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RESUMO 
 

 

 
ALBINO, Luiz Augusto Aguiar, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2011. Isolamento, caracterização e uso de bacteriófagos no biocontrole de 
Salmonella Typhimurium. Orientadora: Regina Célia Santos Mendonça. Co-
orientadores: José Benício Paes Chaves e Juarez Lopes Donzele. 
 

 

 
O Brasil é o quarto maior produtor e quinto maior consumidor mundial de 

carne suína. Sua cadeia produtiva está em constante evolução a fim de 

fornecer produtos de qualidade tanto para o mercado interno quanto externo. 

Entretanto a presença de Salmonella em praticamente todas as etapas de 

produção constitui um problema de saúde pública e de grande prejuízo 

econômico para o setor. O uso indiscriminado de antimicrobianos promoveu 

diversos mecanismos de resistência à Salmonella, dificultando o controle e a 

eliminação deste patógeno. Desta forma, há uma necessidade de 

desenvolvimento de práticas terapêuticas e os bacteriófagos ressurgem como 

uma alternativa de controle. O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e 

testar bacteriófagos no biocontrole de Salmonella Typhimurium em suínos. 

Foram isolados e selecionados seis bacteriófagos em oito propriedades das 

regiões de Viçosa, Teixeiras e Coimbra no Estado de Minas Gerais. Os 

bacteriófagos selecionados foram avaliados quanto à especificidade em 

relação a várias estirpes de micro-organismos, quanto à morfologia e quanto a 

atividade sobre Salmonella Typhimurium foram utilizados em forma de pool “in 

vitro”. Foi possível o isolamento de bacteriófagos em 75 % das propriedades e 

após propagação eles alcançaram contagem entre 1010 e 1011 PFU/mL. Os 

bacteriófagos apresentaram atividade sobre diferentes estirpes de Salmonella. 

Em relação à morfologia, todos apresentaram cabeça icosaédrica e pequenas 

caudas o que indica serem da ordem Caudovirales e da família Podoviridae. O 

efeito dos bacteriófagos sobre a contagem de Salmonella em meio de cultura 

foi dependente da concentração de bacteriófago utilizada. As maiores reduções 

de células viáveis de Salmonella foram de, aproximadamente, 2,5 log UFC/ mL 

obtidas nos cultivos de bacteriófagos com MOI: 10000. Embora não tenha sido 

totalmente eliminado, o resultado demonstrou uma considerável redução da 
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contagem de Salmonella Typhimurium, sugerindo o potencial que os 

bacteriófagos possuem para o biocontrole deste patógeno. Um pool com os 

seis bacteriófagos isolados foi testado em suínos experimentalmente infectados 

com Salmonella Typhimurium e avaliar sua eficiência na forma de biocontrole. 

Trinta animais foram infectados experimentalmente com 105 UFC/ mL de 

Salmonella Typhimurium e posteriormente tratados com diferentes MOIs: 0,01, 

1, 100 e 10000. Estes animais foram abatidos e foram realizadas coletas do 

material fecal do íleo, ceco e das excretas para quantificar a contagem de 

Salmonella, utilizando os meios de cultura Rambach e XLT4. O baço, rim, 

fígado e linfonodo mesentérico dos amimais do tratamento de MOI: 10000 

foram removidos para avaliar a translocação de bacteriófagos. A administração 

de Salmonella Typhimurium gerou quadro de salmonelose em nove animais 

(30 %). O meio de cultura Rambach foi mais especifico e o XLT4 mais sensível. 

Houve redução na contagem de Salmonella do íleo e ceco em MOIs: 100 e 

10000, mas não houve redução nas fezes em nenhum dos tratamentos. O 

quadro clínico de salmonelose não permitiu a translocação do bacteriófago, 

sugerindo que o tratamento com bacteriófagos deve ser na forma preventiva e 

não corretiva da infecção por Salmonella. Conclui-se que a metodologia 

aplicada neste trabalho mostrou-se eficaz na redução da contagem de 

Salmonella, em suínos experimentalmente infectados, entretanto deve-se 

considerar a necessidade de proteger os bacteriófagos contra os efeitos de pH 

e sais biliares e outros, durante sua passagem pelo sistema digestivo do 

animal, para aumentar sua viabilidade e eficiência no biocontrole de Salmonella 

Typhimurium. 
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ABSTRACT 
 

 

 

ALBINO, Luiz Augusto Aguiar, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, in July 
of 2011. Isolation, characterization and use of bacteriophage in 
biocontrole of Salmonella Typhimurium. Advisor: Regina Célia Santos 
Mendonça. Co-advisors: José Benício Paes Chaves e Juarez Lopes Donzele. 
 

 

 

Brazil is the fourth producer and fifth consumer of pork meet. Your chain 

production is evolving to provide quality products to domestic and foreign 

markets. However, the presence of Salmonella in practically all stages of 

production constitutes a public health problem of great economic loss to the 

industry sector. The indiscriminate use of antibiotics has promoted several 

mechanisms of resistance to Salmonella, making the control and eradication of 

this pathogen hard. Thus, there is a need to development of therapeutic 

practices and bacteriophages reemerge as an alternative control. The objective 

of this study was isolate, characterize and test phage control of Salmonella 

Typhimurium in pigs. Were isolated and selected bacteriophages of six 

properties in eight regions of Viçosa, Teixeira and Coimbra in Minas Gerais 

state. The selected phages were evaluated for specificity against several strains 

of micro-organisms, the morphology and the activity against were used in the 

form of pool Salmonella Typhimurium “in vitro”. It was possible to isolate 

bacteriophages in 75% of the properties and spread after they reached score 

between 1010 and 1011 PFU / mL. Bacteriophages showed activity against 

different strains of Salmonella. Regarding morphology, all had icosahedral 

heads and small tails indicating that they are of the order Caudovirales and 

family Podoviridae. The effect of bacteriophages on the count of Salmonella in 

the culture medium was concentration-dependent bacteriophage used. The 

largest reductions of viable cells of Salmonella were approximately 2.5 log CFU 

/ mL obtained in the cultures of bacteriophages with MOI: 10000. Although not 

totally eliminated, the result showed a significant reduction in counts of 

Salmonella Typhimurium, suggesting that bacteriophages have potential for 

biocontrol of the pathogen. A pool with six phage isolates was tested in pigs 
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experimentally infected with Salmonella Typhimurium and evaluate their 

effectiveness in the form of biocontrol. Thirty animals were experimentally 

infected with 105 CFU / mL of Salmonella Typhimurium and subsequently 

treated with different MOIS: 0.01, 1, 100 and 10000. These animals were 

slaughtered and samples were collected from the fecal material of the ileum, 

cecum and feces to quantify the count of Salmonella using the culture medium 

and Rambach XLT4. The spleen, kidney, liver and mesenteric lymph node of 

the treatment of animals it MOI: 10000 were removed to assess the 

translocation of bacteriophage. Administration of Salmonella Typhimurium 

generated picture of salmonellosis in nine animals (30%). Rambach culture 

medium was more specific and XLT4 more sensitive. There was a reduction in 

Salmonella counts of the ileum and cecum in MOIS: 100 and 10000 but no 

reduction in the feces in any of the treatments. The clinical salmonellosis did not 

allow the translocation of bacteriophage, suggesting that treatment with 

bacteriophages should be in the form of preventive rather than corrective 

Salmonella infection. It is concluded that the methodology applied in this study 

proved effective in reducing Salmonella counts in experimentally infected pigs, 

however one must consider the need to protect against the effects of 

bacteriophages pH and bile salts and others, during its passage the animal's 

digestive system to increase its viability and efficiency in the biocontrol of 

Salmonella Typhimurium. 
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INTRODUÇÂO GERAL 
 

 

 

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de carne suína, ficando atrás 

somente dos Estados Unidos da América (EUA), União Européia (UE) e China 

e o quinto maior consumidor, ficando atrás somente da China, EU, EUA e 

Rússia. No período entre 2004 e 2010, houve crescimento em praticamente 

todos os setores da cadeia produtiva de suínos, com aumentos no número de 

matrizes alojadas, suínos abatidos, produção e exportação da carne suína 

pelas indústrias. 

 A globalização incorporou restrições sanitárias, impostas pela UE aos 

países exportadores de produtos de origem animal, quanto à presença de 

resíduos e contaminantes. Em conseqüência a estas restrições sanitárias, 

países membros da Organização Mundial de Comércio (OMC), devem rever, 

implantar e implementar os sistemas de controles internos, ou seja, adotar o 

APPCC – Sistema de Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle 

(“Hazard Analysis and Critical Control Points – HACCP”). Entretanto a 

ocorrência de casos de infecção alimentar, ligadas a diversos patógenos, 

principalmente a Salmonella, impõe destaque à importância da qualidade 

sanitária dos estabelecimentos.  

Os suínos podem veicular diversos tipos de micro-organismos 

patogênicos, e estudos mostram que Salmonella está entre as principais 

causas de doenças transmitidas por alimentos relacionados aos suínos. Este 

patógeno está presentes em toda a cadeia produtiva da carne suína, do 

nascimento do animal até o produto final. Segundo o Codex Alimentarius a 

presença de qualquer sorotipo desta bactéria em alimentos é motivo para 

classificá-los como impróprio para consumo. A partir disso, é importante avaliar 

o perigo que estes produtos representam e implementar estratégias de controle 

com a finalidade de garantir a segurança dos alimentos. 

A utilização de antimicrobianos na dieta animal pode promover a 

resistência bacteriana cruzada para humanos, quando são consumidos 

produtos de origem animal submetidos a tais dietas. Isso restringe a 



2 
 

comercialização de carne produzida com a utilização destes, por vários países 

da OMC. Os surtos causados pela ingestão de alimentos contaminados 

sugerem a possibilidade de transmissão de eventuais linhagens resistentes 

pela cadeia alimentar.  

Desta forma, há uma necessidade de desenvolvimento de novas práticas 

terapêuticas e os bacteriófagos ressurgem como uma alternativa. O biocontrole 

envolvendo bacteriófagos possui diversas características que diferem da 

utilização de antimicrobianos. Dentre as vantagens de utilização de 

bacteriófagos destaca-se sua alta especificidade, capacidade de auto 

reprodução e sua produção rápida e barata. Devido ao aumento crescente de 

bactérias resistentes e multirresistentes, tais alternativas estão sendo cada vez 

mais exploradas e estudadas. Estudos, in vitro e in vivo, demonstraram que ao 

contrário da resistência bacteriana aos antimicrobianos, os bacteriófagos estão 

constantemente evoluindo para contornar a resistência da bactéria à infecção, 

sugerindo o potencial que os bacteriófagos possuem para o biocontrole deste 

patógeno. 
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OBJETIVOS 

 

 

 

Objetivo Geral 

Isolar, caracterizar e utilizar bacteriófagos no biocontrole de Salmonella 

Typhimurium em suínos experimentalmente infectados. 

Objetivos específicos  

a) Isolar bacteriófagos líticos à Salmonella Typhimurium em 

suinoculturas da Região das cidades Viçosa, Teixeiras e Coimbra 

do estado de Minas Gerais; 

 

b) Avaliar a presença de Salmonella Typhimurium em suinoculturas 

da Região das cidades Viçosa, Teixeiras e Coimbra do estado de 

Minas Gerais; 

 
c) Caracterizar os bacteriófagos isolados quanto sua morfologia, 

resistência a diferentes níveis de pH e diferentes concentrações de 

sais biliares; 

 

d) Avaliar o pool de bacteriófagos isolados no biocontrole de 

Salmonella Typhimurium “in vitro”; 

 
e) Avaliar o pool de bacteriófagos isolados no biocontrole de 

Salmonella Typhimurium em suínos experimentalmente infectados; 

 

f) Avaliar a translocação dos bacteriófagos para diferentes órgãos dos 

suínos abatidos  
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CAPITULO I  

 REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Produção e exportação de carne suína 

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de carne suína, ficando atrás 

somente dos Estados Unidos da América (EUA), União Européia (UE) e China 

e o quinto maior consumidor, ficando atrás somente da China, EU, EUA e 

Rússia. Em 2010 possuía um rebanho superior a 39 milhões de cabeças e 

produziu mais de três milhões de toneladas de carne (ABIPECS, 2011a). No 

período entre 2004 e 2010, houve crescimento praticamente em todos os 

setores da cadeia produtiva de suínos. As matrizes alojadas passaram de 1,37 

para 2,45 milhões, aumento de 44 %, o número de suínos abatidos pela 

indústria, passou de 33,3 para 39,6 mil, aumento de 16 % e a produção de 

carne passou de 2,6 para 3,2 toneladas, aumento de 19,65 % (ABIPECS, 

2011b). O Brasil contribui apenas com 3 % da produção mundial de carne 

suína, enquanto carne bovina e de frango, chega a 15 %. Por ser um mercado 

em expansão, há muito espaço para a carne suína conquistar, de modo que a 

cadeia produtiva de suínos está em constante evolução a fim de fornecer 

produtos de qualidade tanto para o mercado interno quanto externo. 

Entre os principais países importadores da carne suína brasileira estão 

Rússia, Hong Kong, Argentina e Ucrânia, com 40,72 %, 19,43 %, 7,14 % e 6,71 

% do total exportado pelo Brasil, respectivamente, no período de janeiro a 

junho de 2011. (ABIPECS, 2011c). Apesar da crise financeira que ocorreu no 

final de 2008, o mercado brasileiro reagiu no início do primeiro semestre de 

2009, conseguindo inclusive atingir mercados aos quais não tinha acesso, tais 

como a China e África do Sul. Tais mercados, não importavam carne suína, 

devido à falta de habilitação dos frigoríficos e por causa de foco de febre aftosa 

no Paraná e Mato Grosso do Sul em outubro de 2005 (SI, 2011a; SI, 2011b; SI, 

2011c).  

Em maio de 2011, a Rússia importou do Brasil 261 toneladas de carne 

suína, um aumento de 67,8 % quando comparado a janeiro do mesmo ano. 

Entretanto no dia 15 de junho, o país embargou 85 frigoríficos, devido à falta de 

habilitação e deficiência na inspeção sanitária dos mesmos, o que causará 

grande prejuízo aos produtores de carne suína no Brasil (SI, 2011d). Para 

tentar contornar a situação, o Departamento de Inspeção de Produtos de 
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Origem Animal (DIPOA) do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) pretende criar um marco regulatório de sanidade agropecuária 

nacional, inicialmente, reformulando instruções normativas junto ao Ministério 

do Desenvolvimento Agrário (MDA), já que a lei que institui o serviço de 

inspeção de produtos de origem animal é dos anos 50 e sua regulamentação, 

feita por decreto, nos anos 60 (SI, 2011d).  

A globalização incorporou restrições sanitárias, impostas pela União 

Europeia aos países exportadores de produtos de origem animal, quanto à 

presença de resíduos e contaminantes. O Brasil possui o Plano Nacional de 

Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC/Área Animal), que monitora 

diversos resíduos e contaminantes, como antibióticos, promotores de 

crescimento, metais pesados, entre outros, totalizando 171 substâncias 

(BRASIL, 2009a). Em março de 2011, técnicos da delegação europeia 

estiveram em frigoríficos de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e São Paulo, 

principais produtores e exportadores da carne suína brasileira, e constataram 

que os limites de resíduos e contaminantes recomendados pelo Codex 

Alimentarius eram respeitados nos estabelecimentos (SI, 2011f).  

Em conseqüência a estas restrições sanitárias, países membros da 

Organização Mundial de Comércio (OMC), devem rever, implantar e 

implementar os sistemas de controles internos, ou seja, adotar o APPCC – 

Sistema de Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (“Hazard Analysis 

and Critical Control Points – HACCP”). Como já é bem estabelecido, e 

apresenta abordagem científica e sistemática para o processo de produção, o 

APPCC assegura que os controles serão aplicados em determinadas etapas, 

no sistema de produção de alimentos, onde possam ocorrer perigos ou 

situações de risco à saúde humana (FIGUEIREDO e COSTA, 2001). Entretanto 

a ocorrência de casos de infecção alimentar, ligadas a diversos patógenos, 

impõe destaque à importância da qualidade sanitária dos estabelecimentos, 

sob o ponto de vista econômico da suinocultura brasileira (PASSOS et al, 2008; 

WELKER et al, 2010). 

A presença de micro-organismos patogênicos, tais como Salmonella 

ainda constitui um problema de saúde publica e de grande prejuízo econômico 

tanto em países desenvolvidos como em desenvolvimento, representando um 

entrave para a exportação de produtos cárneos de origem suína. Estes micro-

organismos estão presentes em toda a cadeia produtiva da carne suína, desde 
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o nascimento do animal até o produto final, sendo necessárias a adoção de 

medidas efetivas para seu controle e eliminação (PASSOS et al, 2008; 

WELKER et al, 2010). 

1.2 Presença de Salmonella na cadeia produtiva de suínos 

No Brasil, a situação dos rebanhos e dos produtos de origem suína em 

relação à presença de Salmonella é pouco conhecida, pois não existe um 

programa oficial de monitoria ativa da contaminação de carcaças. Entretanto 

em relação à presença de patógenos em produtos de origem animal, o 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) está trabalhando 

no monitoramento microbiológico e controle de Listeria monocytogenes em 

produtos de origem animal, prontos para o consumo, e Salmonella em 

carcaças de frangos e perus abatidos nos estabelecimentos sob Serviço de 

Inspeção Federal (SIF), mas nenhuma destas normas faz referência a produtos 

de origem suína (BRASIL, 2009b; BRASIL, 2003). Porém, como os lotes 

vendidos são testados pelos países importadores, os frigoríficos possuem 

protocolos de monitoria interna e a avaliação da contaminação e o controle da 

Salmonella vem ganhando importância dentro dos programas de boas práticas 

de produção.  

Na produção de suínos, a infecção por Salmonella caracteriza-se por dois 

problemas: a presença de sorotipos patogênicos para os animais que 

provocam gastroenterites e septicemias, e a presença de sorotipos não 

patogênicos que são as principais fontes de contaminação das carcaças nos 

abatedouros e que são patogênicos para humanos (BERSOT, 2005). A 

prevalência de Salmonella em suínos ao abate foi determinada por diversos 

autores. Em estudos realizados por Weiss et al (2002) e Bessa et al (2004) no 

Rio Grande do Sul,  Teixeira et al (2006) em São Paulo e Silva et al (2008) no 

Mato Grosso, indicam ocorrência de Salmonella de 6,4 %, 55,6 %, 23,9 % e 

16,6 % respectivamente.  

Avaliando a contaminação em um sistema integrado de produção, Silva et 

al (2006) relataram que não foi possível isolar Salmonella nos animais em fase 

de creche, porém os animais ao abate apresentavam 76,9 % de ocorrência, 

mostrando que o ponto critico da contaminação pode ter ocorrido na fase de 

terminação, sugerindo a ração como responsável. Resultado semelhante foi 
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encontrado por Müller et al (2009) ao avaliarem os animais no inicio da fase de 

terminação e ao abate, encontrando valores entre 12 e 28 % de ocorrência na 

fase inicial e 90 % ao abate. 

Na Dinamarca, os registros de casos de salmonelose em humanos 

associados ao consumo de produtos de origem suína determinaram a 

implementação do programa de monitoramento e controle dos rebanhos, que 

tem sido modelo para ações semelhantes em outros países produtores e 

exportadores de carne suína. Para enfrentar o problema da presença de suínos 

portadores ao abate e o risco de contaminação das carcaças durante o 

processamento, há necessidade de identificação dos fatores de risco 

associados à infecção e a implementação de medidas de controle nos 

rebanhos (MÜLLER et al, 2010) 

Além da avaliação sanitária das granjas, o transporte e a espera pré-

abate têm sido apontados como pontos críticos de contaminação por 

Salmonella (ROSTAGNO et al, 2003; FUNK et al, 2001). Estudos mostraram 

que em condições experimentais Salmonella Typhimurium pode contaminar 

suínos no período de pré-abate em menos de 2 horas de exposição a 

ambientes contaminados (OLIVEIRA et al, 2007). Ao chegarem ao abatedouro, 

os animais são mantidos em pocilgas por 2 horas no mínimo, período este que 

pode se estender por até 6 a 8 horas à espera do abate. Em estudos realizados 

por Rostagno (2001) foram detectadas 83,3 % de amostras positivas em fezes 

coletadas nos caminhões de transporte e 100 % em amostras oriundas de 

pocilgas utilizadas no descanso pré-abate.  

Suínos sadios podem se tornar infectados, principalmente pela via fecal-

oral, mas também, pela via nasal, no ambiente contaminado ou pelo contato 

direto com animais contaminados (SWANENBURG et al, 2001). A fim de evitar 

a disseminação da infecção nas etapas de transporte e de permanência nas 

pocilgas, algumas medidas de controle devem ser tomadas. É importante evitar 

a mistura de animais de diversas granjas, além de manejá-los com 

tranquilidade e cuidado para minimizar o estresse e se possível os lotes devem 

ser distribuídos em caminhões separados (BAHNSON et al, 2006). A limpeza e 

desinfecção adequada dos veículos de transporte, entre os diversos 

carregamentos são importantes na prevenção da disseminação do agente e 

devem ser monitoradas por meio de controles visuais e bacteriológicos 

(SWANENBURG et al, 2001; ROSTAGNO, 2001). 
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Para que o controle seja efetivo é indispensável a adoção de medidas de 

biossegurança no manejo do rebanho, como intensificação da limpeza e 

desinfecção das instalações, eliminação de animais doentes, controle efetivo 

de insetos e roedores, práticas restritivas em relação à entrada de funcionários 

e visitantes, tal como troca de roupas e calçados, uso de pedilúvios e 

rodolúvios, entre outros (KICH et al, 2007a; FEDORKA-CRAY et al, 2000; 

FEDORKA-CRAY et al, 1994; ROSTAGNO, 2002b; SCHWARZ et al,2009). 

Mannion et al (2007) demonstraram que granjas com alta prevalência tendem a 

ter mais contaminação residual em cochos e equipamentos após limpeza e 

desinfecção de baias. Resultado semelhante foi encontrado por Rajic et al 

(2007) ao verificar que o manejo “todos-dentro-todos-fora” entre lotes, foi capaz 

de diminuir a contaminação por Salmonella nas granjas observadas. Porém, 

estes autores não indicam a utilização apenas deste tipo de manejo, sugerindo 

que a utilização de vazio sanitário e de mais correções de fatores de risco 

também são necessários para a diminuição da presença deste patógeno em 

granjas produtoras de suínos. Neste sentido, Funk (2008) também relaciona 

práticas de biosseguridade, principalmente com relação à limpeza e 

desinfecção, que foram relacionadas com a diminuição da prevalência de 

Salmonella em suínos. 

Dentro do programa de controle, também é importante o 

acompanhamento bacteriológico do processo de fabricação das rações 

fornecidas aos animais. Conforme Lo Fo Wong et al (2002) etapas de 

descontaminação e o controle do processo, além do uso de tratamento térmico 

e ácidos orgânicos, diminuem a contaminação de rações. O que também foi 

relatado pelo estudo de Pellegrini et al (2009) que avaliaram a frequência de 

isolamento de Salmonella em diversas etapas do processo da produção de 

ração para suínos verificando que áreas como a armazenagem e a recepção 

eram críticas.  

1.3 Bactérias do gênero Salmonella 

As bactérias do gênero Salmonella fazem parte da família 

Enterobacteriaceae. A classificação taxonômica proposta por Popoff e Le Minor 

(1997) consiste em: gênero, espécie, subespécie e sorotipos. O gênero 

Salmonella, é classificado em 3 espécies: Salmonella enterica, Salmonellla 



10 
 

bongori e Salmonella subterrânea (TINDALL et al, 2005; SHELOBOLINA et al, 

2004). O gênero possui um total de 2.579 sorotipos, dos quais, 2.557 

pertencem à espécie Salmonella enterica e 22 à espécie Salmonella bongori. 

Entre os sorotipos presentes na espécie Salmonella enterica, 1.531 (59,87 %) 

são da subespécie enterica, na qual estão incluídas os sorotipos Typhi, 

Enteritidis e Typhimurium. Cerca de 99,5 % das salmoneloses humanas e 

animais, são atribuídas à Salmonella enterica subespécie enterica (GRIMONT 

e WEILL, 2007).  

Salmonellas são bastonetes gram-negativos, anaeróbios facultativos, com 

flagelos móveis, exceto os sorotipos Pullorum e Gallinarum. A temperatura 

ótima de crescimento é 37 °C e multiplicam-se em uma faixa de pH entre 4,5 e 

9,5. A atividade de água (aa) necessária para o desenvolvimento é acima de 

0,93 (D'AOUST, 2001; BRENNER et al, 2000). O perfil bioquímico caracteriza-

se por produção de ácido sulfídrico e gás carbônico a partir da glicose e outros 

carboidratos, exceto lactose e sacarose. São oxidase e catalase positivas e 

capazes de se multiplicarem utilizando citrato como única fonte de carbono. Em 

geral, produzem ácido sulfídrico (H2S), descarboxilam lisina e ornitina, e não 

hidrolisam a uréia (BRENNER et al, 2000). Bactérias do gênero Salmonella são 

capazes de resistir por até nove meses em solos úmidos, água e em insumos 

para alimentação animal. São sensíveis à luz solar e a diversos desinfetantes 

utilizados nas indústrias, tais como fenóis, clorados e iodados. São capazes de 

permanecerem viáveis por 13 meses a -21 °C no ambiente. Entretanto, são 

inativadas a 60 °C por cinco minutos (OLIVEIRA, 2000).  

Apesar da diferente gama de hospedeiros, vários destes sorotipos de 

Salmonella enterica tem relação muito próxima, já que apresentam cerca de 90 

% de similaridade em seu DNA. Contudo, cada sorotipo apresenta regiões 

específicas de inserções ou elisões, distribuídas em várias partes do 

cromossomo, cujos produtos dos genes podem estar envolvidos na habilidade 

peculiar de cada sorotipo em infectar uma variedade de hospedeiros 

(EDWARDS et al, 2002).  

Em 1896, o médico francês Georges Widal observou que bacilos isolados 

de pessoas acometidas por febre tifoide eram aglutinados quando em contato 

com o soro sanguíneo dos doentes, criando assim o teste que ficou conhecido 

como sorodiagnóstico. Isso permitiu que, em 1926, White organizasse um 

esquema de identificação de Salmonella a partir da análise dos diferentes tipos 
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de antígeno O, H e Vi que possuem, classificando-as em sorotipos (GRIMONT 

et al, 2000; LEDERMANN, 2003). Esse esquema foi aperfeiçoado por 

Kauffmann em 1961, passando a ser conhecido como Kauffmann-White. Tem 

grande importância epidemiológica, sendo periodicamente atualizado pelo 

Centro de Colaboração para Referência e Pesquisa em Salmonella da 

Organização Mundial de Saúde (WHO Collaborating Centre for Reference and 

Research on Salmonella) (POPOFF, 2001; GRIMONT et al, 2000; 

LEDERMANN, 2003).  

O antígeno “O” ou somático é a fração polissacarídica do 

lipopolissacarídio (LPS) da parede celular das bactérias Gram negativas. A 

cadeia lateral do antígeno O extende-se para a superfície bacteriana e a 

sequência específica de carboidratos que a formam variam entre as diferentes 

espécies bacterianas e mesmo entre os diversos sorotipos, caracterizando-os 

antigenicamente (GRIMONT et al, 2000). 

O antígeno “H” está presentes nos flagelos e são compostos de 

subunidades protéicas chamadas flagelinas. Diferentemente das outras 

enterobactérias a maioria das Salmonella são bifásicas, ou seja, podem 

apresentar alternadamente flagelos de fase 1 (específica) e fase 2 (não 

específica), cuja expressão é controlada por dois genes cromossômicos 

diferentes. Algumas Salmonella só apresentam flagelos de uma fase 

(monofásicas) e outras não apresentam flagelo (imóveis) (GRIMONT et al, 

2000).  

O antígeno Vi ou capsular é um polímero polissacarídico sintetizado pela 

bactéria e depositado sobre a superfície externa da parede celular. Está 

presente em apenas três sorotipos de Salmonella, Typhi, Paratyphi C e Dublin 

(GRIMONT et al, 2000).  

Os fatores antigênicos O são identificados através de números arábicos e 

caracterizam os sorogrupos, denominados por letras maiúsculas de A a I, onde 

são reunidos os sorotipos que possuem antígenos somáticos iguais. Os 

antígenos flagelares (H) de fase 1 e 2 são representados respectivamente por 

letras minúsculas e números arábicos. Já o antígeno capsular (Vi) apresenta 

um único tipo imunológico tendo menor importância em termos de 

classificação. A união desses dados dá origem à fórmula antigênica, específica 

para cada sorotipo (GRIMONT, 2000). Salmonella Typhimurium, por exemplo, 

pertence ao sorogrupo B e sua fórmula antigênica é 1,4,5,12:i:1,2.  
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1.4 Epidemiologia  

Salmonella é de difícil controle na produção animal, uma vez que os 

animais podem ser portadores assintomáticos disseminando a bactéria pelas 

fezes (FEDORKA-CRAY et al, 1995). Esses animais desempenham importante 

papel na propagação da infecção no rebanho e consequentemente servem 

como fonte de contaminação alimentar e infecção humana (ROSTAGNO et al, 

2002a; HEGDE et al, 2005; BAHNSON et al, 2006). Esta bactéria é um 

importante patógeno envolvido em enfermidades alimentares e suínos e o seu 

sistema de produção têm sido implicados como importantes fontes de 

contaminação (HALD et al, 2003; SORENSEN et al, 2004).  

O animal infectado pode ou não desenvolver sintomas clínicos da doença, 

entretanto o portador e consequente disseminador de salmonela é a forma 

mais importante de manutenção do agente nos rebanhos e de sua entrada nos 

frigoríficos (SCHWARTZ, 2000). O risco de infecção por Salmonella em 

humanos pelo consumo de carne suína está relacionado com a presença de 

carcaças positivas no frigorífico (HURD et al, 2008). Este risco depende de 

múltiplos fatores: nível de infecção nas granjas (NOLLET et al, 2005); higiene 

durante o processamento da carcaça no frigorífico (BORCH et al, 1996); 

condições de estocagem e distribuição (MANN et al, 2004) e, finalmente, a 

manipulação, armazenamento e preparo da carne pelo consumidor (HILL et al, 

2003). Salmonella pode causar grande variedade de doenças em humanos 

desde febre tifoide, bacteremia e gastrenterite. É um dos principais micro-

organismos associados com casos de gastrenterite veiculada por alimentos em 

todo o mundo e um importante problema de saúde publica (CDC, 2007; 

PAYMENT e RILEY, 2002). 

Crianças, idosos e imunodeprimidos são relacionados como o grupo mais 

afetado por salmonelose, verificando-se nesse grupo a maioria dos casos de 

hospitalizações e óbito nos Estados Unidos (CDC, 2010a). Segundo a 

European Food Safety Authority (EFSA, 2008), os principais alimentos 

envolvidos em surtos humanos, estão relacionados ao consumo de carnes mal 

cozidas e ovos crus, associados a quase 40 % dos casos na Europa. Entre os 

casos de salmonelose em humanos, foi estimado que 24 % estão relacionados 

ao consumo de carne suína nos Estados Unidos (CDC, 2010a; CDC, 2010b), 

sendo responsável por 11 % dos surtos na União Européia (ETHELBERG et al, 
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2008). Nos Estados Unidos, anualmente, são diagnosticados entre 30.000 a 

40.000 casos de salmonelose pelo Center for Disease Control and Prevention 

(CDC), porém, devido a muitos casos não serem relatados, estima-se que a 

incidência seja de aproximadamente 1,4 a 4 milhões de infecções e de 500 a 

600 casos fatais a cada ano (USDA, 2010; CDC, 2010a). 

No Brasil, Greig e Ravel (2009) avaliaram dados epidemiológicos de 

doenças de origem alimentar reportados internacionalmente durante o período 

de 1988 a 2007 e encontraram 4.093 surtos causados por alimentos, nos quais 

se conheciam o agente etiológico e o tipo de alimento envolvido. Salmonella foi 

responsável pela maioria dos surtos, com destaque para o sorotipo 

Typhimurium envolvido em 270 surtos, sendo ovos, carne suína e produtos 

lácteos os principais veículos deste micro-organismo.  

Na maioria dos casos o isolamento do agente etiológico ou a pesquisa 

para confirmação do possível alimento incriminado são negligenciados, o que 

contribui para sub-notificação e sub-estimativa da prevalência de salmonelose 

em humanos (SANTOS et al, 2002). No Brasil foram notificados 6.062 surtos 

de doenças de origem alimentar durante 1999 a agosto de 2008, com 117.330 

pessoas doentes e 64 mortes. Em 3088 surtos não foi possível identificar o 

agente etiológico e Salmonella foi o principal micro-organismo envolvido nos 

surtos restantes (SVS, 2009). Devido à característica auto-limitante, na maioria 

dos casos de salmonelose as pessoas acometidas não procuram atendimento 

médico aos primeiros sinais da doença.  

Em estudo realizado por Chaves, Gonçalves e Franco (2000), no Rio de 

Janeiro, foram encontradas 10 % das amostras de linguiça frescal de origem 

suína positivas para Salmonella, enquanto Tavechio et al (2002) em São Paulo, 

relataram 5 % de ocorrência de Salmonella em salsicha e Lobo et al (2001) 

encontraram a mesma percentagem em salames coloniais positivos no Rio 

Grande do Sul.  

 Em humanos, Salmonella Typhimurium é o sorotipo mais comumente 

associado ao consumo de produtos de origem suína contaminados, os 

sintomas iniciais da doença são náuseas e vômitos que geralmente, não 

persistem após o inicio da diarreia. Durante a salmonelose aguda, as fezes 

podem conter um bilhão de células de Salmonella por grama (PRESCOTT, 

HARLEY e KLEIN, 2002). A enfermidade clínica causada ao homem pela 

ingestão de alimentos contaminados por Salmonella tem um período de 
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incubação de 8 a 36 horas, com os extremos oscilando entre 5 e 72 horas 

(SCHAECHTER, 2004). A duração é, usualmente, de 4 a 7 dias e a maioria das 

pessoas se recuperam. No entanto, em alguns indivíduos a diarreia pode ser 

tão severa que o paciente precisa ser hospitalizado.  

O problema humano se agrava quando o patógeno apresenta resistência 

às drogas de eleição para o seu tratamento. Há consenso em vários países 

que o uso indiscriminado de antibiótico na produção animal é uma das causas 

do aumento da resistência antimicrobiana. Patógenos com genes de 

resistência podem circular entre humanos, animais e outros ecossistemas, via 

contato com animais ou através do consumo de alimento ou água contaminada 

(NOLLET et al, 2006; KICH e CARDOSO, 2004b). 

1.5 Patogenia em suínos  

As infecções causadas por Salmonella apresentam patogenia complexa, 

sendo o primeiro passo no processo de doença, a transmissão da bactéria para 

um hospedeiro susceptível. A dose necessária para iniciar a infecção é de 105 

a 1010 bactérias variando conforme a cepa e o estado geral do hospedeiro. 

Uma quantidade maior de inóculo é necessária para superar a barreira de 

acidez do estômago e competir com a microbiota do intestino. No entanto, a 

dose infectante pode ser reduzida quando a bactéria é ingerida com alimentos 

que passam rapidamente pelo estômago, como líquidos, ou com alimentos que 

neutralizam a acidez estomacal (MILLER et al, 1999). 

Salmonella Choleraesuis é o sorotipo que possui maior capacidade 

invasiva, não necessitando de grande carga bacteriana para provocar a 

doença. Este sorotipo possui predileção pelo íleo e cólon enquanto Salmonella 

Typhimurium é menos invasiva e necessita de maior quantidade de células 

bacterianas para induzir a doença (KICH, 2007a). Segundo Hurd et al (2001), 

Salmonella Typhimurium pode ser encontrada em enterócitos e linfonodos 

mesentéricos duas horas após a ingestão, ou seja, o trato intestinal é 

colonizado rapidamente.  

O ambiente estomacal de suínos pode apresentar pH 2,5 ou inferior, 

fazendo com que muitas bactérias em trânsito sejam eliminadas (BOYEN et al, 

2008). Alguns fatores, tal como a proteção exercida pela matéria orgânica 

presente nas rações, permitem que Salmonella resista às condições 
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estomacais (BÜNZEN, 2006). Somado a isto, as bactérias desenvolvem 

mecanismos de defesa, como a produção de proteínas de resistência ao 

choque ácido, já identificado em amostras de Salmonella (AUDIA, WEBB e 

FOSTER, 2001).  
A bactéria que sobrevive à passagem pelo estômago, chega ao intestino 

delgado onde encontrará outros fatores antibacterianos, incluindo sais biliares, 

lisozimas e defensinas. Embora seja sugerido que os sais biliares suprimam a 

invasão dos enterócitos por Salmonella (PROUTY e GUNN, 2000), a 

resistência in vitro a esse fator já foi relatada em cepa do sorotipo Typhimurium 

(VAN VELKINBURG e GUNN, 1999). Por outro lado, a concentração de sais 

biliares é maior no duodeno, o que poderia explicar o fato de Salmonella ser 

encontrada preferencialmente colonizando íleo, ceco e cólon (BOYLE et al, 

2008). 

A aderência à mucosa intestinal é descrita como a primeira etapa da 

infecção por Salmonella em suínos (McGHIE et al, 2009). Mais de 200 fatores 

de virulência já foram associados à Salmonella, porém muitos não estão ainda 

completamente caracterizados (GRIFFITH, SCHWARTZ e MEYERHOLZ, 

2006). Os fatores de virulência estão envolvidos na adesão, invasão, 

citotoxicidade e persistência intracelular. Estruturas como flagelos, fímbrias, 

ilhas de patogenicidade, plasmídeos, lipopolissacarídeos da membrana 

externa, estão sendo caracterizados como importantes fatores de virulência 

(McGHIE et al, 2009). 

 Durante a invasão, a bactéria induz uma resposta inflamatória intensa no 

local (VOLF, 2007). Esta resposta inflamatória resulta em alterações na 

anatomia histopatológicas, ocorrendo a perda da integridade epitelial e 

causando diarreia intensa, caracterizada pela perda de água, eletrólitos e 

proteínas plasmáticas para o lúmen intestinal (VANNUCCI e GUEDES, 2009; 

VOLF, 2007). 

Apesar da diferença na apresentação clínica entre sorotipos adaptados e 

não adaptados ao hospedeiro, a rota de transmissão é muito similar em ambos 

os grupos (GRIFFITH, SCHWARTZ e MEYERHOLZ, 2006). Segundo Paulin et 

al (2007), a maior diferença residiria na capacidade de multiplicação, ou seja, o 

crescimento rápido da Salmonella Typhimurium nos enterócitos levaria à 

indução de resposta inflamatória mais intensa localizada na sua porta de 

entrada. Ao contrário, Salmonella Choleraesuis consegue ficar protegida do 
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ataque do sistema imune, permanecendo em macrófagos e células dendríticas, 

atingindo a corrente sanguínea e infectando órgãos internos (DLABAC et al, 

1997). 

Um fator discutido na literatura como facilitador da infecção e excreção de 

Salmonella pelo hospedeiro é o estresse. Embora seu mecanismo direto não 

esteja totalmente esclarecido, existem algumas indicações de que 

catecolaminas possam ter um papel importante nessa ocorrência (GRIFFITH, 

SCHWARTZ e MEYERHOLZ, 2006). Segundo Boyle (2008) as catecolaminas 

são liberadas em decorrência do estresse, levando à redução da produção de 

ácido gástrico e aumentando a motilidade intestinal. Em consequência do 

aumento do pH estomacal Salmonella poderá chegar mais facilmente ao 

intestino. Entretanto Rostagno (2009) mostra a dificuldade em determinar 

mecanismos do estresse, devido à metodologia de pesquisa empregada em 

animais, uma vez que os parâmetros utilizados para medir estresse 

apresentam baixa especificidade. Em outras palavras, é difícil determinar se o 

aumento da ocorrência de infecção e/ou excreção está realmente relacionado 

ao estresse e não a outros fatores que possam estar presentes.  

1.6 Resistência à antimicrobianos  

Para autores como, Gebreyes et al (2004), Menten (2001), Yan et al 

(2003), e Zhao et al (2007) a utilização de antimicrobianos na dieta animal pode 

promover a resistência bacteriana cruzada para humanos, quando são 

consumidos produtos de origem animal submetidos a tais dietas. Isso restringe 

a comercialização de carne produzida com a utilização destes, por vários 

países da OMC (SI, 2011e). Os surtos causados pela ingestão de alimentos 

contaminados sugerem a possibilidade de transmissão de eventuais linhagens 

resistentes pela cadeia alimentar. Como consequência, há aumento de falhas 

no tratamento de pacientes e aumento da severidade das infecções (ANGULO, 

NARGUND e CHILLER, 2004).  

Durante muito tempo, as classes de antimicrobianos utilizados na 

prevenção ou no tratamento de infecções bacterianas, em animais de 

produção, eram as mesmas utilizadas na medicina humana (SCHWARZ, 

KEHRENBERG e WALSH, 2001). Com isso, seu uso na agricultura e na área 

veterinária vem sendo discutido e, desde então, algumas medidas vêm sendo 
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adotadas para reduzir linhagens resistentes (CAPRIOLI et al, 2000). A partir de 

2006, a União Europeia passou a banir o seu uso como promotor de 

crescimento animal. Por outro lado, é possível que a sua retirada possa resultar 

apenas em uma redução nas falhas de tratamentos dos pacientes (DAVIES, 

2006). 

Devido à complexidade das vias de transmissão de Salmonella, desde os 

animais aos consumidores, é difícil atribuir o uso de antimicrobianos em 

animais de produção aos problemas de saúde em humanos (PHILLIPS et al, 

2004). Um estudo avaliando a incidência de resistência em Salmonella 

Enteritidis em relação ao uso de antimicrobianos realizado na Inglaterra e País 

de Gales demonstrou que o aumento do uso veterinário de tetraciclina teve 

impacto insignificante na ocorrência de resistência a esta droga. Ao mesmo 

tempo, o declínio registrado no uso de trimetropim não refletiu na redução da 

ocorrência de resistência a este antibiótico em Salmonella Enteritidis e 

Salmonella Typhimurium (THRELFALL et al, 2006). Hopkins et al (2010) 

relataram a prevalência de Salmonella enterica sorovar 4,{5},12:i:-, com 

resistência a ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina em vários 

países europeus. As amostras eram provenientes de humanos, de suínos e de 

produtos de origem suína entre 2006 e 2008. Os autores argumentaram que 

este sorotipo pode ser uma variante genética da Salmonella Typhimurium DT 

104, que teve seus índices de isolamento reduzidos na Europa a partir de 2006 

(RIBOT et al, 2002) 

Vários países monitoram a resistência aos antimicrobianos de micro-

organismos transmitidos pelos alimentos. A resistência aos antimicrobianos em 

Salmonella isolada de carne suína foi relatada em cinco países membros da 

União Européia (EFSA, 2006). Os isolados, incluindo os sorotipos Derby, 

Enteritidis, Infantis, Londres, Saintpaul, Senftenberg, Typhimurium e Virchow e 

outros não identificados, demonstraram resistência à ampicilina variando de 21 

% a 35 %, sulfonamidas (36 % a 52 %) e tetraciclina (38 % a 59 %). A 

resistência à ciprofloxacina e à enrofloxacina foi observada na Dinamarca e 

Itália, respectivamente, em taxas de 1 % e 0,6 % (EFSA, 2006). 

No Brasil, Weiss et al (2002) analisaram Salmonella isoladas de amostras 

de fezes, linfonodos e conteúdo intestinal de suínos de terminação no Rio 

Grande do Sul. Os testes de resistência aos antimicrobianos demonstraram 97 

% de resistência à sulfonamida, 82,6 % à estreptomicina, 36,9 % à tetraciclina 
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e 15,2 % ao sulfazotrim. Em Santa Catarina, Menin et al (2008) verificaram que 

as infecções entéricas em suínos são responsáveis por 30 % das perdas 

econômicas na suinocultura industrial e 60 % dos gastos com antimicrobianos 

na produção, sendo a Salmonella  um dos principais patógenos envolvidos em 

casos de diarreia em suínos nas diferentes faixas etárias. Nas amostras de 

Salmonella isoladas houve maior resistência aos antimicrobianos oxitetraciclina 

(77 %) e tetraciclina (42,1 %); e menor resistência a gentamicina (3,5 %) e 

amoxicilina (4,8 %). 

No Brasil, entre os anos de 2004 a 2006 houve a implementação pelo 

Ministério da Saúde do Programa PREBAF - Programa Nacional de 

Monitoramento da Prevalência e da Resistência Bacteriana em Frango 

(carcaças congeladas) como parte do conjunto de estratégias de ação 

definidas pela ANVISA para a área de alimentos. O estudo foi realizado de 

acordo com recomendações do Codex Alimentarius para programas de 

vigilância e controle sobre a resistência microbiana em microrganismos 

zoonóticos transmitidos por alimentos (ANVISA, 2008). As informações 

geradas permitiram a visualização adequada do problema e forneceriam 

subsídio para as medidas de controle necessárias. Esta pesquisa deve ser 

ampliada para todos os produtos de origem animal já que é restrita à carne de 

frango e medidas semelhantes podem ser empregadas na produção de suínos. 

1.7 Bacteriófagos 
 
1.7.1 Definição e caracterização 

Bacteriófagos são vírus que infectam e replicam-se em bactérias. Em 

outras palavras, são parasitas intracelulares obrigatórios que utilizam, parcial 

ou integralmente, a estrutura de bactérias específicas para sua replicação 

(MAYER, 2005; KUTTER e SULAKVELIDZE, 2005). Segundo Brussow e Kutter 

(2005), existem aproximadamente 1032 bacteriófagos no planeta, sendo a 

forma mais abundante de vida na Terra. São ubiquitários, podendo ser isolados 

do solo, água e do organismo de humanos e animais (DABROWSKA et al, 

2005; ATTERBURY et al, 2007). 

Exibem ampla variedade morfológica, podendo medir de 24 a 200 

nanômetros, e apresentar estruturas tais como capsídeo (ou cabeça), 
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constituinte genômico e cauda, os quais são parâmetros utilizados em sua 

taxonomia. Ao total, os bacteriófagos são subdivididos em treze famílias, sendo 

Myoviridae, Podoviridade e Siphoviridae as mais frequentes (ACKERMANN, 

2005).  

 

Figura 1. Famílias de Bacteriófagos. Fonte: (KUTTER e SULAKVELIDZE, 2000). 
 
O capsídeo pode ser de forma icosaédrica, cúbica, filamentosa ou 

pleomórfica fornecendo proteção ao DNA de fita simples ou dupla, ou RNA no 

seu interior (ACKERMANN, 2005). Alguns apresentam estrutura em forma de 

cauda que contêm receptores para sítios de ligação na parede bacteriana, 

onde ocorre a fixação e o transporte do genoma viral para o interior da célula 

(MAYER, 2005). Em geral, todas as estruturas bacterianas expostas na parede 

celular constituem receptores de bacteriófagos em bactérias gram-positivas e 

gram-negativas (SKURNIK e STRAUCH, 2006; GREGORACCI et al, 2006). 

Dentro da célula bacteriana há duas possibilidades de replicação: o ciclo lítico e 

o ciclo lisogênico. No ciclo lítico, característico dos fagos virulentos, a 

replicação viral ocorre dentro da célula hospedeira, e após um ciclo de 

replicação, causa a lise bacteriana com liberação de novas partículas virais. Já 

no ciclo lisogênico, característico dos bacteriófagos temperados, o material 

genético integra-se ao genoma da bactéria hospedeira e permanece integrado 

replicando-se de forma concomitante à duplicação genômica da bactéria 

(ALISKY et al, 1998; HAGENS e LOSSNER, 2007; BRUSSOW, CANCHAYA e 

HARDT, 2004).  
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Os bacteriófagos que desenvolvem o ciclo lítico são os que apresentam 

potencial para o uso como controle biológico de bactérias, pois levam à lise 

bacteriana. O ciclo de infecção dos bacteriófagos inicia-se pela adesão a 

receptores presentes na superfície bacteriana, que podem ser proteínas, 

peptideoglicanos, lipopolissacarídeos, flagelos ou fímbrias (ACKERMANN, 

2005; HOUSBY e MANN, 2009). Após fixação, o material genético do 

bacteriófago é injetado no citosol da bactéria, por meio da contração da cauda 

(LEVY, FRAENKEL-CONRAT e OWENS, 1994). Segue-se então a replicação 

viral, na qual o genoma do bacteriófago é transcrito dentro da bactéria 

hospedeira, redirecionando a estrutura sintética da célula para produção e 

formação de novas partículas virais. Este acúmulo de vírions no citoplasma 

leva à ruptura da bactéria e à liberação destes devido ao acúmulo de lisozimas 

e endolisinas que agem formando poros sobre a camada de peptideoglicano 

(SKURNIK e STRAUCH, 2006; GREGORACCI, SILVEIRA e BRPCCHI, 2006). 

De acordo com Hanlon (2007), de uma única célula bacteriana são liberados 

em torno de 100 vírions prontos para infectar novas células.  

É neste processo lítico que baseia-se o biocontrole, ou seja, uma vez 

identificada a bactéria responsável por uma dada infecção, combatê-la 

naturalmente, usando para isso um bacteriófagos específico. Esse interesse é 

baseado em certas características como a alta capacidade de multiplicação dos 

bacteriófagos, a aparente ausência de toxicidade, especificidade para 

hospedeiros bacterianos, sem atuar na microbiota comensal e sua abundância 

na natureza (GARCÍA e LÓPEZ, 2002; HAGENS e LOESSNER, 2007). A 

utilização de bacteriófagos no controle biológico de patógenos tem grande 

potencial para aumentar a segurança microbiológica de alimentos, baseada em 

sua longa história de uso seguro, relativamente fácil manuseio e sua alta 

atividade antimicrobiana específica (GARCIA, MARTINEZ e RODRIGUEZ, 

2008; SKURNIK, PAJUNEN e KILJUNEN, 2007; STRAUCH, HAMMERL e 

HERTWIG, 2007). 

1.7.2 Utilização de bacteriófagos em biocontrole de patógenos 

Uma característica que torna atraente a utilização dos bacteriófagos em 

alimentos é a sua natureza discriminatória. A maioria dos bacteriófagos 

conhecidos interagem apenas com num conjunto de bactérias que expressam 
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um determinado sítio de ligação. Portanto bactérias sem esses receptores não 

são afetadas. Esta gama restrita de hospedeiros é também um desafio 

significativo para a fago terapia. O nível de especificidade requer o uso de um 

pool de bacteriófagos para a profilaxia de infecções bacterianas na maioria dos 

casos (SKLAR e JOERGER, 2001; LEVIN E BULL, 2004; MATSUZAKI et al, 

2005). 

O potencial da utilização de bacteriófagos para controlar bactérias de 

importância para a qualidade e segurança dos alimentos foi discutida em 

diversas revisões (GORSKI e WEBWE, 2005; GREGORACCI, SILVEIRA e 

BROCCHI, 2006; SKURNIK e STRAUCH, 2006; McLAUGHLIN, 2006a; 

McLAUGHLIN e KING, 2008). Bacteriófagos também são indicados para 

prevenir ou reduzir a colonização por patógenos e as doenças em animais, 

para descontaminação de carcaças, para desinfecção de equipamento e 

superfícies de contato e para estender a vida útil de alimentos perecíveis e 

como conservantes naturais de alimentos (LEVERENTZ et al, 2001; 

MARTINEZ et al, 2008; BIGWOOD et al, 2008; GREER, 2005; GARCIA, 

MARTINEZ e RODRIGUEZ, 2008; HUNGARO, 2010).  

Estudos, in vitro e in vivo, demonstraram que ao contrário da resistência 

bacteriana aos antibióticos, os bacteriófagos estão constantemente evoluindo 

para contornar obstáculos do hospedeiro à infecção. Este fato foi observado 

por Smith e Huggins (1982) que verificaram que fagos líticos que apresentavam 

como alvo Escherichia coli portadoras do antígeno K1, foram mais eficazes que 

vários antibióticos tanto, in vitro quanto, in vivo. Uma dose simples dos fagos 

anti-K1, via intramuscular (IM), foi capaz de curar camundongos infectados por 

Escherichia coli O18:K1:H7, IM ou intracerebral. Múltiplas doses diárias de 

tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol ou trimetropim com sulfafurazol, não foram 

eficientes na prevenção da mortalidade dos animais. Estreptomicina foi a única 

droga que apresentou resultado semelhante ao dos bacteriófagos, porém, 

necessitando de vários dias de tratamento. Huff et al (2004) observaram um 

resultado superior da quinolona enrofloxacina em relação aos bacteriófagos na 

terapia contra aerossaculite por E. coli em frangos. A mortalidade nos grupos 

tratados com fagos (dose única, IM) ou enrofloxacina (50 partes por milhão na 

água de consumo, por 7 dias) foi de 15 % e 3 %, respectivamente, enquanto no 

grupo não tratado foi de 68 %. No grupo de animais que recebeu 

simultaneamente fagos e enrofloxacina, nenhum dos animais morreu, 
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demonstrando uma sinergia entre os dois tratamentos. Em experimento 

semelhante, o benefício do uso de bacterióafagos Esc-A foi superior ao do 

antimicrobiano cloromicetina no controle de colibacilose em aves. Nos animais 

tratados com fagos a morbidade e a mortalidade na primeira semana de 

tratamento (26 % e 1,2 %) foram menores em relação ao grupo tratado com 

cloromicetina (36 % e 6 %) e o não tratado (51,6 % e 14 %) (XIE et al, 2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



23 
 

CAPITULO II 
 
 

ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E BIOQUÍMICA DE 
BACTERIÓFAGOS DE SALMONELLA TYPHIMURIUM A PARTIR DE FEZES 

SUÍNAS 

 
 

RESUMO 
 
A carne suína é a mais consumida e produzida no mundo e Salmonella está 

entre as principais causas de doenças transmitidas por estes alimentos. Desta 

forma, há uma necessidade de desenvolvimento de metodologias de 

biocontrole deste patógeno e os bacteriófagos ressurgem como uma 

alternativa. Este trabalho teve como objetivos isolar, caracterizar e avaliar o 

efeito dos bacteriófagos líticos para o biocontrole de Salmonella Typhimurium, 

in vitro. Os bacteriófagos foram utilizados em forma de pool e avaliados no 

biocontrole de Salmonella Typhimurium, in vitro. Foi possível o isolamento de 

bacteriófagos em 75 % das propriedades e após propagação eles alcançaram 

contagem entre 1010 e 1011 PFU/ mL. Os bacteriófagos apresentaram atividade 

sobre diferentes estirpes de Salmonella. Em relação à morfologia, todos 

apresentaram cabeça icosaédrica e pequenas caudas o que indica serem da 

ordem Caudovirales e da família Podoviridae. O efeito dos bacteriófagos sobre 

a contagem de Salmonella em meio de cultura foi dependente da concentração 

de bacteriófago utilizada. As maiores reduções de células viáveis de 

Salmonella foram de, aproximadamente, 2,5 log UFC/ mL obtidas nos cultivos 

de bacteriófagos com MOI: 10000. Embora não tenha sido totalmente 

eliminado, o resultado demonstrou uma considerável redução da contagem de 

Salmonella Typhimurium, sugerindo o potencial que os bacteriófagos possuem 

para o biocontrole deste patógeno. Existe a necessidade de trabalhos futuros 

para avaliação da atividade do pool de bacteriófagos diretamente aplicados em 

suínos infectados, a fim de desenvolver uma metodologia que seja efetiva e 

possa ser utilizada como tecnologia direta ou complementar no biocontrole de 

Salmonella Typhimurium. 

 

Palavra chave: Salmonella Typhimurium, biocontrole, bacteriófago. 
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1. Introdução  

A carne suína é uma fonte de proteína animal muito importante no mundo, 

representando quase metade da produção e do consumo de carnes, com mais 

de 101 milhões de toneladas (USDA, 2010), das quais aproximadamente 50 % 

ocorrem na China, 20 % na União Europeia (UE) e 8 % nos Estados Unidos da 

América (EUA). O Brasil é o quarto maior produtor e o quinto consumidor em 

termos absolutos, desempenhando na última década, crescimento de 19,65 % 

na produção e 16,08 % nos volumes exportados, atingindo a cifra de US$ 1,3 

bilhão exportados em 2010 (ABIPECS, 2010). 

Estudos mostram que Salmonella está entre as principais causas de 

doenças transmitidas por carne suína (HALD et al, 2003). Animais portadores 

assintomáticos, além de servirem como disseminadores da bactéria no rebanho 

possibilitam a veiculação desse micro-organismo nos produtos de origem 

animal, tornando-o um dos principais agentes envolvidos em infecções 

alimentares em todo o mundo (FEDORKA-CRAY et al, 2000). O aumento das 

doenças transmitidas por estes alimentos têm sido motivo de preocupação, por 

representar um problema de saúde pública e acarretar barreiras a 

comercialização (HALD et al, 2003). 

A detecção deste patógeno nas suinoculturas é importante para que 

medidas sejam tomadas para controlar ou reduzir esta contaminação, 

impedindo que chegue aos produtos cárneos, uma vez que a redução das 

taxas de infecção pré-abate resultam em aumento da segurança destes 

produtos conforme relatado pelos autores, Hurd et al (2002), Rostagno et al 

(2003), Oliveira et al (2007) e Muller et al (2009). 

A frequência de bactérias patogênicas resistentes a antibióticos presentes 

em produtos de origem animal tem levado ao questionamento do uso de 

antibióticos como promotores de crescimento (FEDORKA-CRAY et al, 2002). O 

uso indiscriminado promoveu o desenvolvendo de diversos mecanismos de 

resistência e atualmente já foram reconhecidas linhagens de bactérias 

resistentes a todos os antibióticos em uso comercial e patógenos 

multirresistentes tornam-se cada vez mais comuns (GEBREYES et al, 2004); 

ZHAO et al, 2007). Desta forma, há uma necessidade de desenvolvimento de 

práticas terapêuticas alternativas e os bacteriófagos ressurgem esta fonte. 
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O biocontrole envolvendo bacteriófagos possui diversas características 

positivas em relação ao uso de antibióticos, dentre elas destacam-se, alta 

especificidade, capacidade de auto reprodução e sua produção rápida e barata 

por isso tais alternativas estão sendo cada vez mais exploradas e estudadas 

(GARCIA, MARTINEZ e RODRIGUEZ, 2008). Assim, este trabalho teve como 

objetivos isolar, caracterizar e avaliar o efeito dos bacteriófagos líticos de fezes 

na forma de biocontrole de Salmonella Typhimurium “in vitro”. 

2. Material e métodos 

O presente trabalho foi conduzido no Laboratório de Microbiologia de 

Patógenos de Origem Alimentar e Hídrica (LAMPOAH) do Departamento de 

Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

Todos os ensaios foram repetidos três vezes e as análises realizadas em 

triplicatas. 

2.1. Micro-organismo hospedeiro 

Foi utilizada a cepa de Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 

Typhimurium (ATCC 14028) proveniente do LAMPOAH do DTA da UFV. Este 

micro-organismo foi utilizado como hospedeiro no processo de propagação dos 

bacteriófagos.  

2.2.  Coleta de amostras de fezes suínas 

As amostras para o estudo foram coletadas, a partir de fezes suínas 

frescas, em suinoculturas na região de Viçosa, Teixeiras e Coimbra no estado 

de Minas Gerais. Cada amostra era constituída de 25 g de fezes. Foram 

coletadas um total de 187 amostras de fezes frescas conforme detalhadas na 

Tabela 1. 
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Tabela 1. Detalhamento da coleta de amostras de fezes suínas 
 

Região Suinocultura
Nº de amostras  
(% do total da 

Região) 

Total de amostras por 
Região  

(% de amostras do total) 

A 36 (58,1 %) 
Viçosa 

S 10 (16,1 %) 
62 (33,2 %) 

 B 16 (25,8 %)  

Coimbra Dp1 18 (51,4 %) 35 (18,7 %) 

 Dp2 17 (48,6 %)  

T1 14 (15,6 %) 

T2 31 (34,4 %) Teixeiras 

T3 45 (50 %) 

90 (48,1 %) 

 

As amostras de fezes frescas de suínos, após coleta, foram 

acondicionadas em embalagem de polietileno de baixa densidade, mantidas 

em ambiente refrigerado a 15 ºC e transportadas ao LAMPOAH para posterior 

analise. 

2.3.  Isolamento de Salmonella em fezes suínas 

As amostras foram submetidas ao pré-enriquecimento, transferindo 25 g 

das fezes para 225 mL de Solução Salina Peptonada 1 % Tamponada (Difco), 

homogeneizadas por um minuto em “stomacher” (Stomacher ® circulator), 

ficando em repouso por uma hora, sendo em seguida incubados (Fanem, 002 

CB) a 37 ºC por 18 horas. Posteriormente procedeu-se o enriquecimento 

seletivo em caldo Selenito-Cistina (CSC, Himedia) e Caldo Tetrationato (CT, 

Himedia), inoculando um mL do material pré enriquecido em tubos contendo 9 

mL do respectivo caldo e incubando-se a 37 ºC por 24 horas. O isolamento foi 

feito repicando uma alçada de cada tubo e estriando em placas contendo ágar 

Salmonela-Shigella (SS, Merk) e Rappapor-Vassiliadis (RV, Difco), seguido de 

incubação invertidos a 37 ºC por 24 horas. A seleção foi baseada em testes 

bioquímicos, estriando cepas características em triplicata de tubos de ágar 
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inclinados de Tríplice Açúcar Ferro (TSI, BD) e Lisina Ferro (LIA, Sigma) e 

inoculando em caldo uréia (Himedia) (HÚNGARO, 2010) 

Baseado nos testes bioquímicos colônias características de Salmonella 

foram selecionadas e transferidas para micro tubos, tipo eppendorf, contendo 

ágar nutriente, codificados e enviadas ao Laboratório de Enteroinfecções 

Bacterianas (LEB) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Rio de Janeiro 

(RJ) para realização dos testes sorológicos e identificação das colônias.     

2.4. Isolamento de bacteriófagos em fezes suínas 

Para o isolamento e purificação de bacteriófagos específicos para 

Salmonella Typhimurium foi utilizada metodologia proposta por Húngaro, 

(2010). Dez gramas da mistura de fezes dos suínos, foi diluído 10:100 em 

tampão SM [50 mmol L-1 Tris-HCl [pH 7,5], (Sigma®) 0,1 mol L-1 NaCl 

(Vetec®), 8 mmol L-1 MgSO4.7H2O (Chemco®), 0,01 % gelatina (Difco®)]  e 

ressuspendido por agitação durante 5 min em vortex (Kingstic®). A suspensão 

foi incubada sob agitação em shaker (Bio Braun Biotech International®) de 150 

rpm a 17 ° C, por 24 horas, para permitir a eluição do fago para o tampão. Após 

este período, uma alíquota de 10 mL da solução foi transferida para um tubo de 

centrífuga esterilizado e submetido a centrifugação (Sigma®, 3K30, rotor 

12111H) a 13000 g por 5 min para remover detritos em suspensão. Em 

seguida, a suspensão foi micro filtrada em membrana de acetato de celulose 

(0,22 μm, Nalgene®), para remover células e restos celulares, o filtrado obtido 

será avaliado quanto à presença de bacteriófagos, utilizando a técnica de 

microgotas em superfície proposta por Adams (1959), utilizando Salmonella 

Typhimurium (ATCC 14028) como hospedeiro. 

Para a purificação dos bacteriófagos um volume de 0,5 mL do filtrado 

contendo bacteriófagos foi misturado com 0,5 mL do hospedeiro recém 

inoculado em 10 mL de caldo infuso de cérebro e coração (BHI, Merk®) e 

incubado a 37 °C por 24 horas. O filtrado e a suspensão bacteriana foram 

reincubados para permitir a propagação do fago por 24 horas, e posteriormente 

centrifugados a 13000 g por 5 min e micro filtrados em membrana de acetato 

de celulose 0,22 µL. Volumes iguais de 0,5 mL de  suspensão de bacteriófagos 

e de Salmonella cultivada por 12 h a 37 °C foram misturados com três mL de 

caldo BHI para sobrecamada, contendo 0,7 % de ágar (Himedia®), e 
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espalhados sobre a superfície seca de placas de Petri contendo ágar BHI 

(técnica BHIs). As placas foram incubadas a 37 °C por 12 h. Após a incubação, 

placas de lise individuais foram selecionadas com auxílio de uma pipeta tipo 

Pasteur e colocadas em 10 mL de cultura do hospedeiro ativo. Novamente a 

suspensão foi centrifugada a 13000 g por 5 min e micro filtrada a repetindo-se 

o ciclo de lise em ágar sobrecamada. Para cada fago, três ciclos de purificação 

foram realizados, a fim de garantir a pureza do estoque de bacteriófagos. 

2.5. Seleção, propagação, determinação do título e estoque de 
bacteriófagos  

Os bacteriófagos foram selecionados por meio de visualização da 

formação de lise transparente sobre a cepa de Salmonella Typhimurium em 

superfície usando a técnica BHIs. Para propagação e determinação do título de 

bacteriófagos foi utilizada metodologia adaptada proposta por Frost et al 

(1999). Um volume de 1 mL de Salmonella suspensão bacteriana foi misturado 

com 100 µL de suspensão estoque de bacteriófago, adicionado em 10 mL de 

caldo BHI recém preparado seguido de incubação a 37 °C por 24 horas. Após o 

período de incubação a suspensão foi centrifugada a 13000 g por 5 min e 

micro filtrada.  

Na determinação da concentração de bacteriófagos na suspensão foi 

utilizado tampão SM para realizar as diluições decimais necessárias, a fim de 

obter contagem de Unidades Formadoras de Placas (PFU) entre 10 e 100 

placas de lise por mL de suspensão. Foram utilizados 500 µL de Salmonella 

Typhimurium, cultivada em caldo BHI a 37 °C, por 24 h, misturados em 5 mL de 

BHIs e dispostos sobre a superfície de ágar base BHI. Foram adicionados 

sobre a superfície das placas de ágar contendo o hospedeiro, em triplicata, 10 

µL das diluições seriadas da suspensão de bacteriófagos, sendo as placas de 

lise analisadas após período de 15 a 18 h de incubação a 37 °C.  

A suspensão de armazenamento foi preparada utilizando caldo BHI com 

10 % glicerol (v/v). Foram transferidos 900 µL da solução de armazenamento 

para microtubos esterilizados e adicionados 100 µL da suspensão do 

bacteriófago e armazenados a - 65 ºC. 
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2.6. Avaliação de especificidade dos bacteriófagos selecionados  

Foram utilizadas diferentes bactérias de importância em alimentos e 

suínos, cedidas pela FIOCRUZ para avaliar a especificidade dos bacteriófagos. 

Foram realizados testes usando: Escherichia coli (ATCC 11229), Escherichia 

coli k88 (ATCC 25922), Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Abony 

(NCTC 6017), Salmonella enterica subsp. Arizonae (ATCC 13314), Salmonella 

enterica subsp. enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 10708), Salmonella 

enterica subsp. enterica sorotipo Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella enterica 

subsp. enterica sorotipo Gallinarium (ATCC 9184), Salmonella enterica subsp. 

enterica sorotipo Pullorum (ATCC 9120), Salmonella enterica subsp. enterica 

sorotipo Typhi (ATCC 6539), Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 

Thyphimurium (ATCC 14028). 

A atividade lítica dos bacteriófagos selecionados foi avaliada por técnica 

de microgotas em superfície proposta por Adams (1959), usando a suspensão 

de bacteriófagos na concentração de 1010 PFU/ mL. 

2.7. Análise da morfologia dos bacteriófagos   

O exame de morfologia dos bacteriófagos foi realizado conforme 

metodologia adaptada de Oliveira (2009). Um volume de 1 mL da suspensão 

de bacteriófagos a 1010 PFU/mL foi centrifugado a 9000 g por 10 min. O 

sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com solução de acetato de 

amônio (Vetec®) 0,1 mol L-1, e novamente, centrifugado a 9000 g por 10 min. 

O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de água 

destilada e microfiltrada. Um volume de 8 µL desta suspensão foi depositado 

na superfície de uma tela de microscopia eletrônica, revestida com resina 

formvar (Kosh®, 200 mesh, 3 mm). O excesso de amostra foi removido com 

papel absorvente e adicionou-se uma gota de solução aquosa de acetato de 

uranila (Sigma®) 2 % (m/v) na superfície da tela, deixando em contato por 15 s. 

O excesso de acetato de uranila foi removido com papel absorvente, a tela 

lavada com uma gota de água destilada, e em seguida seca em temperatura 

ambiente, aproximadamente 24 °C, por 24 h. Posteriormente, fez-se a 

observação em microscópio eletrônico de transmissão (Zeiss) em 80 kV e 

aumento de 85000 vezes. 
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2.8. Avaliação in vitro da viabilidade de bacteriófagos exposta a 
diferentes valores de pH 

Adicionou-se 100 µL da suspensão de bacteriófagos em 900 µL de 

tampão SM, ajustou-se o pH para 2, 3 e 4 com ácido clorídrico (1 mol L-1) 

(Vetec®). A contagem de bacteriófagos foi realizada por meio da técnica de 

sobrecamada, utilizando Salmonella Typhimurium como hospedeiro. As 

diluições seriadas foram realizadas em solução tampão fosfato salino [PBS: 

137 mmol L-1 NaCl; 2.7 mmol L-1 KCl (Grupo Química®); 4.3 mmol L-1 

Na2HPO4 (Grupo Química®); 1.47 mmol L-1 KH2PO4 (pH 7.5) (Grupo 

Química®)] para neutralizar o pH da solução antes do plaqueamento. Os testes 

foram conduzidos a 37 ± 1 ºC e avaliados em intervalos de 30 minutos durante 

2 horas.  

2.9. Avaliação in vitro da viabilidade de bacteriófagos exposta a 
diferentes concentrações de sais biliares. 

As concentrações de sais biliares utilizadas neste trabalho, foram 

baseadas nas informações de Noriega et al (2004) relatando que suínos em 

jejum poderiam apresentar concentrações de sais biliares entre 1,5 a 2 % (m/v) 

entretanto, na fase de terminação em que suínos recebem alimentação 

constante e em grandes volumes, estes valores podem chegar em torno de 0,3 

% (m/v). 

Adicionou-se 100 µL da suspensão de bacteriófago em soluções 

contendo 900 µL de tampão SM em 3 diferentes concentrações de sais biliares 

(Difco®) 0,1 %, 0,5 % e 1 %. A contagem de bacteriófagos foi realizada por 

meio da técnica de sobrecamada, utilizando Salmonella Typhimurium como 

hospedeiro. As diluições seriadas foram realizadas em solução tampão fosfato 

salino [PBS: 137 mmol L-1 NaCl; 2.7 mmol L-1 KCl (Grupo Química®); 4.3 

mmol L-1 Na2HPO4 (Grupo Química®); 1.47 mmol L-1 KH2PO4 (pH 7.5) 

(Grupo Química®)] para neutralizar o pH da solução antes do plaqueamento. 

Os testes foram conduzidos a 37 ± 1 ºC e avaliados em intervalos de 30 min 

durante 2 horas.  

2.10. Avaliação da atividade in vitro do pool de bacteriófagos 

Um tubo contendo 8 mL de caldo BHI foi inoculado com 1 mL da cultura 

estoque de Salmonella Typhimurium a 109 UFC/mL, e incubado por 6 horas à 
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37 ºC, em seguida, 1 mL do pool formado pela mistura de 1 mL do estoque de 

cada bacteriófago foi adicionado ao frasco e incubado a 37 ºC por 24 horas. 

Procedeu-se o processo de propagação e titulação do pool conforme item 2.5.  

Suspensões do pool de bacteriófagos, em diferentes Multiplicidades de 

Infecção (MOIs): 0,01, 1, 100, 10000, que corresponde à relação entre a 

concentração de bacteriófagos e a concentração de hospedeiro, foram 

adicionadas em caldo BHI contendo culturas de Salmonella Typhimurium assim 

que a absorbância (600 nm) atingiu 0,5 ou seja, 105 UFC/mL. Cultura de 

Salmonella sem adição de bacteriófagos foi utilizada como controle. A atividade 

dos bacteriófagos foi determinada por medida da absorbância em 

espectrofotômetro (SP22, Biospectro®) a 600 nm, em intervalos de tempo de 1 

h após a adição das suspensões de bacteriófagos, até a leitura permanecer 

constante, fase estacionária. Neste ponto, foi avaliada a contagem de 

Salmonella ao final do ensaio em todos os tratamentos com bacteriófagos. A 

contagem de Salmonella foi realizada na última determinação de absorbância 

de cada tratamento, por meio de técnica de microgotas, com 20 µL inoculados 

na superfície de Ágar Padrão para Contagem (PCA, Difco®). As placas foram 

incubadas a 37 °C e a contagem de colônias realizada após 24 horas de 

incubação. 

3. Resultados e discussão 

3.1.  Coleta e Isolamento de Salmonella  

Baseado nos testes bioquímicos, das 187 amostras de fezes coletadas 

nas oito diferentes propriedades, Viçosa (S, A, B), Coimbra (Dp1, Dp2) e 

Teixeiras (T1, T2 e T3), foi possível isolar 27 colônias características de 

Salmonella, sendo estas enviadas à FIOCRUZ, para a realização dos testes 

sorológicos. Os resultado podem ser observados na Tabela 2. 

Das 27 colônias típicas de Salmonella pelos resultados dos testes 

bioquímicos, 13 (48,2 %) foram totalmente confirmadas como sendo da espécie 

Salmonella e 2 não estavam suficientemente purificadas, mas na contaminação 

também havia a presença de Salmonella, o que pode levar este percentual 

para 55,6 %, se for considerado.  Foi possível confirmar a presença de 

Salmonella nas propriedades avaliado sendo o sorotipo Typhimurium de maior 

prevalência com 93,4 % dentre os sorotipos detectados. Resultados 
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semelhantes foram encontrados por Bessa et al (2004) e Kich et al (2004a) que 

também encontraram o sorotipo Typhimurium como o de maior ocorrência na 

região sul do Brasil.  

A metodologia mostrou-se eficaz para o isolamento de Salmonella 

Typhimurium em mistura de fezes frescas de suínos. Foi possível o isolamento 

em 50 % das suinoculturas testadas, resultado este semelhante ao obtido por 

Bessa et al (2004) com 55,6 % de detecção e superior ao de Teixeira et al 

(2006) com 23,91 %.  
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Tabela 2.  Resultado da sorotipagem das colônias características de Salmonella 
enviadas à FIOCRUZ.  

Cidade Suinocultura Codificação Identificação 

Lamp 1 Citrobacter freundii 

Lamp 2 Salmonella Typhimurium ou 
Enterobacter sp. 

Lamp 3 Salmonella Typhimurium 

Lamp 4 Salmonella Typhimurium ou 
Pseudomonas sp. 

Lamp  5 Salmonella entérica subs. 
Entérica (O:4,5)* 

Lamp 6 Salmonella Typhimurium 

Lamp 7 Salmonella Typhimurium 

Lamp 8 Salmonella Typhimurium 

Lamp  9 Salmonella Typhimurium 

S 

Lamp 10 Citrobacter freundii 

Lamp 11 Pseudomonas sp. 

Viçosa 

B 
Lamp 12 Salmonella Typhimurium 

Lamp 13 Salmonella Typhimurium 
Dp1 

Lamp 14 Proteus mirabilis ou 
Escherichia coli 

Lamp 23 Salmonella Typhimurium 

Lamp 24 Salmonella Typhimurium 

Lamp 25 Salmonella Typhimurium 

Lamp 26 Salmonella Typhimurium 

Coimbra 

Dp2 

Lamp 27 Salmonella Typhimurium 

Lamp 15 Proteus mirabilis ou 
Enterobacter sp. 

Lamp 16 Proteus mirabilis ou 
Enterobacter sp. 

Lamp 17 Citrobacter freundii 

Lamp 18 Citrobacter freundii 

Lamp  19 Citrobacter freudii 

T2 

Lamp 20 Citrobacter freudii 

Lamp 21 Proteus mirabilis 

Teixeiras 

T3 
Lamp 22 Proteus mirabilis 
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* - estrutura flagelar não detectável.
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3.2. Isolamento, purificação e propagação de bacteriófagos  

Para o isolamento de bacteriófagos, cada suinocultura constituiu uma 

unidade amostral, de modo a se ter a possibilidade de isolar bacteriófagos com 

perfil lítico diferente. Foi possível isolar 6 bacteriófagos para Salmonella 

Typhimurium com a intensidade de lise desejada. 

Como pode ser observado na Tabela 3, nas propriedades A e T1, onde 

não foi possível isolar o hospedeiro, também não foi possível isolar o 

bacteriófago com as características desejadas de lise, ao contrario das 

propriedades T2 e T3 onde não foi possível o isolamento do patógeno, mas sim 

do bacteriófago. Resultados similares foram obtidos por Rezende, (2009) ao 

isolar bacteriófagos para Salmonella Enteritidis em granjas de aves que não 

apresentavam o patógeno. Indicando que o isolamento do bacteriófago não 

implica no isolamento simultâneo do hospedeiro. Estes resultados são 

corroborados pelos estudos realizados por Aziz e Ibrahim (1969) e Rezende 

(2009), os quais verificaram presença de bacteriófagos em amostras negativas 

para Salmonella, sugerindo que este é um indício de que os bacteriófagos 

podem estar controlando a bactéria. 

Tabela 3.  Isolamento de bacteriófagos e avaliação da presença de Salmonella 
Typhimurium nas propriedades da região de Viçosa. 

Propriedades Presença de 
Bacteriófagos   Codificação  Presença de Salmonella 

Typhimurium¹ 
A ND F1 ND 
T1 ND F2 ND 
S + F3 + 
B + F4 + 

Dp1 + F5 + 
Dp2 + F6 + 
T2 + F7 ND 
T3 + F8 ND 

 

¹ - Segundo identificação sorológica; (+) Positivo; (ND) Não detectável  
 
Os bacteriófagos foram selecionados a partir de uma avaliação visual de 

intensidade de lise. A formação de placas de lise bem definidas, conforme pode 

se pode observar na Figura 2, serviram de referência para a seleção.  
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Figura 2. Padrão de referência de placas de lises definidas usada como 
referencial para a seleção dos bacteriófagos. 

 
Das oito propriedades pesquisadas, foram isolados seis bacteriófagos, o 

que corresponde a 75 % de isolamento, esse percentual é elevado quando 

comparado com os resultados encontrados por Callaway et al (2010), que 

isolaram 44 bacteriófagos em 10 propriedades testadas, mas apenas quatro 

eram específicos para Salmonella Typhimurium. Resultados superiores aos 

encontrados por  O’Flynn et al (2005) que pesquisaram 8 locais diferentes, 

como fazendas, suinoculturas, abatedouros, açougue, dentre outros, isolaram 

apenas dois bacteriófagos líticos para Salmonella, ou seja, 12,5 % de 

isolamento no total de amostras testadas. Entretanto outros autores tiveram 

resultados superiores utilizando locais de coleta diferentes, tais como Bielke et 

al (2007) e Wall et al (2010), que lograram isolar bacteriófagos para Salmonella 

de 90 % em águas residuárias.  

Este resultado torna-se importante devido sua especificidade à bactéria 

alvo e seu potencial de utilização no biocontrole, prevenindo ou reduzindo a 

colonização de patógenos em toda cadeia produtiva de alimentos. 

Após propagação, os bacteriófagos alcançaram concentrações entre 10 e 

11 log PFU/ mL conforme observado na Tabela 4.  
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Tabela 4.  Valores médios (± desvio padrão) da titulação final dos bacteriófagos 
isolados de fezes frescas de suínos após propagação.  

 

Bacteriófago Titulação 
(log PFU/ mL) 

F3 11,2 ± 0,3 
F4 11,3 ± 0,2 
F5 10,6 ± 0,5 
F6 10,5 ± 0,5 
F7 11,7 ± 0,2 
F8 11,3 ± 0,4 

 

Estes resultados são semelhantes quando comparados com os 

encontrados por Eisenstark et al (2009) que propagaram bacteriófagos de 

Salmonella Typhimurium, que atingiu facilmente títulos entre 1010 e 1011 

PFU/mL e também por Bielke et al (2007) que conseguiram atingir títulos de 

1011 PFU/mL. 

Diversos autores relatam que para o bacteriófago ser eficiente, deve ser 

utilizado em concentrações elevadas com MOIs superiores a 10000, conforme 

relatado por Sulakvelidze, Alavidze e Morris (2001) recomendaram doses 

elevadas para terapia utilizando MOIs de 10000, 100000 e 1000000. Também 

observado por Courchesne et al (2009) recomendando dosagens entre 10000 e 

100000000 por Kg/dia. 

3.3. Avaliação de especificidade dos bacteriófagos selecionados 

Os bacteriófagos selecionados apresentaram atividade lítica contra mais 

de um sorotipo de Salmonella, conforme pode ser observado na Tabela 5. 

Nenhum dos bacteriófagos selecionados apresentou atividade contra 

Escherichia coli e Escherichia coli k88, mostrando especificidade apenas aos 

sorotipos do gênero Salmonella testados. 
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Tabela 5.  Avaliação da especificidade dos diferentes bacteriófagos isolados em 
relação a diferentes sorotipos de Salmonella e Escherichia coli 
usadas como hospedeiro 

 

ANTÍGENO 
FLAGELAR (H) BACTERIÓFAGOS 

MICRO-ORGANISMOS GRUPO 
ANTÍGENO 
SOMÁTICO 

(O) FASE 
1 

FASE 
2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 

E. coli     - - - - - - 

E. coli k88     - - - - - - 

Salmonella Abony O:4 (B) 1 ,4,[5],12, 2 7 B e,n,x + + + + + + 

Salmonella arizonae O:11 (F) 11 Z4, z23 - - - - - - - 

Salmonella Choleraesuis O:7 (C1) 6, 7 C 1 ,5 - - - - - - 

Salmonella Enteritidis O:9 (D1) 1, 9, 12 g, m - + + + + + + 

Salmonella Gallinarum O:9 (D1) 1, 9, 12 - - - - - - - - 

Salmonella Pullorum O:9 (D1) 1, 9, 12 - - - - - - - - 

Salmonella Typhi O:9 (D1) 9, 12, [Vi] D - + + + + + + 

Salmonella Typhimurium O:4 (B) 1, 4, [5], 12 I 1 ,2 + + + + + + 

(–) Resultado de lise negativo; (+) Resultado de lise positivo. 
 

A similaridade entre estruturas da superfície de bactérias de gêneros da 

família Enterobacteriaceae, representado pelo antígeno somático, pode ter 

contribuído para a especificidade destes resultados. Segundo Joerger (2003) 

um bacteriófago de Salmonella irá lisar apenas um pequeno espectro de cepas 

e mesmo assim podem não ser líticos à todos os membros desse sorotipo em 

particular devido a diversidade de antígenos somáticos e flagelares. 

Os bacteriófagos isolados tem espectro de ação baixo, afetando apenas 

sorotipos de Salmonella do grupo B e D1. Isto ocorrer devido à similaridade de 

estruturas presentes na superfície das bactérias destes gêneros. Os 

bacteriófagos de Salmonella apresentam especificidade de ligação por alguns 

tipos de lipopolissacarídeo, como por exemplo, O12, encontrado nos sorotipos 

Enteritidis e Tiphy do grupo D1 e Abony e Tiphymurium do grupo B pelo 

sistema Kauffman-White (GOODE, ALLEN e BARROW, 2003). A ligação dos 

bacteriófagos de Salmonella com o lipopolissacarídeo O12 também foi relatado 

por Lappe et al (2009).  

Resultados semelhantes foram encontrados por Silveira et al (2006) que 

avaliaram a capacidade lítica de três bacteriófagos em diferentes situações, 

sendo que dois apresentaram atividade de lise sobre seis sorotipos de 

Salmonella, entre 28 testados pertencentes aos grupos B e D1 com 

predominância do lipopolissacarídeo O12, e um apresentou lise sobre as 
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culturas de Salmonella Dublin (D1) e Salmonella Montevideo (C1). Bielke et al 

(2007) também mostraram a capacidade de 44 bacteriófagos lisarem diferentes 

sorotipos de Salmonella, mas apenas dois foram capazes de lisar sete entre as 

10 diferentes sorotipos de Salmonella, sugerindo a possibilidade de combinar 

mais de um bacteriófago (pool) para tratar infecções ou contaminações 

causada por Salmonella sem a utilização de antibióticos. 

Os bacteriófagos isolados neste trabalho apresentaram características de 

especificidade idênticas, podendo pertencer a um mesmo grupo ou linhagem 

sendo capazes de infectar diferentes sorotipos, apresentando potencial de 

utilização em biocontrole destes patógenos permitindo a elaboração de um pool 

de bacteriófagos capazes de atuar em uma ampla variedade de sorotipos, 

tornando o processo de descontaminação ou biocontrole eficiente, além de 

reduzir a incidência de resistência do hospedeiro.  

3.4. Análise da morfologia dos bacteriófagos por microscopia 
eletrônica de transmissão  

A análise por meio de microscopia eletrônica de transmissão mostrou que 

os seis bacteriófagos isolados apresentavam morfologia semelhante: cabeça 

icosaédrica e pequenas caudas conforme mostrado na Figura 3. Pela 

consistência dos resultados podem ser classificados como pertencentes à 

ordem Caudovirales e à família Podoviridae.  

Resultados semelhantes foram encontrados por diversos autores como 

McLaughlin (2006b) que isolaram bacteriófagos de Salmonella da família 

Podoviridae de cabeça icosaédrica e cauda curta em amostras de efluente de 

pocilgas nos EUA e Lappe et al (2009) que também identificaram a morfologia 

de seis bacteriófagos líticos à Salmonella constatando que todos pertenciam à 

família Podoviridae. Porém resultados diferentes foram apresentados por 

Heringa et al (2010) que isolaram 33 bacteriófagos de Salmonella, que 

apresentavam dois tipos de morfologia, como os da família Myoviridae de 

cauda retrátil e Siphoviridae de cauda flexível. 
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Figura 3. Microfotografia dos bacteriófagos isolados em microscopia 
eletrônica de transmissão. Bacteriófagos apresentando 
características semelhantes de cauda curta e cabeça 
icosaédrica, com aumento de 85.000 vezes.  

 
A identificação da morfologia destes bacteriófagos é importante, segundo 

Hagens e Loessner, (2007) já que a cauda possui proteínas associadas à 

especificidade e reconhecimento da superfície de moléculas da bactéria 

susceptível. Com a obtenção de dados como estes, mostrando a morfologia da 

família de bacteriófagos que infectam Salmonella Typhimurium e sua 

especificidade, relações entre elas poderão ser geradas facilitando a seleção 

do pool para o biocontrole.  

3.5. Viabilidade dos bacteriófagos expostos a diferentes valores de pH  

Observou-se sensibilidade dos seis bacteriófagos no pH 2 em relação aos 

demais valores de pH a 37 ºC. O bacteriófago F6 reduziu 7,15 ciclos log, 

seguido pelos bacteriófagos F3 com 6,8 log, F4 com 6,23 log, F7 com 6,07 log, 

F8 com 4,64 log, e o bacteriófago F5 que apresentou maior resistência, 

reduzindo apenas 4,06 ciclos log do valor inicial como pode ser observado na 

Figura 4. 

Resultados encontrados neste trabalho, em relação à sensibilidade de 

bacteriófagos de Salmonella a diferentes valores de pH, são similares com os 
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encontrados por Knezevic et al (2011), que testaram valores de pH entre 1,5 e 

9 em bacteriófagos de Salmonella por 30 minutos de contato. Os bacteriófagos 

foram inativados em pH 1,5 e tiveram redução considerável até o pH 3, mas em 

valores superiores mostraram-se estáveis. O’Flynn et al (2005), testando três 

bacteriófagos de Salmonella quanto a sensibilidade em pH 2,5, simulando suco 

gástrico em suínos, durante 2 horas, observaram valores de 10 e 30 % de 

sobrevivência para 2 bacteriófagos e inativação do terceiro bacteriófago. 
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Figura 4. Viabilidade dos bacteriófagos expostos a diferentes valores de pH (● – pH2; □ – pH 3; ∆ - pH 4).
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3.6. Viabilidade dos bacteriófagos expostos a diferentes concentrações 
de sais biliares 

Observou-se que as diferentes concentrações de sais biliares avaliadas 

tiveram pouco efeito na redução logarítmica dos bacteriófagos testados em 120 

min de contato. Os bacteriófagos F3 e F4 apresentaram, respectivamente, 

redução de 0,27 e 0,25 log dos na concentração de 1 % de sais biliares. Os 

demais bacteriófagos não tiveram reduções maiores em relação à 

concentração de sais biliares testadas conforme se observa na Figura 5. 

Estes resultados são similares aos encontrados por Koo, Depaola e 

Marshall (2000) que demonstraram a resistência de bacteriófagos de Vibrio 

vulnificus em concentrações de 1 e 2 % de sais biliares após 3 horas de 

contato à 37 ºC não reduziu sua viabilidade. Por outro lado Gabig et al (2002) 

identificaram vários bacteriófagos que eram capazes de infectar Escherichia 

coli autoctone na presença de sais biliares. Já Ma e Lu (2008) testaram o 

bacteriófago, Felix O1, em concentrações de sais biliares entre 1 e 2 %, 

obtendo reduções de 1,29 e 1,67 log UFC/ mL respectivamente, após o 

tratamento. 

A viabilidade da administração oral pode ser rapidamente reduzida sobre 

as condições ácidas do estômago e da presença de enzimas e outros 

compostos como a bile. Sem proteção o bacteriófago pode não sobreviver à 

passagem gástrica e não ser efetivo no intestino como observado nos 

resultados de sensibilidade mais restritivos. Entretanto é importante o 

desenvolvimento de metodologias eficientes para proteger bacteriófagos 

administrados por via oral do ambiente gastrointestinal para que chegue no 

local da infecção no intestino.  

Uma possibilidade de proteger o bacteriófago, seria pela sua 

encapsulação em microesferas ou micropartículas de polímeros resistentes ao 

pH. Esta metodologia foi utilizada por Ma e Lu (2008) que micro encapsularam 

o bacteriófagos Felix O1 (família Myoviridae) compararam sua efetividade em 

diferentes valores de pH e sais biliares antes e depois do encapsulamento. 

Observaram aumento na sobrevivência do bacteriófagos após o micro 

encapsulamento. O uso desta metodologia pode ser uma alternativa para o 

aumento da eficácia no biocontrole ou tratamento terapêutico por bacteriófagos 

administrados por via oral. 
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Figura 5. Viabilidade dos bacteriófagos expostos a diferentes concentrações de sais biliares (● – 0,1 %; □ – 0,5 %; ∆ - 1 %).
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3.7.  Avaliação da eficácia “in vitro” do pool de bacteriófagos contra a 
cepa de Salmonella Typhimurium 

 
Observou-se a redução da absorbância do cultivo de Salmonella 

Typhimurium após a adição de diferentes concentrações do pool de 

bacteriófagos, após seis horas de desafio, conforme pode observar na Figura 

6.  

 

Figura 6.   Medidas de absorbância do cultivo de Salmonella Typhimurium na 
presença de diferentes MOIs do pool de bacteriófagos (λ 600 nm).  

 

Maiores valores de MOI foram necessárias para reduzir mais de um ciclo 

logarítmico, como é o caso dos MOIs: 100 e 10000 que proporcionaram 

reduções de 1,6 e 2,5 log UFC/ mL. Entretanto estas concentrações de 

bacteriófagos apenas reduziram, mas não eliminaram o patógeno durante o 

intervalo de 6 horas de analise, confirmado por contagem em placa como 

observado na Tabela 6. 
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Tabela 6. Efeito dos tratamentos com diferentes MOIs sobre a contagem média  
de Salmonella Typhimurium a 37 ºC, após 6 horas de contato. 

Pool de Bacteriófagos (MOI) Média da Contagem (log UFC/ mL) 

Controle 10,9 ± 0,1 
0,01 10,5 ± 0,1 

1 10,0 ± 0,3 
100 9,3 ± 0,4 

10000 8,4 ± 0,1 
 

 

A utilização de um pool de bacteriófagos mostra-se eficiente quando 

comparada com a utilização do bacteriófago individual, conforme relatado por 

diversos autores (KUDVA et al, 1999; SCHANBEL e JONES, 2001; SKALAR e 

JOEGER, 2001). O’Flynn et al (2004) realçam a importância de desenvolver 

pools de bacteriófagos que atinjam um grande espectro de cepas, já que um 

pool de bacteriófagos usado contra Escherichia coli O157:H7 foi capaz de 

reduzir a valores não detectáveis a contagem do patógeno após 1 hora de 

desafio. Entretanto o mesmo pool não reduziu o índice de crescimento de 

Salmonella após 10 horas de contato. A grande variabilidade de bacteriófagos 

existentes na natureza apresentando diferentes morfologias e espectro de 

ação, realça a necessidade de estudos que elucidem seus mecanismos de 

adsorção e destruição das células bacterianas e possibilidade de uso na forma 

de pool para biocontrole.  

4. Conclusão 

A metodologia de isolamento de bacteriófagos mostrou-se efetiva para o 

isolamento a partir de fezes de suínos e o isolamento do bacteriófago não 

implicou na obrigatoriedade da presença de patógenos no local de isolamento.  

Foi possível a multiplicação de bacteriófagos e alcançar número elevado 

de PFU em condições laboratoriais. Os seis bacteriófagos selecionados para 

utilização em biocontrole apresentaram atividade contra outras estirpes de 

Salmonella. Também apresentaram sensibilidade quando expostos a condição 

de pH 2 e concentração de 1 % de sais biliares, mostrando a necessidade de 

adaptar a metodologia na administração oral para protegê-los. 
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Verificou-se que o tratamento com MOI: 10000 do pool de bacteriófagos, 

utilizado na redução de Salmonella Typhimurium “in vitro”, o patógeno teve 

redução de 2,5 log da contagem inicial.  

Contudo, existe a necessidade de trabalhos futuros para avaliação da 

atividade do pool de bacteriófagos diretamente aplicados em suínos infectados, 

a fim de desenvolver uma metodologia que seja efetiva e possa ser utilizada 

como tecnologia direta ou complementar no biocontrole de Salmonella 

Typhimurium. 
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CAPITULO III  
 
BIOCONTROLE DE Salmonella Typhimurium POR BACTERIÓFAGOS EM 

SUÍNOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS 

 
 

RESUMO 

A múltipla resistência em isolados de Salmonella, proveniente de suínos, tem 

sido observada na maioria dos países produtores. A ampla utilização profilática 

ou terapêutica de antibióticos em animais de produção é apontada como uma 

das causas da rápida seleção de bactérias resistentes à diversas drogas. Esse 

fato leva-nos à reavaliação de metodologias alternativas ao uso de antibióticos. 

O presente estudo teve como objetivo testar um pool de seis bacteriófagos em 

suínos experimentalmente infectados com Salmonella Typhimurium. Trinta 

animais foram infectados experimentalmente com 105 UFC/ mL de Salmonella 

Typhimurium e posteriormente tratados com diferentes MOIs: 0,01, 1, 100 e 

1000. Foram realizadas coletas do material fecal do íleo, ceco e das excretas 

para quantificar a contagem de Salmonella, utilizando os meios de cultura 

Rambach e XLT4. O baço, rim, fígado e linfonodo mesentérico dos amimais do 

tratamento de MOI: 10000 foram removidos para avaliar a translocação de 

bacteriófagos. O meio de cultura Rambach foi mais especifico e o XLT4 mais 

sensível. Houve redução na contagem de Salmonella do íleo e ceco em MOIs: 

100 e 10000 mas não houve redução nas fezes em nenhum dos tratamentos. 

O quadro clínico de salmonelose não permitiu a translocação do bacteriófago, 

sugerindo que o tratamento com bacteriófagos deve ser na forma preventiva e 

não corretiva da infecção por Salmonella. Conclui-se que a metodologia 

aplicada neste trabalho mostrou-se eficaz na redução da contagem de 

Salmonella, em suínos experimentalmente infectados, entretanto deve-se 

considerar a necessidade de proteger os bacteriófagos contra os efeitos de pH 

e sais biliares e outros, durante sua passagem pelo sistema digestivo do 

animal, para aumentar sua viabilidade e eficiência no biocontrole de Salmonella 

Typhimurium. 

Palavra chave: Salmonella Typhimurium, biocontrole, bacteriófago. 
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1. Introdução 
 

A múltipla resistência em isolados de Salmonella, proveniente de suínos, 

tem sido observada na maioria dos países produtores (BAGGESEN et al, 1996; 

GEBREYES et al, 2004; BYWATER et al, 2004). A ampla utilização profilática 

ou terapêutica de antibióticos em animais de produção é apontada como uma 

das causas da rápida seleção de bactérias resistentes à diversas drogas, 

inclusive às de última geração, criando um relevante problema de saúde 

pública (FEDORKA-CRAY et al, 2002; ANGULO, NARGUND e CHILLER, 

2004). Esse fato leva-nos à reavaliação de metodologias alternativas ao uso de 

antibióticos. 

O potencial da utilização de bacteriófagos para controlar bactérias de 

importância para a qualidade e segurança alimentar foi discutida em diversas 

revisões (GREGORACCI, SILVEIRA e BROCCHI, 2006; SKURNIKH e 

STRAUCH, 2006; HAGENS e LOESSNER, 2007; GARCIA, MARTINEZ e 

RODRIGUEZ, 2008). Estudos, in vitro, demonstraram que as bactérias 

rapidamente apresentam mutações para se tornarem resistentes aos 

bacteriófagos, no entanto, ao contrário da resistência bacteriana aos 

antibióticos, os bacteriófagos estão constantemente evoluindo para contornar 

obstáculos do hospedeiro à infecção, levando a um equilíbrio evolutivo que 

permite que os bacteriófagos e os hospedeiros proliferem (CARRILO et al, 

2005).  

Experimentos utilizando animais infectados experimentalmente com 

patógenos bacterianos demonstraram a eficiência dos bacteriófagos não só na 

prevenção da morbidade e mortalidade, mas também no tratamento após o 

início dos sinais clínicos, sendo tão ou mais eficazes que determinados 

antibióticos (O´FLYNN et al, 2004; HIGGINS et al, 2005; FIORENTIN et al, 

2004; FIORENTIN, VIEIRA e BARIONI, 2005; SILVEIRA et al, 2006; LEE e 

HARRIS, 2005). 

O presente estudo teve como objetivo testar um pool de seis 

bacteriófagos em suínos experimentalmente infectados com Salmonella 

Typhimurium.  
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2. Materiais e métodos 
 

Foi utilizada a cepa de Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 

Typhimurium ATCC 14028 (Salmonella Typhimurium) proveniente do 

Laboratório de Microbiologia de Patógenos de Origem Alimentar e Hídrica 

(LAMPOAH) do DTA da UFV como hospedeiro no processo de infecção dos 

animais. O experimento para avaliar a eficácia de diferentes concentrações do 

pool de bacteriófagos no biocontrole foi realizado no setor de suinocultura do 

Departamento de Zootecnia (DZO) da UFV. 

O protocolo de utilização de animais proposto neste trabalho foi aprovado 

pelo Comitê de Ética Profissional do Medico Veterinário (CEPMV), nas normas 

do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (CBEA), e na legislação 

vigente. 

No presente estudo, partiu-se de um pool de bacteriófagos previamente 

caracterizados quanto a sua estrutura, resistência ao pH gástrico, sais biliares 

e espectro de ação. A partir da capacidade demonstrada pelos bacteriófagos 

de resistir a ambientes hostis e replicar-se, bem como de reduzir a 

concentração de Salmonella Typhimurium, “in vitro”, foi proposta a avaliação de 

seu pool no uso em suínos infectados experimentalmente. 

Anteriormente ao início do experimento os animais passaram por um 

período de adaptação de 14 dias nas gaiolas metabólicas, a fim de reduzir o 

stress e regularizar o consumo de ração. Até o início do tratamento os animais 

recebiam ração 3 vezes ao dia e o consumo de água era “ad libitum”. 

2.1.1. Delineamento experimental 

O experimento foi conduzido em gaiolas metabólicas, com a utilização de 

30 suínos, com pesos similares, entre 90 e 100 Kg, representando a fase de 

terminação, distribuídos em delineamento inteiramente casualizado, com seis 

suínos por tratamento, sendo cada suíno uma repetição, representando uma 

unidade experimental. Foram realizados 5 tratamentos, um controle e quatro 

em diferentes Multiplicidades de Infecção (MOIs), que corresponde à relação 

entre a concentração de bacteriófagos e a concentração de hospedeiro, 00,1; 

1; 100; 10000. 
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2.1.2. Infecção experimental de Salmonella Typhimurium em suínos 
e biocontrole com bacteriófagos  

 Os suínos receberam 5 mL de tampão SM contendo 105 UFC/ mL da 

cepa de Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) ativa, via oral, em dois dias 

consecutivos. Após um intervalo de 24 horas da administração do patógeno, os 

suínos não receberam ração, para simular o jejum alimentar que eles passam 

antes de serem abatidos na indústria. Os suínos em jejum receberam 10 mL de 

solução de bicarbonato de sódio (Na2HCO3) (4 g/ 100 mL [pH 8,1]), via oral e 

logo após receberam as diferentes concentrações de bacteriófagos em 10 mL 

de tampão SM e permaneceram em jejum durante as próximas, 24 horas. 

2.1.3. Abate, coleta de amostras do material fecal  

Os animais foram então abatidos e coletados 10 g da digesta do íleo e 10 

g do material fecal do ceco, foram transferidas para erlenmeyer de 250 mL 

contendo 90 mL de tampão SM [50 mmol L-1 Tris-HCl [pH 7,5], (Sigma) 0,1 

mol L-1 NaCl (Vetec), 8 mmol L-1 MgSO4.7H2O (Chemco), 0,01 % gelatina 

(Difco)] diluição 10:100. O patógeno foi quantificado em dois tipos de ágar 

seletivo, XLT4 e Rambach utilizando a metodologia pour plate. 

2.1.4. Coleta de amostras dos órgãos 

Também foram coletas amostras de órgãos: fígado, rim, baço e linfonodo 

mesentérico, para avaliar a translocação dos bacteriófagos nestes órgãos. Os 

órgão foram removidos dos seis animais que receberam a maior concentração 

de bacteriófagos, 109 PFU/ mL. Para o isolamento do bacteriófago foi utilizada 

metodologia proposta por Húngaro (2010). Dez gramas dos órgãos, foram 

triturados, diluídos 10:100 em tampão SM e homogeneizados em stomacher 

(Stomachers® 80 Biomaster) por 10 min. A suspensão foi incubada sob 

agitação (Bio Braun Biotech International) de 150 rpm a 17 ° C, por 24 horas, 

para permitir a eluição do fago para o tampão. Após este período, uma alíquota 

de 10 mL da solução foi transferida para um tubo de centrífuga esterilizado e 

submetido a centrifugação (Sigma, 3K30, rotor 12111H) a 13000 g por 5 min 

para remover detritos em suspensão. Em seguida, a suspensão foi micro 

filtrada em membrana de acetato de celulose (0,22 μm, Nalgene), para remover 

células e restos celulares e o filtrado analisado.  



55 
 

3. Resultados e discussão 

3.1. Coleta de amostras do material fecal 

A administração de Salmonella provocou sinais clínicos de salmonelose 

em nove animais (30 %), um de cada tratamento e cinco do T5, que 

apresentaram quadro de diarreia, com fezes liquidas e mal cheirosas 

amareladas ou esverdeadas, com queda de apetite e enfraquecimento. 

Foi possível a visualização de colônias características de Salmonella em 

ambos meios de cultura. O meio de cultura Rambach, apresentou colônias de 

coloração rosa avermelhado, em 93,36 % das placas 90 analisadas mostrando-

se mais específico que o meio XLT4 que apresentou colônias de coloração 

negra e halo translucido em 76,7 % das 90 placas analisadas conforme pode 

ser visto na Figura 7. 

 

Figura 7. Colônias características de Salmonella em meios de cultura Rambach 
(A) e XLT4 (B). Placas representando a segunda repetição do 
tratamento com a maior MOI: 10000 (T42), nas diluições de 10-2 e 
10-3 (A) e 10-3 e 10-4 (B).   

 
Miiller e Unneverhr (2001) sugerem o uso de mais de um meio de cultura 

seletivo, já que alguns sorotipos de Salmonella podem ser sensíveis ao inibidor 

presente em determinados meios. O XLT4 inibe o crescimento de competidores 

como Proteus, Pseudomonas e Providenncia o que permite melhor isolamento 

de Salmonella, apresentando colônias negras e de halo translucido, enquanto o 

Rambach diferencia as estirpes pelas características fenotípicas presentes no 

substrato cromogênico. 
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Os resultados obtidos são semelhantes aos resultados de Sherrod et al 

(1995) que compararam a recuperação de Salmonella em vários meios 

seletivos e os melhores resultados foram obtidos com o ágar XLT4 e Rambach 

entretanto os resultados deste trabalho mostraram uma maior especificidade do 

meio de cultura Rambach, já que o XLT4 apresentou 76,7 % de detecção de 

Salmonella. Por outro lado, o XLT4 apresentou maior sensibilidade, logrando 

valores de contagem mais precisos, que resultaram no efeito significativo em 

dois locais de tratamento, íleo e ceco, enquanto no Rambach foi possível 

apenas no ceco conforme mostrado na Figura 8. Dusch e Altwegg (1995) 

encontraram melhores resultados com a utilização do ágar XLT4, em relação 

ao Rambach. O XLT4 além de ter apresentado maior sensibilidade, foi mais 

especifico, sendo indicado por estes autores para a recuperação de Salmonella 

não tifoide a partir de fezes. 

 

 

 
Figura 8.  Quantificação de Salmonella Typhimurium em diferentes órgãos após 

a aplicação do tratamento com diferentes MOIs do pool de 
bacteriófagos.  
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Em ambos meios de cultura houve redução média de 1 log UFC/ g tanto 

no íleo quanto no ceco, entretanto não houve redução da excreção nas fezes. 

As reduções ocorreram nos MOIs de 100 e 10000. Esta redução foi inferior ao 

esperado, quando comparado aos testes in vitro. A solução de bicarbonato de 

sódio administrada antes do tratamento com pool de bacteriófago no período 

de jejum, não deve ter sido suficiente para elevar o pH estomacal e protegê-los,  

o que possibilitaria uma redução da viabilidade do pool de bacteriófagos. 

Observou-se que a concentração de Salmonella, independendo do meio 

de cultura, foi semelhante no ceco, no íleo e nas fezes. Entretanto, quando 

analisada a contagem bacteriana seguindo o fluxo da digesta pelo sistema 

digestivo, houve aumento de 1 log UFC/ g do íleo para o ceco e diminuição de 

2,6 log UFC/ g do ceco para as fezes do suíno. Provavelmente isto ocorreu 

devido à concentração de micro-organismos competidores da microbiota, altos 

níveis de substrato e tipos de fermentação que ocorrem naturalmente no ceco 

do suíno. A diminuição do ceco para as fezes se deve ao fato de existirem 

vários mecanismo de defesa ao longo do intestino como sistema imune e a 

reabsorção de água. 

Os resultados deste trabalho foram semelhantes aos encontrados por 

Wall et al (2010) que obtiveram sucesso ao administrar uma mistura de 

bacteriófagos em suínos antes da exposição ao ambiente contaminado por 

Salmonella, alcançando redução significativa na concentração da bactéria nas 

tonsilas e no conteúdo do ceco e íleo dos animais tratados porém não 

obtiveram o mesmo sucesso nas fezes e nos linfonodos. Da mesma forma Lee 

e Harris, (2005) inocularam experimentalmente Salmonella Typhimurium 

seguido de administração de MOI de 100 de suspensão de bacteriófagos. Os 

animais foram necropsiados após 9 horas do desafio, e analisados quanto à 

presença de Salmonella em diferentes órgãos (tonsilas, fígado, baço, pulmão, 

linfonodos mesentéricos e ceco). Como resultado, observou-se a redução de 

Salmonella no ceco e tonsilas em comparação aos animais testemunhas, 

entretanto isso não foi observado nas fezes. O que também foi observado 

neste trabalho.  

Resultados semelhantes foram obtidos por Silveira et al (2006) que  

testaram a capacidade de ação de bacteriófagos no trato intestinal de suínos 

infectados experimentalmente com Salmonella Typhimurium. Neste 

experimento, foi administrada oralmente solução de bacteriófagos MOI 1000, 
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por quatro dias consecutivos após inoculação de Salmonella Typhimurium. 

Esse protocolo de tratamento conseguiu reduzir a excreção de Salmonella 

Typhimurium, entretanto não foi capaz de eliminá-la do trato intestinal e dos 

tecidos dos suínos. A dinâmica da avaliação dos bacteriófagos por suínos 

infectados por Salmonella Typhimurium estudada por este autor diferiu do 

adotado no presente estudo. Entretanto, foi observado que os bacteriófagos 

começavam a ser detectados nas fezes no dia seguinte ao início do tratamento.  

Os protocolos adotados por Silveira (2006) e neste estudo diferem no 

tempo de administração de Salmonella e concentração de bacteriófago. 

Entretanto, observa-se que houve efeito positivo na modificação do protocolo, 

já que os resultados obtidos foram semelhantes.  

3.2. Coleta de amostra dos órgãos  

Um animal de cada tratamento (16,7 %), e cinco animais, (83,4 %) do 

tratamento com MOI: 10000 tiveram sinais clínicos de salmonelose, 

apresentando quadro de diarréia. Os órgãos dos animais do T5 foram 

analisados quanto a translocação de bacteriófagos, e apenas no animal que 

não apresentou quadro de diarréia foi possível a detecção de bacteriófagos em 

todos os órgãos, mostrando a translocação dos mesmos. Segundo Zlotowski, 

Driemeir e Barcellos (2008) a diarréia é o excesso de secreção de fluidos que 

ultrapassa a capacidade de absorção do intestino, resultando na disfunção dos 

mecanismos secretórios e absortivos fisiológicos. Isso ocorre devido diversos 

fatores mas principalmente à produção de toxinas por enterobactérias na 

mucosa do intestino. A diarréia funciona como um mecanismo de defesa 

eliminando, bactérias e toxinas através da hipersecreção do material fecal. 

Estudo realizados por Górski et al (2006) sugerem que o bacteriófago não 

só pode residir no lúmen do intestino como passar pela barreira intestinal 

similar à translocação bacteriana. As condições que permitem este 

acontecimento ainda são obscuras, mas podem ser determinadas por vários 

fatores tais como: concentração, interação das proteínas do capsídeo e com os 

receptores do enterócito.  

Resultados semelhantes foram encontrados por diversos autores como 

Mai et al (2010) que conseguiram isolar bacteriófagos de Listeria 

monocytogenesde do baço e fígado de ratos infectados e Lau et al (2010) 
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também isolou  bacteriófagos de Escherichia coli dos pulmões, fígado, duodeno 

e baço de aves infectadas. O sistema de defesa do trato gastro intestinal 

mostrou-se eficiente em eliminar ou não permitir a translocação dos 

bacteriófagos que também foi relatado por Duerr, Stephen e Hermann (2003) 

que isolaram bacteriófagos M13, no baço e conseguiram recuperar-los em 

baixas concentrações, mostrando que a barreira intestinal é efetiva.  

Há uma grande variabilidade nos resultados de pesquisas com 

bacteriófagos no controle de patógenos em animais. Isso evidencia a 

necessidade de mais pesquisas para encontrar técnicas que melhor 

identifiquem o efeito benéfico dos bacteriófagos para depois desenvolver 

aplicações eficientes, mas de forma geral, o biocontrole de Salmonella tem 

efeito curto e necessita de uma dose de bacteriófago adequada à quantidade 

de bactérias alvo. 

4. Conclusões 

Os meios de cultura Rambach e XLT4 foram capazes de detectar 

Salmonella, entretanto o Rambach foi mais específico e o XLT4 foi mais 

sensível. 

Houve redução de 1 ciclo logarítmico na contagem de Salmonella tanto no 

íleo quanto no ceco, e essa redução ocorreu nas maiores MOIS: 100 e 1000. 

Mostrando que quanto maior o MOI, maior será a eficiência do tratamento. Não 

houve mudança na contagem de Salmonella nas fezes, tanto no controle e nos 

diferentes MOIs, em ambos meios de cultura, mostrando que as fezes não são 

o material ideal para a quantificação do patógeno. 

O quadro clinico de diarréia não permitiu a translocação do bacteriófago 

para outros órgãos, provavelmente, devido a velocidade do fluxo fecal pelo 

intestino. Isto sugere que o tratamento com bacteriófagos não deve ser usado 

como medida corretiva de quadro de salmonelose aguda ou crônica, mas sim 

como preventivo de contaminação. 

A metodologia aplicada neste trabalho mostrou-se eficaz na redução da 

contagem de Salmonella, em suínos experimentalmente infectados, entretanto 

deve-se considerar a necessidade de proteger os bacteriófagos contra os 

efeitos de pH e sais biliares e outros, durante sua passagem pelo sistema 
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digestivo do animal, para aumentar sua viabilidade e eficiência no biocontrole 

de Salmonella Typhimurium. 

A utilização de bacteriófagos no biocontrole de Salmonella Typhimurium 

empregados na inicio da fase de terminação do suíno, pode resultar em um 

menor índice de contaminação por este patógeno em produtos alimentícios de 

origem suína. Entretanto existe a necessidade de trabalhos futuros para 

avaliação da atividade do pool de bacteriófagos com diferentes metodologias e 

em etapas que não foram abordados neste trabalho, como o micro 

encapsulamento, temperatura e outras barreiras que possam interferir na 

viabilidade e eficácia dos bacteriófagos.  
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CAPITULO IV 

Conclusões Gerais 

Conclui-se que os bacteriófagos reduziram a contaminação de Salmonella 

nas duas etapas deste trabalho, entretanto não foram capazes de eliminar o 

patógeno. Isto evidencia a aplicabilidade dos bacteriófagos frente aos 

antimicrobianos, contudo mais estudos são necessários para desenvolver pools 

de bacteriófagos com a capacidade de atingir elevado espectro de patógenos e 

resistir às diversas barreiras do sistema gastrointestinal, também são 

necessários estudos utilizando um número maior de animais e testar em 

diferentes fases da suinocultura como maternidade e creche para localizar o 

local exato de maior eficiência neste tipo de tratamento.  
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