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Resumo — O ensaio em placa sobre dupla camada de agar € um méto-
do bem estabelecido para quantificacdo de bacteriofagos, porém laborioso.
Aqui, comparamos a quantificagdo de bacteri6fagos em amostras intestinais
de frangos por meio desse método classico e por um procedimento mais
simples e rapido, o ensaio em placa com gota. Apds administracdo de um
coquetel com fagos, frangos foram eutanasiados em intervalos regulares e
o conteudo cecal foi removido. As amostras foram serialmente diluidas e
simultaneamente quantificadas por ambos os ensaios. Para o ensaio em
dupla camada de agar, sobrecamadas de agar foram preparadas com cada
diluicdo da amostra previamente homogeneizada com a bactéria hospedeira
e adsorvida, e entao distribuidas sobre placas de cultivo individuais contendo
meio de cultura. No ensaio em gota, aliquotas de todas as diluigdes foram
diretamente dispensadas sobre a superficie de uma mesma placa de cultivo
previamente preparada com a sobrecamada da bactéria hospedeira. Apds
incubagdo, as UFPs foram contadas e transformadas em escala logaritmica
para analise estatistica. Houve associagéo significativa (p < 0,05) entre as
técnicas (R2 = 0,8921). Todavia, o ensaio em placa com gota estimou nime-
ros mais altos de fagos comparado ao ensaio em placa sobre dupla camada
de agar, numa média de 0,42 log. O ensaio em placa com gota foi efetivo
para quantificar bacteriéfagos, estimando titulos aproximados de fagos em
relagao ao ensaio em placa sobre dupla camada e possibilitando reduzir o
numero de placas de cultivo e o tempo necessario para a analise de muitas
amostras.

Termos para indexagédo: bacteriéfago, titulo de fago, enumeragéo, método
em placa.

Bacteriophage quantification in biological samples:
comparison of plating methods

Abstract — Double agar overlay plaque assay is a well-stablished technique
to enumerate bacteriophages, but also cumbersome to perform. We
compared plating methods using the double agar overlay plaque assay and



a simpler and faster protocol, the small drop plaque
assay (spot test), to enumerate bacteriophages in
intestinal samples from broilers. After receiving a
phage cocktail, broilers were euthanized at regular
intervals to obtain cecal content. Samples were
serially diluted and phages were concurrently
enumerated by both plaque assays. For the double
agar overlay, monolayers with each dilution were
prepared from samples previously homogenized
and adsorbed with the host bacterium and then
placed on overlay culture in individual plates. In the
small drop plaque assay, all dilutions from a single
sample were placed onto a unique plate previously
prepared with a monolayer of the host strain. Plates
were incubated and PFUs were counted and log-
transformed before statistical analysis. Analyses
revealed a significant association (p < 0.05) between
the evaluated methods (R2 = 0.8921). However, the
small drop assay estimated higher phage numbers
when compared to the double agar overlay assay at
an average of 0.42 log. The small drop plaque assay
was useful for determining the bacteriophages
number in the analyzed samples, estimating
approximate phage titers, thus saving time and
reducing the number of plates for analysis of large
amount of samples.

Index terms: bacteriophage, phage titer, enumera-
tion, plaque counting.

Introdugao

Bacteridfagos (fagos) sao virus que infectam se-
letivamente bactérias. Os fagos com ciclo de vida
litico introduzem seus acidos nucleicos na bactéria-
alvo, desencadeando a replicagdo e formacédo de
novas particulas virais, que rompem a membrana
da bactéria durante sua liberagéo. Esse efeito bac-
tericida torna os bacteriéfagos liticos atrativos para
controle de bactérias patogénicas em animais de
producéo (Gigante; Atterbury, 2019). Outras formas
de aplicagdo no combate a bactérias incluem des-
contaminagédo de alimentos e desinfeccdo de super-
ficies e ambientes (Zbikowska; Michalczuk; Dolka,
2020; Abd-El Wahab et al., 2023; Jorda et al., 2023;
Gvaladze; Lehnherr; Hertwig, 2024).

Pelas suas caracteristicas biolégicas (incapaci-
dade de replicar fora da célula hospedeira), a propa-
gacéao de fagos em laboratorio necessita de co-cul-
tivo com a bactéria-alvo em meio liquido ou sdlido
que, sob condicbes adequadas, permite a replica-
¢ao viral. O cultivo em meio solido ou semissalido,
disposto na superficie do agar, possibilita visualizar
a infecgéo pelo fago. Mdltiplos ciclos de infecgao a
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partir de uma Unica particula viral levam a formagéao
de zonas circulares na area adjacente, observadas
na forma de placas de lise (inibigdo da multiplicagéo
bacteriana) sobre o cultivo da bactéria-hospedeira
(Sanders, 2012; Baer; Kehn-Hall, 2014). O agar li-
mita a difusdo das placas de lise, uma vez que a
multiplicagédo dos fagos acontece na cultura da célu-
la-alvo enquanto houver atividade metabdlica e nu-
trientes disponiveis (Carlson, 2005). O tamanho das
placas de lise resultantes dessa interagdo depende
do ciclo de vida do fago, espessura e concentragao
das camadas do agar, composicéo do meio de cultu-
ra, densidade celular, entre outros fatores (Carlson,
2005; Baer; Kehn-Hall, 2014). Diferengas no as-
pecto das placas de lise sdo também determinadas
por caracteristicas peculiares de cada fago, como o
tempo de adsor¢do e o numero de particulas virais
produzidas em cada célula bacteriana usada no co-
cultivo (Carlson, 2005; Sanders, 2012). De modo
geral, a produgao de 10 a 15 particulas de fagos
por célula-alvo é suficiente para a formagéao de pla-
cas de lise visiveis em meio solido (Carlson, 2005).
Cada placa de lise é entendida como uma unidade
formadora de placa (UFP), que é usada para esta-
belecer o titulo de bacteriéfagos (Sanders, 2012).

A quantificagdo de fagos em amostras biologi-
cas é uma etapa essencial durante a condugao de
experimentos em pesquisa e desenvolvimento com
bacteriofagos. Os procedimentos laboratoriais de
contagem usando cultivo em placa sao geralmente
preferidos porque possibilitam a visualizagéo e enu-
meracgao de UFPs. Dentre esses, o método classico
€ 0 ensaio sobre dupla camada de agar (Kropinski
et al., 2009; Sanders, 2012; Waturangi, 2024), fa-
cilmente executado em laboratérios que dispdem
de infraestrutura basica para microbiologia. Entre-
tanto, esse método demanda tempo de execucgéo e
gasto de insumos, dificultando a andlise de muitas
amostras num curto intervalo. O ensaio em placa
com gota é uma variagao desse procedimento, que
possibilita dispor varias diluigbes da amostra-tes-
te numa Unica placa de cultivo, otimizando o uso
de insumos e o tempo de execugdo dos ensaios
(Mazzocco et al., 2009b). Esse trabalho comparou
a quantificagao de bacteriéfagos liticos para Salmo-
nella em conteudo intestinal de frangos pelo ensaio
em placa sobre dupla camada de agar e pelo ensaio
em placa com gota, visando estimar a equivalén-
cia entre si. Essa publicagdo apoia o alcance dos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
da Organizacado das Nagbes Unidas, por meio do
fortalecimento da pesquisa cientifica e melhoria das
capacidades tecnoldgicas de setores industriais nos
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paises em desenvolvimento (meta 9.5 do ODS 2 -
Industria, inovacao e infraestrutura).

Material e métodos

Bacteriéfagos

Foram usados trés bacterioéfagos liticos nativos
(Vaz et al., 2020), isolados de galinhas, com agao
contra sorotipos de Salmonella spp., armazenados
na Colegédo de Micro-organismos de Interesse para
a Suinocultura e Avicultura (CMISEA) da Embrapa
Suinos e Aves. A partir de estoques a -80 °C em
tampéo Sulfato-Magnésio (SM) com 7% de DMSO e
1% de cloroférmio, os fagos foram individualmente
amplificados em uma cepa hospedeira de Salmo-
nella Enteritidis, proveniente da mesma colec¢éo,
usando cultivo sobreposto em placa em caldo nu-
triente com MgSO4 (10 mM) e 0,65% de agarose,
incubado a 37 °C por 18 h. A camada superficial de
agarose foi extraida da placa e suspensa em tam-
pao SM acrescido de 5% de cloroférmio e incubada
overnight a 4 °C. A suspensao foi assepticamente
coada, centrifugada a 12.000 x g por 5 min, filtrada
em membrana de 0,45 uM e estocada a 4 °C. Cada
fago foi submetido a diluicado seriada e titulado sobre
dupla camada de agar em placa de cultivo, usando a
mesma cepa de S. Enteritidis.

Inoculagao in vivo e colheita de amostras

As aves usadas nesse estudo foram tratadas
segundo os principios de ética e bem-estar animal
preconizados pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA). Os proce-
dimentos de alojamento, métodos experimentais e
eutanasia foram revisados e aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa
Suinos e Aves, certificado n° 21/2018. Pintinhos
White Leghorn livres de patdgenos especificos
(SPF) foram alojados em cabines isoladoras com
ar filtrado e receberam ragdo e agua a vontade.
Um coquetel com os trés fagos (aproximadamente
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1,4 x 10" UFP/ave/dia) foi administrado as aves
pela agua de beber dos 35 aos 39 dias de idade.
O conteudo cecal foi colhido em intervalos regulares
(24, 72 e 120 h) ap6s a administragdo dos fagos,
totalizando 61 aves analisadas. O material foi acon-
dicionado em gelo e analisado em até 2 h apds a
colheita.

Preparacéao e diluicio das amostras

No laboratério, o conteudo cecal de cada ave
(1-2 g) foi individualmente pesado, diluido em 10
volumes de tampé&o SM, tratado com 2% de cloro-
férmio e homogeneizado até dissolugdo completa.
De cada amostra, aliquotas de 2 mL foram centri-
fugadas a 10.000g por 3 min e o sobrenadante foi
submetido a diluigbes decimais seriadas em tampao
SM, sendo imediatamente submetido aos dois pro-
cedimentos de contagem, de forma simultanea.

Quantificagao pelo ensaio em placa sobre dupla
camada de agar

O ensaio foi executado conforme anteriormente
descrito (Carlson, 2005), com algumas adaptagdes.
Aliquotas de 0,02 mL de cada diluigdo foram trans-
feridas para um microtubo contendo 200 pL de uma
cultura da cepa hospedeira de S. Enteritidis em fase
exponencial de crescimento, e incubadas a 37 °C
por 10-15 min para promover a adsorc¢ao. A seguir,
todo o conteudo do microtubo foi transferido para
tubos de ensaio de vidro, contendo 6 mL de caldo
nutriente com 0,65% de agarose € MgSQOa (10 mM)
(CN-A-MgSO0.), previamente liquefeito e mantido
em banho de agua a 48 °C, e imediatamente verti-
do sobre placas (90 x 15 mm) com agar nutriente e
MgSOa4 (10 mM) (AN-MgSO0s.). As placas foram man-
tidas entreabertas na cabine de seguranca biolégica
até solidificagdo (15-20 min) e incubadas a 37 °C
por 18-24 h. Desta forma, cada diluigéo foi aplica-
da em placas individuais. Placas contendo entre 30
e 300 UFPs foram selecionadas para a contagem
(Figura 1) e o resultado foi corrigido pelo fator de
diluicao correspondente.

Figura 1. Aspecto da contagem de bacteriéfagos pelo ensaio em placa (90 x 15 mm) sobre dupla camada de agar (dilui-
¢des seriadas de base 10). Cada placa de cultivo contém uma Unica diluicdo da amostra-teste: 105 (A), 10 (B) e 107 (C).

Fotos: Daiane Voss-Rech



Quantificagao pelo ensaio em placa com gota

O ensaio foi realizado segundo descrito por Carl-
son (2005), com algumas adaptac¢des. Para cada
amostra, um cultivo em sobrecamada contendo
200 pL da cepa hospedeira de S. Enteritidis em fase
exponencial de crescimento e 6 mL de CN-A-MgSO,
foi previamente preparado sobre uma placa (90 x
15 mm) com AN-MgSO,. Partindo das mesmas di-
luicdes utilizadas no ensaio anterior, 20 yL de cada
diluicdo foram dispensados em forma de gota sobre
a placa. As placas foram mantidas entreabertas na
cabine de seguranca bioldgica até completa absor-
¢ao das gotas (15-20 min) e incubadas a 37 °C por
18-24h. Desta forma, todas as diluicbes da amostra
foram aplicadas em uma Unica placa. Diluicdes con-
tendo entre 3 e 30 UFPs foram selecionadas para
a contagem (Figura 2) e o resultado corrigido pelo
fator de diluigdo correspondente. Uma represen-
tagdo esquematica de ambos os procedimentos é
apresentada na Figura 3.

Analise estatistica

A contagem de bacteriéfagos obtida por ambos
os ensaios foi transformada em escala logaritimica
(log,, UFP/g). A seguir, foi avaliada a associagéo
entre os ensaios por meio da analise de regressao
linear, seguida do teste t para dados pareados, de
modo a avaliar diferenca entre si. Todas as analises
foram realizadas pelo SAS (versao 9.4), consideran-
do um nivel minimo de significancia de p < 0,05.

Foto: Daiane Voss-Rech

Figura 2. Aspecto da contagem de bacteriéfagos
pelo ensaio em placa (90 x 15 mm) com gota (dilui-
¢Oes seriadas de base 10). A placa de cultivo con-
tém multiplas diluicdes da amostra-teste.

Amostra

ARy
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Resultados e Discussao

Vaérias estratégias para titulagdo de bacteriofa-
gos em amostras bioldgicas estao disponiveis, como
técnicas baseadas na contagem direta de particulas
virais infectivas (métodos em placa que permitem a
visualizagdo de UFPs) ou indireta, como deteccéo e
quantificagao de acidos nucleicos (ex: PCR quanti-
tativa). Acs, Gambino e Brgndsted (2020) detalham
vantagens e limitagdes de cada uma, cuja adogao
depende da capacidade de cada laboratério, do
objetivo, da assertividade desejada e do custo que
pode ser comportado. Os métodos para quantifica-
¢ao em placa de cultivo exigem, entre outros fato-
res, disponibilidade de uma cepa bacteriana que
suporte a infec¢ao pelo fago e a liberagdo de sua
progénie. Aqui, usamos uma bactéria sabidamente
permissiva aos trés fagos em estudo. A capacidade
infectiva desses fagos, o tempo de adsor¢ao e a mé-
dia de particulas virais produzidas por célula dessa
bactéria hospedeira foram previamente determina-
dos (dados ndo apresentados), assim como o as-
pecto morfoldégico das placas de lise produzidas ja
era conhecido, facilitando a execucédo desse estudo.

Pelo ensaio em placa sobre dupla camada de
agar, cada diluicdo da amostra-teste deve ser mis-
turada a cepa bacteriana permissiva que, apds a
adsorgao (interagdo entre receptores presentes no
fago e na cepa-alvo que culmina com a ligagao a
bactéria), é disposta como sobrecamada (geralmen-
te de agar em baixa concentragcao — soft agar) na
superficie de uma placa individual contendo agar
microbiolégico (Kropinski et al., 2009; Waturangi,

Dilui¢&o seriada

Ensaio em placa sobre dupla camada de agar Ensaio em placa com gota
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Figura 3. Quantificagcdo de bacteriéfagos liticos em conteudo
cecal de frangos por meio do ensaio em placa sobre dupla ca-
mada de agar e do ensaio em placa com gota.

llustragéo: Marina Schmitt
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2024). No ensaio com gota, todas as diluicdes de
uma amostra sdo dispostas numa Unica placa de
cultivo, possibilitando a visualizagdo de UFPs den-
tro do perimetro de cerca de 10-12 mm, correspon-
dente ao ponto no qual cada gota foi aplicada sobre
o agar (Mazzocco et al., 2009b). De acordo com o
tamanho da placa de lise produzida pelo bacteriéfa-
go em estudo, pode ser necessario ajustar o volume
da gota a ser dispensada (Mazzocco et al., 2009b).

Ha protocolos de quantificagdo em placa de
fagos que suprimem o cultivo em sobrecamada. E
0 caso da contagem por plagueamento direto, que
usa placas de cultivo individuais para cada diluicdo
(Mazzocco et al., 2009a), ou variagdes do método
em gota propriamente dito (Mazzocco et al., 2009b;
Chhibber; Kaur; Gondil, 2018). Essa estratégia agi-
liza a execugdo do ensaio, porém a auséncia da
sobrecamada de agarose tende a prejudicar a reso-
lugéo das placas de lise formadas (Mazzocco et al.,
2009a). Chhibber, Kaur e Gondil (2018) relatam titu-
los aproximados de fagos para Staphylococcus au-
reus, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeru-
ginosa quantificados simultaneamente pelo ensaio
em gota sem sobrecamada e pelo ensaio em placa
sobre dupla camada de agar. Contudo, o ensaio em
gota sem sobrecamada resultou em contagens com
maior desvio padrao entre si, sugerindo que possa
ser usado como um método de triagem para um re-
sultado rapido inicial, passivel de ser validado pos-
teriormente pelo ensaio classico.

No presente estudo, a analise de regresséo li-
near aplicada sobre as contagens de bacteriéfagos
obtidas pelo ensaio em placa sobre dupla camada
de agar e o ensaio em placa com gota revelou asso-
ciacao significativa (p < 0,05) entre ambos os proce-
dimentos (R? = 0,8921) (Figura 4). Entretanto, o en-
saio em placa com gota estimou numeros mais altos
de fagos quando comparado ao ensaio em placa so-
bre dupla camada de &gar, numa média de 0,42 log.
Notadamente, a execugdo do ensaio em gota en-
volve menor manipulagdo das amostras em compa-
ragdo ao método classico, e isso pode ter causado
menor grau de danos estruturais aos bacteriéfagos
e menos interferéncia na formacao das placas de
lise. Além disso, o preparo prévio da sobrecamada
da bactéria hospedeira dispensa a transferéncia da
diluicao de fagos para tubos de ensaio, evitando a
perda de fagos pela retengao nas paredes do tubo.
Estes fatos corroboram, possivelmente, as diferen-
¢as de titulagdo observadas neste estudo.

Ambas as estratégias analisadas nesse estu-
do exigem a diluicdo seriada da amostra-teste. No
entanto, o procedimento em gota otimiza a execu-
¢ao do ensaio de um modo geral por usar placas

....... : «--ee- Linear (Gota)

= Linear (Dupla camada)

4,0 45 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5
Dupla camada (Log,, UFP/g)

Figura 4. Associagéo entre a contagem de bacteriéfagos
pelo ensaio em placa sobre dupla camada de agar e o
ensaio em placa com gota.

previamente preparadas com o cultivo da bactéria
hospedeira e dispor todas as diluigbes numa Unica
placa, o que também economiza insumos. O tempo
de leitura também é reduzido, pois a area a ser ana-
lisada no ensaio em gota € bem menor que a placa
inteira do ensaio classico. Essas caracteristicas séo
desejaveis em estudos que exigem quantificagao
de bacteri6fagos em grande numero de amostras
num curto intervalo de tempo. Todavia, os métodos
baseados em placa podem ter aplicagdo limitada
para detecgdo e/ou quantificacdo de bacteriéfagos
lisogénicos, fagos que produzem lise incompleta ou
fagos que formam placas de lise pequenas, de difi-
cil visualizacao (Kropinski et al., 2009; Waturangi,
2024). Placas de lise pequenas ou que apresentam
morfologia variavel podem ser melhor visualizadas
com o uso de corantes comuns, como cristal violeta
(Baer; Kehn-Hall, 2014). Bacteriéfagos jumbo (ca-
racterizados por particulas grandes - tamanho de
cabega ~100 nm e comprimento de cauda ~200 nm,
com genoma maior de 200 Kb) difundem-se pobre-
mente na monocamada de agar, dificultando sua vi-
sualizagdo em placa (Harding; Kyte; Fineran, 2023).
A substituicdo do agar por agarose em baixa con-
centracgao favorece a difusédo das placas produzidas
por esses fagos, facilitando a sua contagem (Watu-
rangi, 2024).

Cabe considerar eventuais diferengas na pre-
cisdo e reprodutibilidade dos métodos para quanti-
ficacdo de fagos em placa entre laboratérios e/ou
analistas. Outras estratégias para quantificar bacte-
riofagos em amostras bioldgicas de forma mais rapi-
da, como PCR quantitativa em tempo real (QPCR),
podem ser consideradas, de acordo com a aplicabi-
lidade e exequibilidade em cada situagéo. A preci-
sdo e a reprodutibilidade, todavia, dependeréo gran-
demente da padronizacdo do ensaio. A qPCR usa
primers e sondas especificos para o fago em estu-
do, cujo desenho e sintese exigem conhecimento do



genoma completo ou de sequéncias de genes-alvo
conservados. A padronizagao envolve também cor-
relacionar os resultados da quantificagdo molecular
com o método de plaqueamento em agar, ja que a
primeira pode superestimar a contagem ao detectar
DNA de particulas viaveis e inviaveis, enquanto o
segundo detecta somente fagos viaveis. Além disso,
também demandara treinamento de pessoal técnico
para execugdo (Anderson et al., 2011; Acs; Gambi-
no; Brgndsted, 2020).

Conclusoes

Nas condigbes avaliadas, o ensaio em placa
com gota estimou titulos maiores de bacteriéfagos
em comparagao ao ensaio em placa sobre dupla
camada de agar. Contudo, ambas as estratégias
apresentaram associagao significativa entre si, in-
dicando que séo equivalentes. Assim, o ensaio em
placa com gota pode ser considerado em estudos
que exigem analise de multiplas amostras num cur-
to periodo, otimizando tempo de trabalho e insumos
laboratoriais. Os resultados sao derivados do uso
de bacteriéfagos e cepa bacteriana permissiva es-
pecificos e servem como base para aplicagdo dos
protocolos avaliados para outros fagos e bactéria
hospedeira, desde que apresentem caracteristicas
biolégicas semelhantes.
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