por até 12 horas a 37°C para
observagao d e Undades Formadoras de Placa de Lise (UFP).

Apbs a incubagao, as placas contendo diferentes padroes de lise foram contabilizadas
e retiradas do duplo-agar, sendo que os bacteridfagos ali presentes foram eluidos em tampao
SM buffer (50 mM Tris HCL pH 7.4; 0.1 M NaCl; 8 mM, MgSQOq; pH 7.5), por 12h, a 4°C sob
agitacdo. Em seguida, o eluato foi centrifugado a 10,000 xg por 5 min a 4°C. O sobrenadante
foi filtrado e adicionado a um Erlenmeyer contendo 25 mL de meio Luria Bertani - Difco™
(LB) com 1 mL da cultura bacteriana de S. Typhimurium em fase exponencial de crescimento
(0,6 DO). Esta mistura foi entdo levada a estufa bacteriologica por 18h a 37°C para a
propagacao viral. Apos trés ciclos de propagacdo, o titulo viral foi acessado por meio da técnica
de duplo-agar, e expresso em UFP/mL.

Em seguida, os bacteriofagos isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de lise
e replicacdo em até 18h (aumento da titulagdo). Dentre os cinco diferentes padrdes de lise, um
foi selecionado, em fungdo da eficiéncia de replicacdo bacteriofagica em até 3h. Este foi
denominado bacteriofago SM1, devido seu isolamento a partir de amostras de dejeto suino, (do
inglés “swine manure”), sendo quantificado (1,8 x 10’ UFP mL ') e usado para caracteriza¢io
gendmica, de microscopia eletronica, para experimentos de citotoxicidade fagica, estabilidade

fagica e controle bacteriano em camas de aviarios.

3.2 CITOTOXICIDADE DO FLUIDO FAGICO PRODUZIDO
A fim de investigar a seguridade da aplicagdo viral, foram realizados ensaios de

citotoxicidade do fluido viral, contendo bacteriofago SM1. Para tal, ensaios em cultura celular
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animal foram realizados, tendo-se como células modelos a linhagem VERO (oriundas de rim
de macaco verde da Africa -ATCC® CCL81™) ¢ a linhagem A549 (oriundas de carcinoma de
pulmdo humano - ATCC® CCL-185™). Para o ensaio, o fluido viral de SM1 (1,8 x 10’ UFP
mL™) foi centrifugado a 4500 rpm por 5 minutos, filtrado em filtro de celulose de 0,22 uM,
tratado com 1% de antibioticos (Penicilina/Streptomicina/Anfotericina) e diluido (1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:264).

As células VERO e A549 previamente cultivadas e dispostas em placas de 24 cavidades,
foram lavadas com solug¢do salina (PBS pH 7,0) e receberam o indculo de 100ul dilui¢des do
fluido viral, em duplicata, sendo entdo incubadas em estufa de CO, a 37°C durante 1h. Em
seguida, o sobrenadante foi aspirado e 1 mL do meio de manuten¢do (Meio Minimo Essencial
-MEM 1X, 1% Antibidticos, 2% Soro Fetal Bovino) foi adicionado em cada pogo. As placas
foram entdo levadas novamente a estufa de cultura celular animal, na qual permaneceram por
48h. Apos esse periodo houve remogdo do meio de cultura, lavagem celular com solugdo de
PBS ¢ coloragdo de células viaveis usando 250ul de preto de naftaleno. A citotoxicidade do
fluido viral foi avaliada por meio de comparagao da viabilidade celular entre células controle e

aquelas inoculadas com os fluidos virais puros e diluidos.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A solugdo fagica (1,8 x 10" UFP mL™) foi centrifugada a 3.000 rpm por 10 min, o pellet
formado foi ressuspenso em solucao fixadora (glutaraldeido 2,5% + fosfato) e incubado por 2h,
para posterior centrifugagdo a 1000 rpm por 10 min. Em seguida ocorreu a adi¢ao de 1 mL de
solucdo fosfato 0,1 M, e outra centrifugacao a 3000 rpm por 10 min 4°C. O pellet foi entdo
ressuspenso e um volume de 8 pL desta suspensdo foi depositado na superficie de uma tela de
microscopia eletronica (Kosh®, 200 mesh, 3 mm). O excesso de amostra foi removido com
papel absorvente e adicionado uma gota de solu¢do aquosa de acetato de uranila 2% (m/v)
(Sigma Aldrich®) na superficie da tela, deixando em contato por 15 seg. O excesso de acetato
de uranila foi novamente removido com papel absorvente. A tela permaneceu em processo de
secagem em temperatura ambiente, aproximadamente 24°C por 24h. Posteriormente foi
realizada a observagdo em microscopio eletronico de transmissdo em 80 kV e aumentado em

mais de 85000 vezes, no Laboratorio de Microscopia Eletronica (LCME) - UFSC.

3.4 IDENTIFICACAO GENOMICA
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Para a identificagdo molecular do bacteriéfago, a solu¢do de meio de cultivo (LB)
contendo o fago SM1 foi filtrada com filtro de celulose (0,22 um) e em seguida realizada a
extragdo dos acidos nucleicos virais com o kit comercial PureLink Viral RNA/DNA
(Invitrogen-Life Technologies). Em seguida o material genético extraido foi encaminhado a
empresa parceira Neoprospecta, para a realiza¢ao do sequenciamento via MiSeq - [llumina, e
analise dos dados gerados. A montagem de genomas e busca em bases de dados se deu pela
trimagem dos dados brutos com Prinseq e a busca por familias e espécies virais com
especificidade para bactérias com o uso do programa de classificacao taxondmica Kaiju, tendo

RefSeq como banco de sequéncias.

3.5 ESTABILIDADE E TRATAMENTO DE CAMAS DE AVIARIOS USANDO O
BACTERIOFAGO SM1

3.5.1 Camas de aviario

Amostras de camas de aviario (sendo esta uma mistura de serragem, excretas de aves
e 10% de calcario), sabidamente negativas para Salmonella spp. (ISO 6579-1: 2017). foram
coletadas em seis diferentes unidades de criagdo de aves distribuidas no Oeste do estado de
Santa Catarina, Brasil. Uma segunda coleta foi realizada para obtencao de camas de aviario
utilizadas durante diferentes lotes de criagdo. Ressalta-se que 1 lote de criagdo corresponde a
um ciclo de producdo de aves, que dura cerca de 40-45 dias, durante o qual as aves permanecem
sobre esta matriz. Foram coletadas camas de aviarios oriundas de 1, 3, 6 ¢ 9 lotes de producao,
sendo todas estas alcalinizadas a campo em escala real com adicdo de 10% de calcario. A
amostragem foi realizada através da coleta de 20g de cama de aviario em 15 pontos distribuidos
randomicamente ao longo dos galpdes aviarios.

Ainda, camas de 9 lotes de producdo (prontas para serem removidas dos galpdes de
criacdo), foram tratadas com 10% de cascas de ovos secas a 280°C (v/v), como aditivo
alternativo ao calcario, para fins de alcalinizagdo, secagem e valoragdo das camas como
biofertilizantes. Esta alcaliniza¢do acontece rotineiramente nas trocas de lotes de aves, visto
que as camas de aviario permanecem entre estes, podendo ser reutilizadas por até 9 lotes. As
camas de avidrios foram avaliadas de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas,
considerando-se teor de solidos totais, fixos e volateis, pH, e amonia NH3-N, segundo APHA,

2012.
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3.5.2 Estudo da estabilidade do bacteriofago SM1 em camas de aviarios

A estabilidade do bacteriofago SM1 foi avaliada frente as camas de avidrios,
considerando camas de 1, 3, 6 e 9 lotes. Ainda, a cama de 9 lotes
foi aditivada com 10% v/v de cascas de ovos galvanizadas com gramatura média de 300uM
(cascas gentilmente cedidas pelas Profas. Aline Viancelli da Universidade do Contestado).

Para conduzir os experimentos de estabilidade, 100g de cama de aviario (sabidamente
livres de Salmonella), foram alocadas em recipientes plasticos estéreis, formando uma camada
de 1 cm de espessura. Em seguida as camas foram inoculadas com 10 mL de solu¢do contendo
3x107 UFP/mL de SM1. A estabilidade do bacteridéfago foi aferida por meio do ensaio de placa
de duplo-agar conforme a ISO 10705-1:1995, durante 35 dias.

3.5.3 Aplicacdo do bacteriofago SM1 em cama de avidrio para fins de controle de S.
Enteritidis

Para os testes envolvendo a aplicagdo do bacteriofago SM1 para fins de controle
bacteriano em camas de aviarios, 25g de camas de aviarios (provenientes de 6 lotes de criagao)
foram distribuidas em recipientes plasticos, mantendo-se uma camada de aproximadamente 1
cm. As camas foram entdo contaminadas com 2,5 mL da solugio contendo 1 x 10° UFC mL !
de S. e. Enteritidis, em duplicatas independentes. Apos 1h de aclimatagdo a 25°C, as camas
foram tratadas com a adi¢iio de 10 mL de solucdo contendo 1,8 x 10° UFP mL™! do bacteriéfago
SM1 (multiplicidade de infec¢do - MOI 10:1), por gotejamento. O MOI foi estabelecido tendo
em vista as caracteristicas da matriz utilizada, sendo que sua baixa umidade poderia dificultar
o encontro dos fagos com seu hospedeiro. Camas de aviario sem a adicao de S. Enteritidis, e
camas de avidrio com S. Enteritidis, mas sem aplica¢do do bacteriofago SM1 foram utilizadas
como controles experimentais.

Foi realizada a quantificagdo de S. e. Enteritidis em fun¢do do tempo, utilizando
amostragens de 1g de cama de avidrio nos tempos 0, 2, 4, 6, 8 e 12h. Para a quantificacao das
bactérias utilizou-se um meio diferencial e seletivo, conhecido como 4gar XLD (xilose, lisina,
desoxicolato - Kasvi). As confirmagdes se deram por meio de teste bioquimico utilizando o Kit
Painel G®. As inocula¢des das amostras foram realizadas nas dilui¢des 1:10 e 1:100 e as leituras
realizadas em 24 e 48 h ap6s a incubagdo em estufa bacteriologica a 37°C, de acordo com o
descrito na ISO 6579-1: 2017. Devido ao recrescimento de colonias bacterianas tipicas de

Salmonella ap6s 7h do tratamento inicial (TI), a reaplica¢do do bacteriéfago SM1 foi conduzida
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em um segundo conjunto experimental (Tratamento 2 — T2) seguindo a mesma metodologia ja
descrita, considerando uma aplicag@o nos tempos 0, 6 e 12h, sequencialmente.

O esquema representativo dos experimentos conduzidos esta apresentado na Figura 4.

Figura 4. Esquema ilustrando os testes de inativacdo de Sal/monella Enteritidis
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Ilustracdo esquematica dos testes de inativagdo de Salmonella e. Enteritidis em cama de aviario com aplicag¢des do
bacteriofago SM1. Fonte: Autora.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS
Os testes de analise de variancia (ANOVA) e regressao linear foram realizados usando
o software GraphPad Prism 6.0 (EUA). Considerou-se significativas diferencas em que o valor

de p=<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bacteriofago selecionado, propagacio e caracterizacio

A selecdo do bacteriéfago para aplicacdo em cama de aviario levou em consideragao
a capacidade de aumento da titulacdo viral em repasses virais, além da capacidade de infectar
in vitro tanto S. Enteritidis quanto S. Typhimurium, a qual foi observada apenas no bacteriofago
isolado a partir da amostra de dejetos suinicolas. Este foi denominado bacteriofago SM1. O
aumento de sua titulacdo também foi satisfatorio, visto que em trés ciclos de replicacao o
mesmo atingiu a contagem desejada para aplicagiio na matriz, sendo esta 1,8 x 10" UFP mL™".

O perfil litico pode ser observado na Figura 5.

Figura 5. Perfil de lise do bacteriofago SM1 em ensaio de placa de lise.

Perfil de lise apresentado pelo bacteriéfago SM1 apds 12h em contato com a bactéria hospedeira S. Typhimurium.
Fonte: Autora.

4.2 Microscopia eletronica de transmissido e caracterizacio molecular do bacteriéfago
SM1

As primeiras imagens obtidas com a microscopia eletronica de transmissao permitiram
a visualizagdo da estrutura do bacteriofago SM1 (Figura 6). Foi possivel observar que o
bacteriofago SM1 ¢ formado por um capsideo icosaédrico de aproximadamente 30 nm,
contendo uma cauda anexa, indicando tratar-se de um virus da ordem Caudovirales — imagens

realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica (LCME) - UFSC.



31

Figura 6. Microscopia eletronica de transmissdo do bacteridfago SM1. As setas indicam o

capsideo viral, icosaédrico.

Primeiras imagens obtidas com microscopia eletronica de transmissdo demonstrando a morfologia tipica da ordem
Caudovirales, apresentada pelo bacteridfago SM1. Fonte: Autora.

O sequenciamento viral via MiSeq - [llumina gerou 3.375 reads identificados como
provenientes de bacteriofagos, sendo que a o bacteriofago SM1 foi classificado na ordem
Caudovirales e familia Siphoviridae (correspondendo aos 3.307 reads). Esta classificacdao
confirma os dados obtidos nos testes iniciais de MET (nimero do depdsito no GenBank:
BanklIt2478666). Os virus pertencentes a familia Siphoviridae apresentam caudas finas, longas
e nao contrateis, formada pelo empilhamento de discos compostos por seis subunidades
proteicas. Seu capsideo e cauda sdo montados separadamente, além disso, estes bacteriofagos
possuem DNA dupla-fita como material genético, sendo o empacotamento e a organizacao

deste uma das principais caracteristicas utilizadas para classificagdes dentro da familia.

4.3 Citotoxicidade do bacteriofago SM1 frente a células animais
O ensaio de citotoxicidade em células VERO e A549 demostrou que ndo houve morte

celular apds contato de 48h com 100ul (1,8 x 107 UFP mL') da suspensio de SMI,
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considerando dilui¢des que variaram de 1:2 até 1:264, evidenciando que tal fago ndo possui
capacidade citotoxica para células animais, indicando assim a seguridade de sua aplicacdo no
ambiente de criacdo animal (Figura 7). A baixa toxicidade deve-se principalmente a
constitui¢do das particulas virais, sendo os bacteribfagos compostos por proteinas e acidos
nucleicos, tendo como produtos de sua degrada¢ao aminodcidos e acidos nucleicos, além de sua
alta especificidade de hospedeiro (KUTTER et al., 2010, SKURNIK et al., 2007). De fato, a
baixa toxicidade apresentada pelos bacteriofagos os torna uma alternativa sanitariamente segura
aos conservantes quimicos, alguns exemplos podem ser vistos no uso de bacteridfagos para
controle de Salmonella spp. na industria alimenticia, na desinfec¢do de sucos e vegetais para

consumo humano (JHAMB, 2014; EL-DOUGDOUG et al, 2019; THUNG et al, 2019).

Figura 7. Ensaio de citotoxicidade em culturas de células animais (VERO e A549).

A Controle Controle
_ celular viral

f
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(A) Placa de 24 cavidades contendo células VERO, ap6s ensaio de citotoxicidade do bacteriofago SM1; (B) Placa
de 24 cavidades contendo células A549, apds ensaio de citotoxicidade do bacteriéfago SM1.Observa-se como
controles o controle celular (preservado) e controle com virus que destruiram as células VERO. Fonte: Autor

4.4 Estudo da estabilidade do bacteriéfago SM1 apos aplicacio em camas de aviarios

O perfil da estabilidade do bacteriofago SM1 nas camas de aviarios foi avaliado
durante 35 dias (Figura 8). O bacteriofago SM1 sofreu uma inativa¢ao natural média de 2logio
em todas as camas ao longo do periodo de 35 dias, sendo que as redu¢des de SM1 nas camas
de 1, 3 e 6 lotes ndo apresentaram variagdes significativas durante o periodo de
acompanhamento (p>0,05). No entanto, a estabilidade de SM1 reduziu significativamente
(3Logio UFP/g) em camas de 9 lotes a partir dos primeiros 7 dias de aplicagdo do fago
(p=0,00056).
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Figura 8. Estabilidade do bacteriofago SM1 apds sua aplicagdo em cama de aviario.
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Enumeragdo do bacteridfago SM1 ao longo do tempo apos sua nas camas de aviario com diferentes tempos de
utilizagdo e adi¢des de carbonatos. Fonte: Autora.

Esse comportamento foi significativamente distinto do observado entre camas com 9
lotes e a mesma tratada com 10% de cascas de ovos (p=0,018), podendo representar uma
importante alternativa para tratamentos curtos com bacteriéfagos, seguido da perda de sua
capacidade  infecciosa  apds ser usado como  biocontrolador  bacteriano.
As cascas de ovos sdo fontes abundantes de carbonato de célcio, sendo este responsavel por
96% de sua composi¢ao (OLIVEIRA et al., 2013). Este material muitas vezes representa um
problema, devido as largas quantias geradas por industrias e sua disposi¢do ambiental nao
planejada (GAO & XU, 2012; OLIVEIRA et al., 2013). As cascas de ovos também apresentam
potencial para outras aplicacdes ambientais, como tratamento de aguas, podendo ainda
enriquecer mineralmente as camas de aviario antes de seu uso como fertilizante (LACA et al.,
2017).

De maneira geral, essas alternativas representam processos importantes para
gerenciamento e gestdo dos residuos da avicultura, visando manuten¢do sanitdria, uma vez
considerando o reuso de camas na cadeia produtiva, bem como sua disposi¢ao no solo para fins
de biofertilizagao, j& que sdo residuos ricos em nutrientes, principalmente em nitrogénio que
provem de proteinas e aminoacidos ali contidos (ENTICKNAP et al, 2006; BOLAN et al.,
2010; GRIFFITHS, 2011).
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4.5 Controle de S. Enteritidis em camas de aviario usando o bacteriofago SM1
A redugdo bacteriana pela agdo do bacteriofago SM1 foi observada durante 8 horas,
havendo uma reducao significativa de 3logio de S. Enteritidis (p=0,0016), conforme apresenta

a Figura 9.

Figura 9. Contagem de colonias de S. Enteritidis apds aplicagdo do bacteriofago SM1 em cama

de aviario.
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Redugdo contagem de colonias de S. Enteritidis nas amostras de cama de aviario pela acdo do bacteriofago SM1
(quantificadas com o uso do meio diferencial XLD agar). Fonte: Autora.

Estudos demonstraram a redu¢do das contaminagdes por Salmonella na avicultura,
tanto nos cortes de carne de frango, quanto no ambiente de criagdo das aves, entretanto, nestes
casos a administracao se dd por meio da 4gua (SUKUMARAN et al., 2015; THUNG et al, 2019;
CLAVIJOetal, 2019; VAZ et al, 2020). Apesar do sucesso destas aplicagdes, ainda ndo existem
trabalhos demonstrando o uso ambiental destes virus, sendo esta a principal inovacao
apresentada pelo presente trabalho. A capacidade elevada de inativagdo bacteriana (99,9%)
aponta para a eficiéncia do bacteriofago utilizado. Outros trabalhos demonstraram perfis de
reducdo bacteriana bastante semelhantes com o apresentado pelo bacteriofago SM1, como por
exemplo a redu¢do de 3,91ogio € 2,2logio de S. Typhimurium e S. Enteritidis, respectivamente,
em alfaces (SPRICIGO et al, 2013). Grant e colaboradores também encontraram uma reducao
de 3 logio de S. Typhimurium em cortes de frango tratados com bacteridfagos ao longo de 17

dias (GRANT et al., 2016). Entretanto, em ambos os trabalhos citados anteriormente os
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tratamentos fagicos foram compostos por associacdes de diferentes bacteriofagos, formando o
que conhecemos como coquetgis.

Outras configuragdes de tratamentos utilizam a associacao entre bacteriofagos liticos e
antimicrobianos quimicos. Sukumaran e colaboradores atingiram 5logio de inativagdo de S.
Typhimurium, e S. Enteritidis associando fagos liticos com cloreto de cetilpiridinio e acido
laurico (SUKUMARAN et al., 2015). Outras associagdes ja se mostraram capazes de aumentar
a eficiéncia de antibioticos como a gentamicina, por exemplo, mesmo em casos em que o
composto quimico sozinho ndo seria capaz de controlar a infec¢ao bacteriana (HAGENS et al.,
2006; MORRISETTE et al., 2020).

Uma das vantagens apresentadas pelo uso dos bacteriofagos liticos € a impossibilidade
de recuperacao dos hospedeiros, uma vez que seu método replicativo consiste na produgao de
proteinas e material genético, levando ao rompimento da célula infectada com a liberacdo das
novas particulas fagicas (LOC-CARRILLO & ABEDON, 2011, JASSIM & LIMOGES, 2013).
A capacidade de auto-regulagdo também pode ser destacada, visto que enquanto houver células
hospedeiras o fago podera continuar sua replicacio (ABEDON; THOMAS-ABEDON, 2010).
Entretanto este mecanismo ndo se mostrou suficiente para controlar o ressurgimento das
colonias bacterianas algumas horas ap6s o tratamento.

Apesar da capacidade de reducdo bacteriana apresentada nas primeiras 6h apos a
aplicacdo, quando o comportamento destas enterobactérias foi acompanhado por 12h nas camas
de aviario tratadas, foi possivel observar trés fases distintas de comportamento bacteriano,
sendo a primeira fase representada pela reducdo de 3logio na contagem de UFC, entre 2 e 6
horas apos o tratamento, a segunda pelo aumento de 1,5logio UFC entre os tempos 6 e 7 horas
(evidenciando-se recrescimento bacteriano), enquanto a terceira fase apresentou reducdo de
3logio UFC na contagem bacteriana entre 8 e 12 horas apds a aplica¢do do bacteriofago SM1.
Todos os dados foram comparados com o controle nao tratado, como pode ser visto na Figura

10.
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Figura 10. Grafico apresentando o recrescimento bacteriano 7 horas apds o tratamento.
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Comportamento trifasico da contagem das colonias de S. Enteritidis apds a aplicacdo do bacteriofago SM1 em
cama de aviario. Fonte: Autora.

De fato, o recrescimento mostra-se um problema mesmo nos tratamentos convencionais
com antibidticos, sendo muitas vezes necessarias aplicagdes subsequentes destes
medicamentos. Numerosas espécies bacterianas, como S. Typhimurium, podem apresentar
células persistentes, causando muitas vezes falhas nos tratamentos com antibioticos, sendo
apontadas como uma das causas da falha destes métodos convencionais, principalmente em
humanos (HARMS et al, 2016; FISHER et al, 2017; STAPELS et al., 2018). Estudos também
demonstraram o impacto da motilidade bacteriana no encontro dos bacteriofagos com seus
hospedeiros, sendo que o ambiente pouco imido das camas de aviario (umidade= 45+10 %)
pode ter dificultado os possiveis eventos de infec¢ao viral (BARR et al., 2015; JOINER et al.,
2019). Estas condigdes também refor¢am a importancia de titulos virais elevados para
aplicagdes ambientais. Apesar da aplicacdo de um MOI relativamente alto (10:1).

Ap0s a observagao do potencial de recrescimento das colonias de S. Enteritidis, um novo
conjunto experimental foi realizado, com a reaplicagio da dose inicial (1,8 x 10° UFP mL™) do
bacteriofago SM1. Neste experimento, o controle ndo tratado apresentou o mesmo
comportamento de recrescimento, com reducdo de 3logio seguida pelo aumento de 2logio na
contagem bacteriana. Entretanto, a segunda aplica¢do do bacteriofago SM1 foi capaz de conter
o ressurgimento das colonias de S. Enteritidis, as quais atingiram um valor indetectavel
(p=0,0043). Assim, a reaplicagdo do bacteriofago foi capaz de manter a reducao de 3logio
atingida 6 horas apds o primeiro contato com a cama de aviario (Figura 11), sendo ainda capaz

de conter a recontaminagdo quando desafiada com mais uma dose bacteriana.
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Figura 11. Comportamento bacteriano apds aplicagdes sucessivas do bacteriofago SM1.
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Grafico demonstrando o controle de S. Enteritidis pela aplicagdo de sucessivas doses do bacteriofago SM1 (6 em
6 horas). Fonte: Autora.

Estes resultados corroboram com os dados obtidos por Ahmadi e colaboradores, nos
quais administragdes subsequentes de bacteriofagos (3 dias seguidos) foram capazes de
eliminar as colOnias de S. Enteritidis, tendo ainda efeito profilatico nas aves (AHMADI et al.,
2016). O efeito protetivo contra infecgdes por S. Enteritidis e S. Typhimurium também foi
observado em estudos de acdo combinada com probidticos, ou ainda sendo adicionados a
comida das aves (TORO et al., 2005; BORIE et al., 2009; LIM et al., 2012).

Entretanto, apesar dos variados usos dos bacteriofagos para controle de Salmonella em
diferentes materiais, suas aplicagdes em matrizes ambientais ainda sdo bastante escassas e
iniciais. Esta constatagdo confirma a importancia dos testes de estabilidade nas camas de avidrio
apos a aplicacdo do bacteriofago SM1, visto que as camas utilizadas podem ter diferentes
destinagdes e contaminagdes por Salmonella podem persistir por até 6 meses nesta matriz (GU

etal., 2019).

4.6 Caracterizacao fisico-quimica das camas de aviarios apos aplicacio do bacteriofago

SM1

As amostras de cama de aviario foram analisadas previamente ao inicio dos testes de
inativagdo bacteriana, e ap6s a finalizag¢do de todas as aplicagdes fagicas. Os resultados podem

ser vistos na tabela 1.



Tabela 1. Médias da caracterizagdo fisico-quimica das amostras de cama de aviario.
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Amostra oH NHs.N sT v N K P
(mgL?) (ske) (ske) (mgkg?) (mgkg?) (mgkg?)

Cama de frango 1 lote 816 + 0.06 1687 + 8 892.0809 + 1.4810 7485142 + 3.0068 34450 21316 10183

Cama de frango 3 lotes 7.73 £ 0.04 1711 + 45 890.7244 + 23.5467 691.0436 * 19.1803 36054 22601 11672

Cama de frango € lotes 843 + 0.04 2091 + 20 866.6911 + 10.8890 678.5302 + 35.8303 35963 23670 11757

Cama de frango 9 lotes 861 + 0.3 3545 + 158 880.0166 *+ 0.1398 652.4829 + 2.6538 28883 27992 14279

Cama de frango 9 lotes + casca de ovos 857 + 0.04 3074 + 3 898.9464 + 0.1189 529.6680 + 9.1621 24178 29468 14664

Cama de frango 1 lote + bacteriéfagos 838 + 0.11 2468 + 18 892.1659 + 1.9487 626.1334 + 13.8032 32906 23700 12026

Cama de frango 3 lotes + bacteriéfagos 772 + 001 2274 + 65 8845649 + 6.4378 719.6797 + 154009 38383 21641 12060

Cama de frango 6 lotes + bacteridfagos 7.79 + 007 1887 + 124 8951552 + 13328 7512598 + 4.6395 35471 18878 10718

Cama de frango 9 lotes + bacteriéfagos 8.88 + 001 3838 * 165 8857067 + 0.5839 636.9538 + 16.0321 24096 25349 15127

Cama de frango 9 lotes + casca de ovos + bacteridfagos g5 4+ 002 3099 + 84 901.6790 + 7.9202 556.8441 + 27147 23181 29208 12839

Médias da caracterizagdo fisico-quimica das amostras de cama de aviario antes e ap6s a aplicagdo do bacteridfago SM1. Fonte: Autora.
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Os valores similares mostram a auséncia de alteracdes significativas no perfil fisico-
quimico das camas de aviario geradas pela adi¢ao do bacteriofago SM1 a matriz. As alteracdes
leves nos valores de pH podem ser explicadas pela natureza da solucao bacteriofagica, visto
que o meio de cultivo LB, apresenta pH neutro (7,0+0,2), além da composi¢ao viral, sendo os
bacteridfagos constituidos por conjuntos estruturais e funcionais de proteinas e acidos nucleicos
(SKURNIK et al., 2007). Apesar de sua composi¢cdo rica em nitrogénio, os teores deste
elemento, bem como os teores de potassio e fosforo, ndo apresentaram alteracdes significativas

(p>0,05) apds a adi¢do do bacteriofago SM1 a matriz.
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5.CONCLUSAO

O bacteriofago SM1 (ordem Siphoviridae), foi estavel e ndo citotoxico em camas de
diferentes lotes de producdo de aves, controlando significativamente S. Enteritidis a partir de
duas aplicag¢des consecutivas a Oh e 6h pelo método de gotejamento.

Os resultados sao promissores e incentivam o escalonamento dos testes em escala real,
a campo técnico em aviarios, considerando a extrema importancia de garantir a eficiéncia dessa
ferramenta de controle bioldgico e desenvolver métodos para evitar o recresciemento bacteriano

e/ou bactérias resilientes do processo de tratamento.
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7 APENDICE 1 - MATERIAIS COMPLEMENTARES

7.1 Publicacdes e participacio em eventos

7.1.1 Artigos completos publicados em periodicos

e Co-contamination of food products from family farms in anenvironmental
disaster area in Southeast Brazil with pathogenicbacteria and enteric viruses.

DE CASTRO CARVALHO, S. V.; ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D; VIANCELLI, A.;
MICHELON, W.; DOS REIS, D. A.; SANTANA DASCHAGAS, 1. A.; ASSENCO, R.; DA
SILVA LANNA, M. C.; TREICHEL, H.; FONGARO, G.

In the present study, we evaluated the degree of contamination of fresh vegetables, cheeses and
jellies from disaster area in Brazil with bacteria and enteric viruses. Food samples (n = 350)
were tested for Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus spp., and enteric viruses (rotavirus A (RVA), human
adenovirus (HAdV), hepatitis A virus (HAV), and human norovirus (HNoV). E. coli was
present in 56% of the samples, Salmonella spp. was present in 14% of the samples, L.
monocytogenes and Staphylococcus spp. (coagulase-positive) were present in 36% of the
samples. The enteric viruses RVA and HAdV were detected in cheeses and vegetables.

ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 3, p. 122, 2019.

e A review on alternative bioprocesses for removal of emergingcontaminants.

VIANCELLIL A.; MICHELON, W.; ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D.; DESOUZA, E.
B; FONGARO, G.; CAMARGO, A. F.; STEFANSKI, F.S.; VENTURIN, B.; SCAPINI, T.;
BONATTO, C.; PRECZESKI, K. P.; KLANOVICZ, N.; DE OLIVEIRA, D.; TREICHEL, H.

Emerging contaminants (ECs) include endocrine-disrupting compounds, pharmaceuticals (lipid
regulators, antibiotics, diuretics, non-steroid anti-inflammatory drugs, stimulant drugs,
antiseptics, analgesic, beta blockers), detergents, disinfectants, and personal care products. The
residues from these compounds have become a concerning because of their bioactive presence

on environmental matrices, especially water bodies. The development of technologies, aiming
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the secure and efficient removal of these compounds from the environment or event to remove
them before they achieve the environment, is necessary. In these context, the present review is
about promising eco-friendly, low-cost and specially applied, including biological processes
using microalgae, bacteria, enzymes produced by fungi, and adsorbent materials such as those
recycled from other processes waste. The processes where revised considering the removal

mechanism and the efficiency rate.

BIOPROCESS AND BIOSYSTEMS ENGINEERING, v. 1, p. 1-13, 2020.

e Extremophile Microbial Communities and Enzymes for BioenergeticApplication
Based on Multi-Omics Tools

FONGARO, G; MAIA, G. A.; ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D.; LOPES, J. C;
MOREIRA, R. S.; CAMARGO, A. F.; SCAPINI, T.; STEFANSK], F.S.; BONATTO, C.;
SOUZA, D. S. M.; STOCO, P. H.; DUARTE, R. T. D.; DACRUZ, A. C. C.; WAGNER, G;
TREICHEL, H.

Genomic and proteomic advances in extremophile microorganism studies are increasingly
demonstrating their ability to produce a variety of enzymes capable of converting biomass into
bioenergy. Such microorganisms are found in environments with nutritional restrictions,
anaerobic environments, high salinity, varying pH conditions and extreme natural environments
such as hydrothermal vents, soda lakes, and Antarctic sediments. As extremophile
microorganisms and their enzymes are found in widely disparate locations, they generate new
possibilities and opportunities to explore biotechnological prospecting, including biofuels
(biogas, hydrogen and ethanol) with an aim toward using multi-omics tools that shed light on
biotechnological breakthroughs.

CURRENT GENOMICS, v. 21, p. 240-252, 2020.

e Hepatitis E Virus in Manure and Its Removal by Psychrophilicanaerobic
Biodigestion in Intensive Production Farms, SantaCatarina, Brazil, 2018-2019

SOUZA, D. S. M.; TAPPARO, D. C.; ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D.; DE SOUZA, E.
B.; DA SILVA, R.; DEGENHARDT, R.; LINDNER, J. D.; VIANCELLI, A.; MICHELON,
W.; KUNZ, A.; TREICHEL, H., HERNANDEZ, M.; RODRIGUEZ-LAZARO, D.;
FONGARO, G.
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Hepatitis E virus (HEV) is an important enteric agent that can circulate in swine; it is excreted
in manure, and of zoonotic interest. The present study investigated, by RT-qPCR, the
circulation of HEV in swine manure from different types of pig farms (maternity, nursery, and
grow-finish farms) in Santa Catarina State, the major pig production area of Brazil, and also
evaluated the HEV removal efficiency of psychrophilic anaerobic biodigesters (PABs). While
HEV was consistently detected in manure from grow-finish pig farms (>4 log HEV genome
copies (GC) L—1), the virus was not detected in manure from maternity and nursery farms.
These findings suggest a potential high biosafety status during primary-swine production, with
a subsequent contamination in grow-finish production. The anaerobic biodigestion process
reduced more than 2 logl0 HEV GC in the processed swine manure. However, the virus
concentration in final effluent remained high, with an average value of 3.85 logl0 HEV GC
L—1. Consequently, our results demonstrate that PABs can be a robust tool for effective
inactivation of HEV, while reinforcing the need for sanitary surveillance and legislation of
swine manure-derived biofertilizers, to avoid the spread of zoonotic enteric pathogens such as
HEV.

BIOPROCESS AND BIOSYSTEMS ENGINEERING, v. 1, p. 1-13, 2020.

e Nutritional, energy and sanitary aspects of swine manure andcarcass co-
digestion.

TAPPARO, D. C.; ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D.; SOUZA, D. S. M.; BONATTO,
C.; CAMARGO, A. F.; SCAPINI, T.; STEFANSKI, F. S.; AMARAL, A.; KUNZ, A;
HERNANDEZ, M.; TREICHEL, H.; RODRIGUEZ-LAZARO, D.; FONGARO, G.

Renewable energy can assist the management of the effects of population growth and rapid
economic development on the sustainability of animal husbandry. The primary aim of
renewable energy is to minimize the use of fossil fuels via the creation of environmentally
friendly energy products from depleted fossil fuels. Digesters that treat swine manure are
extensively used in treatment systems; and inclusion of swine carcasses can increase the organic
loading rate (OLR) thereby improving biogas yield and productivity on farms. However, the
characteristics of the components including animal residues, proteins, lipids, remains of
undigested feed items, antimicrobial drug residues, pathogenic microorganisms and nutrient
contents, are complex and diverse. It is therefore necessary to manage the anaerobic process

stability and digestate purification for subsequent use as fertilizer. Efficient methane recovery
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from residues rich in lipids is difficult because such residues are only slowly biodegradable.
Pretreatment can promote solubilization of lipids and accelerate anaerobic digestion, and
pretreatments can process the swine carcass before its introduction onto biodigesters. This
review presents an overview of the anaerobic digestion of swine manure and carcasses. We
analyze the characteristics of these residues, and we identify strategies to enhance biogas yield
and process stability. We consider energy potential, co-digestion of swine manure and
carcasses, physical, chemical, and biological pretreatment of biomass, sanitary aspects of swine
manure and co-digestates and their recycling as fertilizers.

FRONTIERS IN BIOENGINEERING AND BIOTECHNOLOGY, v. 8, p. 333, 2020.

e The presence of SARS-CoV-2 rna in human sewage in santa catarina, brazil,
november 2019

FONGARO, G.; STOCO, P. H.; SOUZA, D. S. M.; GRISARD, E. C.; MAGRI, M.
E.; ROGOVSKI, P.; SCHORNER, M. A.; BARAZZETTI, F. H.; CHRISTOFF, A. P.;
OLIVEIRA, L. F. V.; BAZZO, M. L.; WAGNER, G.; HERNANDEZ, M.; RODRIGUEZ-
LAZARO, D.

Human sewage from Florianopolis (Santa Catarina, Brazil) was analyzed for severe acute
respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV2) from October 2019 until March 2020.
Twenty five ml of sewage samples were clarified and viruses concentrated using a glycine
buffer method coupled with polyethylene glycol precipitation, and viral RNA extracted using a
commercial kit. SARS-CoV-2 RNA was detected by RT-qPCR using oligonucleotides targeting
N1, S and two RdRp regions. The results of all positive samples were further confirmed by a
different RT-qPCR system in an independent laboratory. S and RdRp amplicons were
sequenced to confirm identity with SARS-CoV-2. Genome sequencing was performed using
two strategies; a sequence-independent single-primer amplification (SISPA) approach, and by
direct metagenomics using Illumina's NGS. SARS-CoV-2 RNA was detected on 27th
November 2019 (5.49 = 0.02 logio SARS-CoV-2 genome copies (GC) L), detection being
confirmed by an independent laboratory and genome sequencing analysis. The samples in the
subsequent three events were positive by all RT-qPCR assays; these positive results were also
confirmed by an independent laboratory. The average load was 5.83 = 0.12 logio SARS-CoV-
2 GC L, ranging from 5.49 +0.02 logio GC L' (27th November 2019) to 6.68 = 0.02
logio GC L' (4th March 2020). Our findings demonstrate that SARS-CoV-2 was likely
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circulating undetected in the community in Brazil since November 2019, earlier than the first
reported case in the Americas (21st January 2020).
SCIENCE OF TOTAL ENVIRONMENT, v. 778, 2021.

7.1.2 Capitulos de livros

e POTENCIALIDADES BRASILEIRAS NA INTEGR~ACAO DE REUSO DE
AGUA E PRODUCAO BIOENERGETICA NA VISAO DE ECONOMIA
CIRCULAR. Inovacao, Gestiao e Sustentabilidade 2

KNOBLAUCH, P. M.; DALASTRA, C.; STEFANSKI, F. S.; ZANIVAN, J.; KLANOVICZ,
N.; KUBENECK, S.; ROSA, G. A.; REIS, P.; CAMARGQO, A. F.; SCAPINI, T.; BONATTO,
C.; LANNA, M. C. S.; ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D.; MICHELON, W
VIANCELLI, A.; TREICHEL, H.; FONGARO, G.

Atena Editora, 2019, v.1, p. 188-203.

e A SAUDE DA AGUA MEDIADA PELA REDUCAO DE CONTAMINANTES
DO AMBIENTE AQUATICO E RECIRCULACAO HIDRICA. A saiide da
agua mediada pela reducio de contaminantes do ambiente aquatico e
recircula¢ao hidrica

CADAMURO, R. D.; ROGOVSKI, P.; BONATTO, C.; SOUZA, E. B.; SILVA, R.; ALVES,
M. S.; SOUZA, D. S. M.; MICHELON, W.; VIANCELLI, A.; LANNA, M. C. S.; TREICHEL,
H.; FONGARO, G.

Sao Paulo: Liber Ars. 2020, v., p. 11.

e WASTEWATER TREATMENT FOR BIOENERGY PURPOSES USING A
METAPROTEOMIC APPROACH. Wastewater Treatment
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SOUZA, D. S. M.; SILVA, V. C; SILVA, M. A.; LANZZARIN, P. K.; DAMO, A. C.
M.; ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D.; SAVI, B. P.; SOUZA, E. B.; SILVA, R
MIOTTO, M.; FONGARO, G.; LINDNER, J. D.
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e DETECTION AND METAGENOMIC OF SARS-COV-2 IN HUMAN SEWAGE
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e VIRALL BRAZIL: BRAZILIAN VIROLOGY NETWORK FOCUSED ON
ONE HEALTH APPROACH.

SILVA, R.; PAVI, C. P.; ZUCH]I, 1. D. P.; SAVI, B. P.; SOUZA, E. B.; CADAMURO, R.
D.; ROGOVSKI, P.; GUTERRES, I. Z.; REIS, J. G.; SILVA, V. C.; SILVA, S. S. F.; SOUZA,
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CADAMURO, R. D.; ROGOVSKI, P.; SILVA, R.; SOUZA, E. B.; SOUZA, D. S. M.;
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e SALMONELLA ENTERITIDIS CONTROL IN POULTRY LITTER
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7.1.4 Curso de curta duracdo ministrado

e BIOLOGIA E BIOTECNOLOGIA VIRAL

FONGARO, G.; CADAMURO, R. D.; ROGOVSKI, P.; SILVA, R.; SOUZA, E. B.; ZUCH]I,
I.D.P.
Semana académica da biologia, UFSC (2019)
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7.2 Coorientacio de trabalho de conclusido de curso

e PROSPECCAO DE BACTERIOFAGOS DA PECUARIA BRASILEIRA

Aluno: Raphael Silva
Curso: Ciéncias bioldgicas

Instituicao: UFSC

Resumo: Dentre os principais produtores e exportadores mundiais de carne encontra-
se o Brasil. Junto disso ¢ observado um aumento no numero de casos de surtos de doengas
transmitidas por alimentos, entre os principais agentes etioldgicos estdo as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, caracterizadas por serem Gram-negativas, ndo formadoras de esporos,
anaerobios facultativos, fermentadores de lactose e presentes no intestino de mamiferos. Devido
ao fato destas bactérias estarem apresentando cada vez mais resisténcia aos antibioticos, se torna
necessario o desenvolvimento de novas alternativas para o combate a esses microrganismos.
Os bacteriofagos sdo virus de procariotos, o seu conhecimento data do inicio do século XX,
porém com o desenvolvimento dos antibioticos seu estudo ficou cada vez mais em segundo
plano. E estimado que menos de 0,0002% da diversidade global de bacteriéfagos foi amostrada.
Entretanto, apesar dos fagos serem as entidades bioldgicas mais abundantes e diversas no
planeta, pouco se sabe sobre este universo. Assim, a presente proposta visa o isolamento e
caracterizacdo de bacteriofagos a partir de amostras ambientais (dguas e efluentes pecudrios)
visando o potencial biocontrole de bactérias entéricas. Uma alternativa ao uso dos antibiodticos
sdo os coquetéis bacteriofagicos, o qual deve conter diversas espécies de bacteriofagos com
capacidade litica a um amplo espectro dessas bactérias. Este trabalho tem como objetivo buscar
por bacteriéfagos que possuam capacidade litica, compondo assim um biobanco, a fim de se
adquirir um coquetel contra Enterobactérias para ser aplicado na agroindustria, prezando pela
satde unica. Para isso, foram analisadas diferentes amostras de dejeto de fazendas e granjas
produtoras de aves, suinos e bovinos provenientes do Oeste de Santa Catarina. Foi utilizado o
método de duplo dgar para o isolamento dos bacteriéfagos, o titulo viral foi determinado pelo
calculo de Unidades Formadoras de Placa, e por fim a caracterizagdo morfologica sera feita
através de microscopia eletronica com auxilio do Laboratério Central de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina. Até entdao bacteriofagos para as bactérias

Salmonella enterica, Enterobacter aerogenes ¢ Klebsiella pneumoniae ja foram isolados.
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7.3 Artigos redigidos com base na presente dissertacio

7.3.1 The (old and forgotten) force awakens: application of bacteriophages in
food safety and environmental monitoring

Paula Rogovski', Rafael Dorighello Cadamuro', Charline Bonatto??, Aline Viancelli*, William Michelon®,
Elmahdy M. Elmahdy?®, Helen Treichel’, David Rodriguez-Lazaro®" and Gislaine Fongaro'”

Laboratory of Applied Virology, Departament of Microbiology, Imunology and Parasitology,
Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brazil; paularogovski@gmail.com
(P.R.), rafaclcada@hotmail.com (R.D.C.), gislaine.fongaro@ufsc.br (G.F.)

Department of Chemical and Food Engineering, Federal University of Santa Catarina,
Florianopolis, SC, Brazil; charli_bonatto@outlook.com

Federal University of Fronteira Sul (UFFS), Laboratory of Microbiology and Bioprocesses,
Erechim, RS, Brazil; helentreichel@gmail.com

4 Contested University (PMPECSA), Concérdia, Santa Catarina, Brazil; alinevbortoli@gmail.com
(A.V.), william@unc.br (W.M.)

Environmental Virology Laboratory, Water pollution Research department, Environmental
Research Division, National Research Centre, Dokki, Giza, 12622, Egypt;
mahdynrc@yahoo.com

Division of Microbiology, Department of Biotechnology and Food Science, Universidad de

Burgos, Burgos, Spain; drlazaro@ubu.es
* Correspondence: drlazaro@ubu.es (D.R-L.); gislaine.fongaro@ufsc.br (G.F.)

Abstract: Bacteriophages are bacterial viruses and are the most abundant biological forms on
Earth. However, their application as a treatment against bacterial pathogens has been little
exploited. Each bacterial species possesses one or multiple bacteriophages and the specificity
of phage infection makes them a promising alternative for food safety, since they can be applied
as a biotechnological tool against foodborne pathogenic bacteria, including those resistant to
antibiotics. This application can be either directly into the foods as an ingredient or into food-
related environments as biocontrol agents of biofilm formation. In addition, bacteriophages can
be used as a novel approach for microbial source-tracking and as fecal indicators. Consequently,
the application of phages can contribute to bacterial control in human, animal and
environmental health, decreasing risk of disease linked to the spread of bacterial pathogens.
The present review will focus on the most important areas where phages have been applied, not

only as food disinfection alternatives but also as food and environmental biomarkers.
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7.3.2 Artigo Submetido: Foods FI: Salmonella enterica serovar Enteritidis
control in poultry litter mediated by lytic bacteriophage isolated from
swine manure

Paula Rogovski !, Raphael Silva!, Rafael Dorighello Cadamuro!, Estévio Brasiliense de
Souza', Beatriz Savi!, Aline Viancelli?, William Michelon2, Deisi Cristina Tapparo®,
Helen Treichel’, David Rodrigez-Lazaro® and Gislaine Fongaro'”.

1 Laboratory of Applied Virology, Department of Microbiology, Department
of Microbiology, Immunology and Parasitology, Federal University of
Santa Catarina, Florianopolis, SC, Brazil.

2 Universidade do Contestado (PMPECSA), Concérdia, Santa Catarina,
Brazil.

3 Western Parana State University - UNIOESTE/CCET/PGEAGRI,
Cascavel, Brazil.

4  Embrapa Suinos e Aves, Concordia, Brazil.

5 Laboratory of Microbiology and Bioprocesses, Federal University of
Fronteira Sul, Erechim, RS, Brazil.

6  Division of Microbiology, Department of Biotechnology and Food Science,
Universidad de Burgos, Burgos Spain.

Abstract: Salmonella spp. is highlighted among zoonotic pathogens, as responsible
for a large number of infections worldwide. Since the discovery of bacteriophages, they have
been applied for different bacterial control, besides that, few environmental phage applications
have been investigated. Agricultural-waste samples were used for phage isolation, by the
double-agar plate assay. A phage, named SM1, was selected and propagated for application in
poultry litter. Two experimental set were performed: (I) Treatment; (II) Re-treatment (re-
application of phage SM1 in 6h and 12h). For this, 25g of poultry litter was placed in plastic
boxes and contaminated with 10° UFC mL™! of S. Enteritidis, in independent duplicates. The
litter was treated with 10° UFP mL™! of SM1 phage by dripping. The reduction of S. Enteritidis
was observed using the XLLD agar. Subsequent applications of phage SM1 were able to reduce

the bacterial count to zero, being also stable on built up poultry litter.
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