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ACAO INIBITORIA DE MICOCINAS PRODUZIDAS POR WICKERHAMOMYCES
ANOMALUS EM SALMONELLA MINNESOTA ISOLADAS DE CARNES DE FRANGO

RESUMO

A exportagdo e o consumo de carne de frango no Brasil vém aumentando
progressivamente, exigindo rigorosas andlises microbioldgicas para garantir a seguranca
alimentar. Dentre 0s patdgenos de maior relevancia destaca-se a Salmonella minnesota,
sorovar associado a resisténcia antimicrobiana e frequentemente detectado em produtos
carneos. Este estudo teve como objetivo avaliar a producdo de 3-1,3-glucanases pela
levedura Wickerhamomyces anomalus e sua atividade antimicrobiana frente a cepas de
S. minnesota isoladas de carne de frango. Foram tipificados 73 isolados de Salmonella
spp., dos quais 27 foram confirmados como S. minnesota. A agcdo das micocinas foram
avaliadas por ensaios em meio solido e microdiluicdo, observando-se inibicdo total das
27 cepas na concentragdo de 0,11 U/mg de 3-glucanases presentes no sobrenadante da
cepa W. anomalus WA40. Os resultados indicam que as micocinas possuem potencial
como agentes de biocontrole e bioconservagao na industria avicola.

PALAVRAS-CHAVE: Salmonella minnesota, Micocinas antimicrobianas, Resisténcia a
antibioticos, Wickerhamomyces anomalus, carne de frango.



INHIBITORY ACTION OF MYCOCINS PRODUCED BY WICKERHAMOMYCES
ANOMALUS ON SALMONELLA MINNESOTA ISOLATED FROM CHICKEN MEAT

ABSTRACT

The export and consumption of chicken meat in Brazil have been progressively
increasing, demanding rigorous microbiological analyses to ensure food safety. Among
the most relevant pathogens is Salmonella minnesota, a serovar associated with
antimicrobial resistance and frequently detected in poultry products. This study aimed to
evaluate the production of 3-1,3-glucanases by the yeast Wickerhamomyces anomalus
and its antimicrobial activity against S. minnesota strains isolated from chicken meat. A
total of 73 Salmonella spp. isolates were typified, of which 27 were confirmed as S.
minnesota. The antimicrobial action of the mycocins was assessed through solid media
and microdilution assays, with complete inhibition of all 27 strains observed at a
concentration of 0.11 U/mg of B-glucanases present in the supernatant of the W.
anomalus WA4O0 strain. The results indicate that the mycocins have potential as biocontrol
and biopreservation agents in the poultry industry.

KEYWORDS: Salmonella minnesota; antimicrobial mycocins; antibiotic resistance;
Wickerhamomyces anomalus; chicken meat.
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1 INTRODUCAO
1.1 Salmonella sp

A Salmonella sp € um dos grandes causadores de infec¢cdes humanas podendo
ser transmitidas por alimentos carneos devido ao mau processo de cozimento, sendo
encontrado principalmente em carnes de frango e derivados. O Brasil € um grande
exportador deste alimento, porém a presenca desta bactéria prejudica a exportacao de
carnes e derivados. O governo brasileiro tem adotado medidas de controle para evitar
contaminacbes das espécies Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium.
Entretanto, nos Ultimos anos, a bactéria S. minnesota esta sendo associada a infec¢des
humanas além de apresentar um grande perfil de resisténcia a antibiéticos e dificultar o
tratamento dessa infeccéo (Foley et al., 2013).

A Instrucdo Normativa SDA - 20, de 21 de outubro de 2016 regulamenta e obriga
o0s estabelecimentos avicolas comerciais a realizacao de analises microbioldgicas para o
controle de Salmonella spp nos lotes de carne de frango e peru de corte. Além das
analises nas amostras de carne, também sédo realizadas analises de superficie dos
galpdes. O Ministério da Agricultura também exige que os laboratérios sigam a
metodologia oficial utilizada pela Coordenacao-Geral de Laboratorios Agropecuarios, da
Secretaria de Defesa Agropecuaria, do Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento - CGAL/SDA/MAPA, realizando a deteccéo de Salmonella sp, Salmonella
enteretides, Salmonella typHimurium, Salmonella monofasica (1,4[5],12:-:i;-) e
Salmonella monofasica (1,4[5],12:-:1,2) (Brasil, 2016).

Devido a grande contaminacdo de Salmonella sp em alimentos, os 6rgaos
regulamentadores exigem que as industrias possuam medidas rigorosas em pontos que
sdo considerados criticos, para que sejam evitadas possiveis contaminacfes de
microrganismo nos alimentos. Muitas vezes o animal € contaminado na fase do abate por
ter contato com as fezes de aves contaminadas e vao para os frigorificos, podendo assim
dissemina-la para outros ambientes do frigorifico gerando contaminacdes cruzadas pelos
seguintes meios: utilizacdo de equipamentos automatizados, maos de trabalhadores,
agua, outros lotes contaminados e utensilio utilizados (Hachiya et al., 2020).

A Salmonella sp tem uma grande adaptabilidade crescendo entre 5°C a 45°C e

uma ampla faixa de PH de 4,0 a 9,0, com transmissao fecal, oral e também por alimentos,
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sendo que em ambientes favoraveis, a Salmonella sp pode sobreviver em aguas e solos
(Hachiya et al., 2020).

A pesquisa realizada por Teixeira e Bittencourt (2021) analisa o impacto da
resisténcia antimicrobiana em Salmonella sp, destacando essa questdao como um desafio
importante para a saude publica. Os autores enfatizam que a resisténcia a antibiéticos
pode complicar surtos alimentares, tornando o tratamento de infec¢des mais dificil e caro.
Além das repercussdes diretas na saude, a resisténcia antimicrobiana pode gerar
consequéncias econbmicas relevantes. Portanto, é crucial implementar politicas publicas
gue abordem essa resisténcia, incentivando o uso responsavel de antimicrobianos na
cadeia de producao de alimentos.

A Salmonella spp. constitui um dos principais desafios para a industria avicola,
devido a sua capacidade de causar prejuizos econémicos e impactos relevantes na
saude publica. Este patogeno, presente em diferentes etapas da cadeia produtiva, pode
ser transmitido por via vertical ou horizontal, contaminando carne, ovos e derivados, e
ocasionando infec¢cdes alimentares, especialmente em individuos vulneraveis. A
ocorréncia de cepas resistentes, favorecida pelo uso de antimicrobianos na producao
animal, intensifica o risco a saude humana. Por isso, o controle da Salmonella spp. requer
a adocdo de medidas preventivas em todas as fases da producado, incluindo
biosseguridade, vacinacdo e monitoramento oficial, assegurando a conformidade com
padrdes de seguranca alimentar e a reducao de sua disseminacdo (Mota et al., 2025).

A ocorréncia de Salmonella spp. na cadeia produtiva acarreta expressivos
prejuizos econdmicos, resultantes de perdas diretas na producédo e de custos adicionais
com acdes de controle, prevencdo e tratamento. Além disso, surtos relacionados ao
consumo de alimentos contaminados podem levar a aplicacdo de medidas restritivas ao
comeércio, afetando a competitividade e a credibilidade dos produtos no mercado interno
e externo. Esses impactos se estendem também ao aumento das despesas com saude
publica, devido ao tratamento de pessoas acometidas, reforcando a necessidade de
estratégias eficazes de monitoramento e reducédo da contaminacdo ao longo de todo o

processo produtivo (Ferreira et al., 2020).



1.2 Salmonella minnesota

A Salmonella minnesota é um sorovar notdvel de Salmonella spp que foi
identificado em carne de aves importadas, destacando preocupacdes significativas sobre
seguranca alimentar e saude publica. Este sorovar, juntamente com outros, como
Salmonella heidelberg, tem sido cada vez mais detectado nesse tipo de carne. A Uniao
Europeia possui regulamentacdes rigorosas em relacdo a Salmonella na carne de aves,
concentrando-se principalmente nos sorovares mais comuns que causam infecgoes
humanas, como Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium. No entanto, a presenca
de Salmonella minnesota e os seus perfis de resisténcia a antibiéticos associados, como
a resisténcia a multiplos medicamentos, representa um risco significativo. Apesar de ser
relatado com menor frequéncia na Europa em comparagédo com o continente americano,
a deteccdo deste sorovar em carnes importadas suscita preocupacdes devido ao seu
potencial para transportar marcadores de resisténcia que podem ter impacto na saude
humana (Silveira et al., 2021).

A resisténcia antimicrobiana em Salmonella minnesota, particularmente a sua
resisténcia a antibidticos criticos como fluoroquinolonas e cefalosporinas, destaca a
necessidade urgente de melhores medidas de vigilancia e controle. Esta resisténcia
resulta frequentemente do uso indevido de antibidticos na producéo avicola, o que pode
levar a propagacdo de cepas resistentes. Os estudos sobre estes casos isolados
sublinham a importancia de aderir aos atuais regulamentos de seguranca alimentar, além
de melhorar as praticas de monitorizacdo para evitar a propagacdo de Salmonella
minnesota (Silveira et al., 2021)

A analise de 183 amostras de Salmonella minnesota provenientes de fezes de
frango no Brasil revelou preocupacdes sérias em relacao a resisténcia antimicrobiana. O
estudo indicou que essa cepa apresenta alta resisténcia a diversos antimicrobianos
comuns, sugerindo uma tendéncia alarmante com possiveis consequéncias para a saude
publica. A investigacdo dos genomas mostrou que a Salmonella minnesota possui
resisténcia significativa a antibidticos como beta-lactamicos, sulfametoxazol e
oxitetraciclina, associada a genes de resisténcia como sul2, tetA e blaCMY-2,
frequentemente localizados em plasmideos IncC e Incll, que favorecem a transferéncia
horizontal de resisténcia. A predominancia de Salmonella minnesota e Salmonella

heidelberg na avicultura brasileira pode estar relacionada ao uso de vacinas contra
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Salmonella enteritidis, que provocou uma substituicdo de sorovares, impulsionando a
disseminacéo de cepas resistentes. Por isso, & fundamental implementar estratégias de
controle mais eficazes e um monitoramento continuo para enfrentar a propagacao e o
impacto dessas cepas na saude publica e na avicultura (Alikhan et al., 2022).

A andlise de cepas de Salmonella minnesota e Salmonella heidelberg revelou uma
significativa resisténcia a cefotaxime e ciprofloxacina, dois antibiéticos criticos para o
tratamento de infec¢des invasivas em humanos. Essa resisténcia é associada a presenca
do gene blaCMY-2, um tipo de B-lactamase AmpC, encontrado em plasmideos IncA/C e
Incll, que facilitam a transferéncia horizontal de resisténcia.

Em particular, S. Minnesota foi identificada como portadora do gene blaCMY-2,
refletindo uma tendéncia preocupante na industria avicola brasileira, em que a
disseminacao de cepas resistentes esta associada a um aumento de espécies menos
comuns. Essa resisténcia, observada em amostras exportadas para a Europa, destaca a
necessidade de revisar as regulamentacbes de seguranca alimentar e fortalecer o
monitoramento da resisténcia antimicrobiana para proteger a saude publica (Campos et
al., 2018).

1.3 Wickerhamomyces anomalus

Bevan e Makower (1963) estudaram leveduras do género Saccharomyces
cerevisiae extraidas de residuos de cervejaria e descobriram que algumas delas
produziam uma glicoproteina de baixo peso molecular, denominada toxina killer ou
micocinas, capaz de inibir o crescimento de outros microrganismos, enquanto
permaneciam imunes a esse efeito. Essa descoberta estimulou a pesquisa sobre
micocinas em varias leveduras, incluindo os géneros Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Pichia (agora classificado como Wickerhamomyces),
Ustilago e Zygosaccharomyces (Schmitt; Breinig, 2002).

Essas micocinas, geralmente glicoproteinas com propriedades antibioticas, atuam
preferencialmente na membrana celular de determinados microrganismos, mesmo sem
necessidade de contato direto. A producdo de micocinas é afetada por fatores como pH

e temperatura, sendo mais eficaz em ambientes acidos e inativadas em temperaturas
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elevadas (Magliani et al., 1997; Marquina; Santos; Peinado, 2002; Lima, Bruno; Silva,
2007).

Polonelli et al. (1986) foram os primeiros a demonstrar que a cepa de Pichia
anomala (Wickerhamomyces anomalus) ATCC 96603 possui atividade letal contra
diversos microrganismos patogénicos, tanto procariéticos quanto eucariéticos.

Além das propriedades antibacterianas, Wickerhamomyces anomalus também
apresenta atividade antifungica. Um estudo conduzido por Masih, Alie e Paul (2000)
demonstrou que essa levedura pode proteger videiras contra o fungo Botrytis cinerea.
Além disso, a micocina de Wickerhamomyces anomalus DBVPG 3003 foi capaz de inibir
cepas de Brettanomyces, que causam deterioracdo do vinho (Masih; Alie; Paul, 2000;
Comitini et al., 2004).

Na medicina, as micocinas de Wickerhamomyces anomalus demonstraram a
habilidade de sensibilizar cepas de Malassezia furfur e Malassezia pachydermatis, além
de inibir Candida tropicalis e Candida albicans (Polonelli et al., 1986; Guo et al., 2013;
Tay; Lim; Tan, 2014).

Diversos mecanismos de acdo foram propostos para as micocinas, incluindo a
formacdo de canais transmembrana nas células-alvo, vazamento de ions, inibicdo da
divisdo celular, danos ao material genético e a producdo de compostos volateis como
acetato de etila, acetato de isoamila e propionato de etila. As micocinas, em particular as
B-glucanases, sdo notaveis por sua alta atividade e amplo espectro de acdo (Wang et al.,
2008; Schneider et al., 2012; Sun et al., 2012).

Pesquisas indicam que algumas cepas de Wickerhamomyces anomalus produzem
guantidades significativas de micocinas, que sao consideradas o principal mecanismo de
acao antimicrobiana, em conjunto com enzimas hidroliticas e substancias volateis,
podendo atuar de forma sinérgica (Cray et al., 2013). As micocinas possuem baixa
citotoxicidade, ndo causando hemodlise nas células sanguineas em comparacdo com
antifangicos, como a anfotericina B, e outras substancias antimicrobianas de origem
bacteriana, como as produzidas por Pseudomonas syringae (Paris et al., 2016).

A Artemia salina é comumente utilizada como parametro para avaliar a toxicidade
de extratos de plantas. Essa técnica foi adaptada para testar a toxicidade das micocinas,
com ensaios realizados no sobrenadante das micocinas produzidas por leveduras, os

guais mostraram baixa toxicidade em organismos testados (Junges et al., 2020).
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A producdo de micocinas pela levedura Wickerhamomyces anomalus tem um
potencial consideravel para aplicacbes contra microrganismos patogénicos,
apresentando pouca ou nenhuma toxicidade para humanos. Pesquisas adicionais, como
as de Prat et al. (2019) e Teixeira et al. (2021) sublinham a viabilidade dessas micocinas
no desenvolvimento de conservantes naturais para a industria alimenticia, reforcando a

necessidade de investigacfes continuas sobre suas propriedades antimicrobianas.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo verificar a producdo de B-1,3 glucanases
pela levedura Wickerhamomyces anomalus e sua acao frente a Salmonella minnesota

isoladas de frangos.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar e identifica Salmonella sp de amostras de carne de frango.

e Realizar tipificacdo dos isolados de Salmonella minnesota.

e Produzir de micocinas pela cepa de Wickerhamomyces anomalus WA40.

e Avaliar a acao das micocinas da levedura Wickerhamomyces anomalus em cepas
de Salmonella minnesota.

e Testar as micocinas como possivel antimicrobiano para controlar a contaminagao

da S. minnesota em meio solido.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cepas

Foi empregado um protocolo ja criado para a producao das micocinas utilizando a
levedura Wickerhamomyces anomalus. Atualmente, faz parte da micoteca do laboratério
de micologia do Laboratério de Analises Clinicas, Ensino, Pesquisa e Extensao

(LACEPE), vinculado ao Hospital Universitario do Oeste do Parana seu sequenciamento
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encontram-se no GenBank para WA40 KT580792 e estd disponivel no site
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.

A coleta de Salmonella spp foi realizada em um laboratdrio de microbiologia de
alimentos em Cascavel, PR, a partir de amostras de frangos. O objetivo dessas andlises
microbioldgicas foi detectar a presenca de patégenos que podem afetar a seguranca
alimentar.

Cabe destacar que o laboratorio utiliza de métodos padrdo para isolamento e
identificacdo, assegurando a confiabilidade dos resultados e contribuindo para o
monitoramento da qualidade dos produtos alimentares. Essa metodologia é essencial
para avaliar a prevaléncia de Salmonella spp na cadeia de producéo.

3.2 Isolamento e identificacdo de Salmonella sp

Para a realizar a deteccao de Salmonella spp foi pesado 25g de carne de frango e
homogeneizado com o caldo Agua peptona tamponada (APT) e incubada a 36° por 24
horas, em seguida aliquotas de 1 ml foram inoculadas em caldo seletivo MKTTN (Caldo
Mueller-Kauffmann Tetrationato), que favorecem apenas o crescimento de Salmonella
sp. Este passo geralmente envolve a incubacéo a 36°C por 24 horas.

Apoés o enriguecimento, foram realizadas repiques em meio solido diferencial,
como o meio Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD) e agar Hektoen entérico (HE). Esses
meios permitem a diferenciacdo de Salmonella sp com base em caracteristicas
morfolégicas e de coloracédo, colonias que apresentam caracteristicas tipicas de
Salmonella sp (como coldnias negras) sdo selecionadas para analise adicional.

A identificacdo de Salmonella é confirmada por meio de testes bioquimicos, como
a fermentacéao de glicose, a producéo de gas, producéo de H2S, fermentacéo de ureia e
a utilizacéo de lisina. Para o isolamento de Salmonella sp realizado no laboratério foram
seguidas as normas internacionais, envolvendo uma série de etapas padronizadas para
garantir a precisdo e a confiabilidade dos resultados. O procedimento comumente
adotado € baseado nas diretrizes fornecidas por organizacbes como a Organizacao

Internacional de Normalizagéo — 1ISO (2002).

3.3 Tipificacdo de Salmonella sp


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
https://www.laborclin.com.br/wp-content/uploads/2023/04/172457BK-00-CALDO-MUELLER-KAUFFMANN.pdf
https://www.laborclin.com.br/wp-content/uploads/2023/04/172457BK-00-CALDO-MUELLER-KAUFFMANN.pdf
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Para realizar a tipificacdo de Salmonella minnesota foi utilizado soro somético O:21
da marca SSI Diagnostica e dois soros flagelares fase um H:b e fase dois H:e, n, x da
mesma marca SSI Diagnostica. As amostras de Salmonella spp isoladas foram
semeadas em agar MH (Mueller Hinton) e incubadas a 36°C por 24 horas, para a
tipificacdo foi colocado 30uL de soro somatico ou flagelar em uma lamina e
homogeneizado uma pequena quantidade de massa bacteriana com o auxilio de uma
alca 10uL afim de visualizar a aglutinagdo ou ndo com o intuito de confirmar o grupo e o

género da Salmonella minnesota (Grimont; Weill, 2007; Filho et al., 2011).

3.4 Producao de micocinas

Para a producédo das micocinas da levedura Wickerhamomyces anomalus foi
utilizado o procedimento pressuposto por Paris et al. (2016), em que a cepa foi reativada
por estria simples em meio de recuperacao de cepas (0,1% cloranfenicol; 1,2% agar-
agar; 1% peptona; 1% glicose; 1% caldo BHI).

ApOs a reativagéao, ela foi incubada em frascos de roux contendo 200 ml de caldo
(1% de peptona, 1% de glicose, 1,92% de acido citrico, 3,48% de fosfato de potassio
dibasico) pH 4,7 e em seguida foram incubados a 25°C por 10 dias. Apds este periodo,
o caldo foi centrifugado a 6000 rpm/10 min, obtendo o sobrenadante que foi esterilizado

por membrana filtrante 0,22 um e armazenado a 4°C.

3.5 Dosagem de Atividade de Beta-glucanases

Para a determinacgao de B-glucanases foi utilizado o método de Miller (1959) com
algumas modificacdes. A atividade foi determinada ao incubar 25 uL do extrato bruto com
25 yL de Laminarina 1% em tampéao fosfato de soédio 50 mM pH 6,5, a 37 °C, por 15
minutos. A reacéo foi interrompida com a adicdo de 50 uL de acido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS). As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 540 nm utilizando de glicose
como padrdo. A unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 micromol de acUcar redutor por minuto nas condi¢des de
ensaio.

Para realizar a atividade especifica das micocinas é utilizado o método para
quantificacdo de proteinas na amostra de micocinas utilizando Coomassie Brilliant Blue

G-250 proposto por Bradford, a reacao é realizada com 1 ml do reagente e 100uL do



14

extrato enzimatico, apds aguardar por 5 minutos em temperatura ambiente e em seguida
realizar a leitura em espectrofotbmetro a 595 nm e descontado o valor com a
determinacdo da atividade enzimética (Bradford, 1976). A atividade especifica de [3-
glucanases foi calculada dividindo a concentracdo de atividade enzimética pela
concentracdo de proteina (Lehninger et al., 1976).

3.6 Teste de inibicdo em superficie sélida

Para investigar a atividade antimicrobiana das micocinas extraidas das cepas de
Wickerhamomyces anomalus WA40 contra cepas de Salmonella minnesota foram
conduzidos testes microbiologicos de inibicdo em superficie em meio solido. Essa
metodologia é eficaz para avaliar a atividade antimicrobiana das micocinas, uma vez que
possibilita a comparacdo do crescimento das colonias de Salmonella minnesota nas
condi¢cbes com e sem a presenca das micocinas.

A técnica foi realizada conforme descrito por Junges et al. (2020), com adaptacdes
especificas para o microrganismo em estudo e para as condi¢cdes do presente trabalho.
Essa abordagem permitiu uma analise mais precisa da atividade antimicrobiana das
micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus, considerando as caracteristicas
particulares de Salmonella minnesota. As modificacdes foram essenciais para otimizar o
desempenho experimental e garantir a relevancia dos resultados obtidos.

Para a realizacao do teste, utiliza-se uma biplaca estéril, que contém duas partes
distintas: uma delas é preenchida com Agar SS (Salmonella e Shigella), enquanto na
outra parte s&o adicionados 6 mL de Agar SS, previamente incorporado com as micocinas
produzidas por Wickerhamomyces anomalus com atividade de 0,11 U/mg de B-
glucanases. Apés essa preparacao, as amostras de Salmonella minnesota séo estriadas
em ambas as partes da biplaca utilizando uma técnica de estria simples, garantindo que
a distribuicdo das amostras seja uniforme.

As placas séo entdo incubadas a 37°C por 24 horas, permitindo o crescimento das
colénias. Os testes séo realizados em duplicata para assegurar a reprodutibilidade dos
resultados e aumentar a confiabilidade das observacoes.

A técnica empregada se baseia na capacidade das micocinas de inibir o
crescimento de patégenos, e o uso do Agar SS é fundamental, pois € um meio seletivo

que favorece o crescimento de Salmonella spp. O monitoramento do crescimento
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bacteriano nas diferentes condicbes permite avaliar a efichAcia das micocinas e sua

potencial aplicagdo na conservacao de alimentos.

3.7 Teste de microdiluicao

Para os testes de microdiluicdo foi utilizado o método alinhado a norma I1SO
20776-1 indicado pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), com algumas adaptacgdes. Utilizaram- se microplacas contendo 96 pocos de
fundo chato, dispostas em colunas (enumeradas de 1 a 12) e linhas (com letras de A a
H). Foram testadas 27 cepas de S. minnesota, as quais foram previamente ajustadas a
concentragdo em espectrofotometria, usando a absorbancia a 600 nm (aproximadamente
5 x 10° UFC/mL).

Em seguida, foi homogeneizada em 5 mL de Caldo Mueller-Hinton, de onde foram
retirados 100 pL e distribuidos nos pocos das colunas, em que cada coluna corresponde
a uma cepa teste de S. minnesota. Os sobrenadantes contendo as micocinas foram
diluidos em caldo Mueller Hinton e 100 pL foram adicionados aos pocos da linha B a F,
resultando nas seguintes dilui¢des (0,001; 0,003; 0,006; 0,013; 0,027: 0,055; 0,11 uL/mg).
Na linha A foram realizados os controles de esterilidade (contendo somente caldo estéril)
e a linha G foi realizado o controle de crescimento (contendo caldo MH e S. minnesota).

As placas foram seladas, homogeneizadas e incubadas a 37 °C. ApGs 24 horas,
foi comprovada a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano, tomando o controle
de crescimento como referéncia. A partir do poco correspondente a maior diluicio sem
crescimento bacteriano visivel, retirou-se uma aliquota de 10 pL, utilizando alca
bacterioldgica calibrada, que foi inoculada na superficie de Agar SS. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, sendo entéo realizada a leitura para confirmar a auséncia
de crescimento e determinar a menor concentracdo de micocina capaz de inibir o

crescimento bacteriano. Todos os ensaios foram continuos em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tipificagcéao de salmonella sp

Nesse estudo, o isolamento de Salmonella sp foi realizada em um laboratério de
microbiologia de alimentos em Cascavel, Parand e submetida a um processo de
sorotipificagao para confirmagédo como Salmonella minnesota, conforme demonstrado na

Figura 1.

Figura 1. Teste de tipificacdo de Salmonella minnesota pelo método de
aglutinacao antigeno e anticorpo. Amostra A positivo para Salmonella minnesota e
amostra B negativo para grupo pertencente.

A sorotipificacdo dos 73 isolados de Salmonella sp provenientes de carnes de
frango mostrou que 36,9 % (27/73) foram correspondentes a S. minnesota; 8,2% (6/73)
foram correspondentes a S. typhimurium; 6,8% (5/73) foram correspondentes a S.
heidelberg; 48,1% (35/73) ndo foram identificadas como mostra a Figura 2, anexo 1

sorotipificacdo de 73 isolados de Salmonella sp de amostra de carne de frango.
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Figura 2. Distribuicdo Percentual das Amostras de Salmonella spp. Identificadas
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Em comparagdo, o estudo de Alikhan et al. (2022) identificou 26 amostras de
Salmonella minnesota entre 318 coletadas, que foram exportadas do Brasil para o Reino
Unido, evidenciando uma prevaléncia semelhante e a importancia dessa cepa no
comércio internacional. Além disso, a pesquisa de Silveira et al. (2021) sobre carne de
frango exportada para Portugal identificou 37 isolados de Salmonella enterica Heidelberg
e 19 isolados de Salmonella enterica serovar Minnesota. Esses achados sublinham a
necessidade de monitoramento constante das cepas de Salmonella em produtos
alimentares, especialmente em um contexto de globalizagcéo das cadeias de suprimento.

Cabe destacar que esse tipo de analise € fundamental para a vigilancia
epidemioldgica, o controle de surtos e 0 acompanhamento da resisténcia a antibioticos.
De acordo com a norma internacional ISO 6579:2002, a tipificacdo sorolégica deve ser
aplicada para assegurar a precisdao na identificacdo de Salmonella spp. e suas
respectivas cepas (International Organization for Standardization, 2002). Esse método
utiliza anticorpos especificos que reconhecem estruturas antigénicas na superficie das
bactérias, como antigenos capsulares, somaticos e flagelares (Filho et al., 2011). A
implementacéo dessas técnicas além de aumentar a precisao na identificacdo, também
desempenha um papel crucial na seguranca alimentar e na saude publica. A precisdo na
tipificacdo de Salmonella é crucial para identificar a origem de surtos alimentares e
implementar medidas preventivas eficazes (Rabsch et al., 2009).

Adicionalmente, estudos indicam que a sorotipificacdo, conforme as diretrizes de
normas internacionais como a ISO 6579:2002, pode aumentar a confiabilidade dos
resultados obtidos, contribuindo para investigacfes epidemiolégicas mais completas

(International Organization for Standardization, 2002).

4.2 Dosagem de B-glucanases

A dosagem realizada de [(B-glucanases presente no sobrenadante da cultura de
Wickerhamomyces anomalus WA40 foi possivel determinar uma concentracédo de 0,11
U/mg Em comparacéo, Calazans et al. (2020) obtiveram uma atividade da enzima as (-

glucanases presentes no sobrenadante da cultura de Wickerhamomyces anomalus
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WA45 foi de 0,4 U/mg, Martelli et al., (2022) obtiveram uma concentragéo de 3,80 U/mg
utilizando o sobrenadante da cultura da cepa Wickerhamomyces anomalus WA92.

A diferenca na producdo de micocinas pode ser em relacéo as diferentes marcas
de meios como a peptona e o uso do inéculo na producao pode interferir na quantidade
de B-glucanases.

4.3 Teste microbioldgico de inibicdo de superficie sélida

As 27 amostras de Salmonella minnesota semeadas em Agar SS acrescidos de
micocinas contendo 0,11 U/mg de [-glucanases presente no sobrenadante com
micocinas obtiveram inibicdo total das amostras de Salmonella minnesota em 48 horas

de incubacdo como mostra a Figura 3.

Figura 3. Crescimento de Salmonella minnesota no controle positivo (A) e inibicdo da
Salmonella minnesota com concentracéo de 0,11 U/ml de micocinas (B).

Junges et al. (2020) realizou testes de inibicdo de superficie com a bactéria gram
negativa Acinetobacter baumannii em que verificaram também inibicdo total com
concentracdo de 80% de sobrenadante de micocinas com agar nutriente. Para reduzir a
contaminacdo de carnes e inibir o crescimento de Salmonella spp e outros
microorganismos patogénicos, € comum 0 uso de conservantes quimicos, como o nitrito
e o nitrato de sodio.

Contudo, € importante considerar os potenciais efeitos toxicos desses compostos,

além do aumento da resisténcia de patégenos aos antimicrobianos. Pesquisas tém
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mostrado que o consumo elevado desses aditivos pode estar relacionado a questdes de
saude, incluindo o aumento do risco de cancer, diante dessas preocupacdes, alternativas
para a conservacgao de alimentos tém sido desenvolvidas, incluindo o uso de leveduras
gue produzem micocinas (Muccilli; Restuccia, 2015; Silva, 2021). Essa situacdo enfatiza

a importancia de buscar métodos de conservagcao mais seguros.

4.4 Teste de microdiluicao

O ensaio de microdiluicdo foi utilizado para avaliar a eficacia antimicrobiana de
micocinas produzidas pelas cepas WA40 contra cepas de Salmonella minnesota isoladas
de produtos carneos nas seguintes diluicdes de p-glucanases 0,001; 0,003; 0,006; 0,013;
0,027: 0,055; 0,11 U/mg. Os resultados demonstraram maior efeito antimicrobiana na
concentracdo 0,11 U/mg. As micocinas produzidas pela cultura de Wickerhamomyces
anomalus WA40 apresentaram maior eficacia antimicrobiana contra bactérias isoladas
de produtos carneos de frango.

O método de microdiluicdo tem sido amplamente utilizado para avaliar a eficacia
de compostos antimicrobianos contra Salmonella spp., sendo considerada uma técnica
padrdo para sua precisao e reprodutibilidade.

Persel et al. (2025) observaram inibicdo do crescimento de todas as cepas de
Escherichia coli testadas, incluindo a cepa padrdo ATCC 25922 e outras 45 cepas
multirresistentes, quando utilizado sobrenadante com 0,8 U/mg de B-glucanases. Quando
a concentracao foi reduzida para 0,4 U/mg, o sobrenadante manteve atividade frente a
78,2% das cepas.

Calazans et al. (2021) mostra os resultados de micocinas extraidas das leveduras
Wickerhamomyces anomalus mostraram potencial antimicrobiano contra varias cepas de

Staphylococcus aureus.
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5 CONCLUSAO

Concluiu-se que as micocinas das culturas de W. anomalus WA40 e WA45
demonstraram atividade antimicrobiana contra a Salmonella minnesota isolada de
produtos carneos, o que possibilita 0 desenvolvimento de novas técnicas baseadas no

uso dessas micocinas para prevenir contaminacdes nas areas de producao.
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Anexo 1 - Tipificacdo de 73 isolados de Salmonella spp de amostras de carne de
frango.
Resultado: Sorologia: Espécie:

Sal 1 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 2 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 3 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal4 0:04+/i+/1,2+ | Salmonella typHimurium
Sal5 O 04+/r+/12+ Salmonella heidelberg
Sal 6 0:04 + N&o identificada
Sal 7 0:04 + N&o identificada
Sal 8 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 9 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 10 0:04 + N&o identificada
Sal 11 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 12 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 13 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 14 O 04+/r+/12+ Salmonella heidelberg
Sal 15 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 16 O:04+/r+/12+ Salmonella heidelberg
Sal 17 0:04 + N&o identificada
Sal 18 0:04+/i+/1,2+ | Salmonella typHimurium
Sal 19 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 20 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 21 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 22 0:21 + N&o identificada
Sal23 | e N&o identificada
S e — N&o identificada
Sal25 | e N&o identificada
Sal 26 0:21 + N&o identificada
Sal 27 0:21 + N&o identificada
Sal 28 0:04 + N&o identificada
Sal 29 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 30 04 + N&o identificada
Sal 31 0:04+/i+/1,2+ | Salmonella typHimurium
Sal 32 04+ N&o identificada
Sal 33 04+ N&o identificada
Sal 34 04+ N&o identificada
Sal 35 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 36 0:21 + N&o identificada
Sal 37 0:21 + N&o identificada
Sal 38 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota




Sal 39 0:21 + N&o identificada
Sal 40 O21+/b+/enx- Nao identificada
Sal 41 0:21 + N&o identificada
Sal 42 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 43 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 44 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 45 0:04 + Nao identificada
Sal 46 0:04 + Nao identificada
Sal 47 0:04+/i+/1,2+ | Salmonella typHimurium
Sal 48 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 49 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 50 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 51 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 52 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 53 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 54 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal 55 0:21+/b+/enx+| Salmonella minnesota
Sal 56 0:21+/b+/e,nx+| Salmonella minnesota
Sal57 | e N&o identificada
Sal58 | e N&o identificada
Sal 59 0:04+/i+/1,2+ | Salmonella typHimurium
Sal 60 O:04+/r+/12+ Salmonella heidelberg
Sal61 | e N&o identificada
Sal 62 0:04 + N&o identificada
Sal 63 0:21+/b- N&o identificada
Sal 64 0:21+/b+/enx- N&o identificada
Sal 65 O:04+/r+/12+ Salmonella heidelberg
Sal66 | - N&o identificada
Sal 67 021+ /b-/enx- N&o identificada
Sal 68 0:04+/i+/1,2+ | Salmonella typHimurium
Sal 69 0:09 + N&o identificada
Sal 70 0:04 + N&o identificada
Sal 71 0:04 + N&o identificada
Sal 72 | e N&o identificada
Sal 73 | e N&o identificada

0:21 - Antigeno somatico para Salmonella minnesota
0:04 - Antigeno somatico para Salmonella sp do grupo B
H:b - Antigeno flagelar para Salmonella minnesota

H:i - Antigeno flagelar

H:1,2 - Antigeno flagelar

H:r - Antigeno flagelar

H:e,n,x - Antigeno flagelar

Aglutinagdo positiva (+)

Sem aglutinagéo (-)

26



	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Salmonella sp
	1.2 Salmonella minnesota
	1.3 Wickerhamomyces anomalus

	2 OBJETIVOS
	2.1 Objetivo geral
	2.2 Objetivos específicos

	3 MATERIAL E MÉTODOS
	3.1 Cepas

	3.2 Isolamento e identificação de Salmonella sp
	3.3 Tipificação de Salmonella sp
	3.4 Produção de micocinas
	3.5 Dosagem de Atividade de Beta-glucanases
	3.6 Teste de inibição em superfície sólida
	3.7 Teste de microdiluição

	4 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1 Tipificação de salmonella sp

	4.2 Dosagem de B-glucanases
	4.3 Teste microbiológico de inibição de superfície sólida
	4.4 Teste de microdiluição

	5 CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	ANEXOS

