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RESUMO 

 

A Salmonella spp. é um dos principais microrganismos envolvidos em doenças 

veiculadas por alimentos, o que torna necessário tomar medidas para a sua eliminação 

na indústria de alimentícia. Diante desta abordagem, os bacteriófagos (fagos), que são 

vírus que infectam procariotos, vêm conquistando espaço em diversas áreas, 

principalmente nas indústrias de alimentos, pois se apresentam como um vantajoso 

controle biológico de bactérias, sem deixar resquícios de substâncias químicas, 

consequentemente tornando-se uma excelente alternativa de controle. Quando 

associados a polímeros, além de proteção, podem proporcionar a sua liberação gradual 

atuando por períodos maiores, permitindo uma liberação controlada da substância na 

área de atuação. Pensando nesta tecnologia, o objetivo do presente estudo foi 

desenvolver um produto inovador para o controle biológico de diferentes sorovares de 

Salmonella enterica, através da elaboração de um coquetel de bacteriófagos, formulados 

em biocomprimidos adesivos de liberação prolongada, no intuito de serem aplicados em 

água de tanques de resfriamentos do abate de frango. Os biocomprimidos foram 

preparados com 30% de Polyox WSR-303, de 7.000.000 g/mol, 69% de polióxido de 

etileno de 100.000 g/mol, e 1% de pool de bacteriófagos liofilizados, preparados por 

compressão direta em máquina de compressão excêntrica. A sua eficiência foi testada 

mimetizando as condições reais do processo de refrigeração das carcaças de frango, 

divididos em quatro tratamentos, onde T1 – Controle positivo, T2 – Controle negativo, 

T3 – Biocomprimidos de fagos com concentração baixa [2,7x103 UFC/mL] de 

Salmonella enterica e T4 – Biocomprimidos de fagos com concentração alta [2,7x106 

UFC/mL] de Salmonella enterica. Os resultados mostraram que houve leve redução de 

patógenos, porém não houve diferença estatística entre os tratamentos, sendo assim, 

conclui-se que os biocomprimidos não apresentaram eficácia de forma relevante na 

liberação dos bacteriófagos para ação contra a Salmonella enterica.  

Palavras-chave: Fagos. Biocomprimidos. Salmonella.



 

ABSTRACT 

A Salmonella spp. it is one of the main microorganisms involved in foodborne diseases, 

which makes it necessary to take measures for its elimination in the food industry. In 

view of this approach, bacteriophages (phages), which are viruses that infect 

prokaryotes, are gaining space in several areas, mainly in the food industries, as they 

present themselves as an advantageous biological control of bacteria, without leaving 

traces of substances, consequently making them - an excellent control alternative. When 

associated with polymers, in addition to protection, they can provide a gradual release 

acting for longer periods, allowing a controlled release of the substance in the area of 

operation. Thinking about this technology, the objective of the present study was to 

develop an innovative product for the biological control of different Salmonella enterica 

serovars, through the preparation of a cocktail of bacteriophages, formulated in 

extended release adhesive biocompressed tablets, in order to be needed in drinking 

water. cooling tanks for chicken slaughter. The biocompresses were prepared with 30% 

Polyox WSR-303, 7,000,000 g / mol, 69% ethylene polyoxide, 100,000 g / mol, and 1% 

pool of lyophilized bacteriophages, prepared by direct direct compression in a eccentric 

compression. Its efficiency was tested by mimicking the real conditions of the cooling 

process of chicken carcasses, divided into four treatments, where T1 - positive control, 

T2 - negative control, T3 - low concentration phage biocompressants [2.7x103 CFU / 

mL] Salmonella enterica and T4 - Phage biocompressants with high concentration 

[2.7x106 CFU / mL] of Salmonella enterica. The results attenuated that there was a 

reduction in pathogens, but there was no difference between treatments, thus, it is 

concluded that biocompresses are not significantly differentiated in the release of 

bacteriophages for action against Salmonella enterica. 

Keywords: Phages. Biocompressants. Salmonella.
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1 INTRODUÇÃO 

Salmonella spp. está entre os principais patógenos envolvidos nas infecções 

alimentares no homem, sendo uma das principais causas de doenças veiculadas por 

alimentos (DVA’s) mundialmente. No Brasil, o Ministério da Saúde apontou que entre 

os anos 2009 à 2018 este patógeno foi o segundo maior causador de DVA’s com uma 

porcentagem de 11,3% de casos registrados no país. Os alimentos mais frequentemente 

implicados nos surtos relatados pelo sistema de vigilância, foram os alimentos mistos, e 

água (BRASIL, 2019). 

 As doenças veiculadas por alimentos têm sido motivo de amplas discussões, 

levando à procura, em todo o mundo, por estratégias que permitam o seu controle e, 

consequentemente, a garantia da disposição de produtos inócuos no mercado 

consumidor. Nesse contexto, a bactéria Salmonella tem sido uma preocupação, ao longo 

dos anos, para indústria de produtos de origem avícolas. A partir da crescente ênfase na 

segurança de produtos cárneos que chegam ao consumidor, tem-se estimulado a 

identificação de meios para reduzir ou eliminar Salmonella spp., uma vez que resulta 

em aumento na segurança dos produtos avícolas (FUNK et al., 2001).  

 No abatedouro, as bactérias podem chegar ao alimento por erros de 

procedimento nos frigoríficos como o excesso de manipulação durante o beneficiamento 

da carne, erro na temperatura de armazenamento, no contato de carne processada com 

carne crua, e por superfícies mal higienizadas, estas últimas conhecidas por 

contaminação cruzada (ROSA et. al., 2015). Contudo, o principal ponto crítico de 

controle no processamento de frango, é o resfriamento da carcaça na água do chiller, 

que ocasiona a contaminação com as bactérias presentes na superfície da carcaça, 

levando a contaminação cruzada e comprometendo potencialmente a segurança do 

produto (SOUZA et al., 2012). Por isso os biocontroles vem sendo estudados como 

alternativas de controlar patógenos no ambiente, e uma dessas abordagens é o uso de 

vírus bacterianos como agentes eficaz frente as bactérias patogênicas denominados de 

bacteriófagos ou fagos (KRYLOV, 2019). 

Os fagos ainda são pouco explorados como antimicrobianos, e apresentam 

vantagens únicas se caracterizando como uma alternativa de controle, principalmente 

para as indústrias de alimentos, com possibilidade de complementar e/ou substituir 

métodos convencionais, não deixando resíduos químicos, além de evoluírem 

rapidamente para superar as estratégias de defesa que as bactérias desenvolvem para 
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sobreviver ao ataque constante dos fagos (ALBINO, 2011). Com isto, o seu uso torna-se 

uma metodologia de grande importância para o controle de patógenos, podendo ser 

utilizado em toda a cadeia de produção de alimentos sem afetar as propriedades 

sensoriais do produto final. 

Os polímeros representam uma das classes de matérias-primas mais versáteis, e 

acessível para aplicações em diversas áreas, sendo geralmente aplicados nas indústrias 

farmacêuticas, onde auxiliam em formulações de fármacos e produtos estéticos, 

proporcionam estabilidade física, química e microbiológica, sendo empregados como 

excipientes em preparações convencionais de medicamentos e cosméticos, além de 

proteger e estabilizar estruturas proteicas de princípios ativos, como os fagos. Portanto a 

associação de bacteriófagos aos polímeros de liberação modificada, que são preparações 

em que a substância ativa vai se liberando aos poucos, tem o objetivo de controlar a 

liberação, a fim de aumentar o tempo de duração dos vírus bacterianos no ambiente em 

que foi exposto (MANOHAR, 2019). 

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um produto inovador 

para o controle biológico de diferentes sorovares de Salmonella enterica, através da 

elaboração de um coquetel de bacteriófagos, formulados em biocomprimidos adesivos 

de liberação prolongada.
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2 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

2.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DA SALMONELLA SPP  

 

O gênero Salmonella recebeu essa denominação em homenagem ao seu 

descobridor, Daniel Elmer Salmo (1850-1914), que foi o primeiro médico veterinário e 

microbiologista a visualizar uma bactéria do gênero, a Salmonella enterica sorovar 

Choleraesuis (FERREIRA et al., 2013). Essas bactérias pertencem à família 

Enterobacteriaceae e possuem uma ampla distribuição na natureza, sendo que o trato 

intestinal dos animais e do homem é seu principal reservatório. Morfologicamente, são 

bastonetes Gram-negativos, geralmente móveis, capazes de formar ácido e, na maioria 

das vezes, gás a partir da glicose, com exceção de Salmonella enterica sorovares Typhi, 

Pullorum e Gallinarum. Crescem em temperatura entre 7°C e 45°C, com a temperatura 

ótima de crescimento entre 35°C e 37°C. Crescem em pH entre 4,5 e 9,0, sendo o pH 

ótimo de crescimento entre 6,5 e 7,5. Sobrevivem a longos períodos de congelamento e 

desidratação, quando em presença de matéria orgânica (VIVIAN, 2014).  

Quanto às suas características bioquímicas, o gênero Salmonella apresenta 

reações aos testes de oxidase negativa; catalase positivo; indol, VogesProskauer 

Vermelho de Metila, malonato e ureia negativa. Produzem gás sulfídrico a partir da 

redução do enxofre por ação da enzima cisteína desulfidrase. Apresentam ainda como 

características metabólicas a capacidade de descarboxilação dos aminoácidos lisina e 

ornitina, redução de nitrato a nitrito e utilização do citrato como única fonte de carbono, 

podendo ocorrer variações em função do sorovar e/ou da subespécie. Por exemplo, 

Salmonella enterica sorovar Arizonae não fermenta o dulcitol, mas frequentemente é 

malonato positivo. Salmonella enterica sorovar Pullorum não fermenta o dulcitol e 

Salmonella enterica sorovar Gallinarum não descarboxila ornitina, sendo ambos 

imóveis. Salmonella sorovares Typhi, Pullorum e Gallinarum não produzem gás a partir 

da fermentação da glicose (FERREIRA et al., 2013). 

O gênero Salmonella é constituído de duas espécies a Salmonella bongori, e a 

Salmonella enterica, sendo que esta última é de maior importância para saúde pública. 

As bactérias desse gênero apresentam grande variabilidade antigênica, denominadas 

sorovares ou sorotipos. São conhecidos mais de 2.500 sorovares pertencentes a esse 

gênero, sendo que os sorovares isolados com maior frequência em doença humana 
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pertencem à Salmonella enterica subespécie enterica com mais de 1500 sorovares 

conhecidos (SILVA et al., 2007; GUIBOURDENCHE et al., 2010). A identificação dos 

sorovares é definida de acordo com suas características bioquímicas, sorológicas e 

antigênicas. Sendo a divisão de seus sorovares baseada na composição de seus 

antígenos de superfície, que são os antígenos somáticos “O”, flagelares “H” e capsulares 

“Vi”, estes encontrados somente nos sorovares Salmonella enterica sorovar Dublin, 

Salmonella enterica sorovar Typhi e Salmonella enterica sorovar Paratyphi. Sua 

taxonomia é definida conforme proposto pelo esquema Kauffmann-White (SILVA et 

al., 2007). 

A infecção causada por Salmonella Enteritidis é denominada de infecção 

paratifoide (GELLI, 1995), que é uma doença aguda ou crônica não-específica a uma 

espécie. Animais destinados à produção de carnes para consumo humano podem atuar 

como hospedeiros assintomáticos de patógenos entéricos importantes que representam 

risco de infecção para o homem, tornando o seu controle, redução ou eliminação um 

desafio para a indústria (SHINOHARA, 2008). 

Conforme dados do Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados 

Unidos (do inglês Center for Disease Control and Prevention – CDC), os sorovares 

mais encontrados em aves são S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Kentucky, S. 

Typhimurium, e S. Senftenberg (FOLEY & LYNNE, 2008). Já no Brasil, os principais 

sorovares encontrados em carcaças de frango e aves vivas, conforme a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), são S. Enteritidis, S. Infantis, S. 

Typhimurium, S. Heidelberg e S. Mbandaka (BRASIL, 2008).  

A preocupação a respeito da presença de Salmonella spp. em produtos 

alimentícios de origem avícola aumentou em meados dos anos 80, quando Salmonella 

Enteritidis fagotipo 4 foi responsável por diversos surtos de infecção alimentar na 

Inglaterra devido a ingestão de alimentos contendo ingredientes de origem avícola 

(CARDOSO et al., 2015). 

Em um estudo realizado na região metropolitana de São Luís, Maranhão, os 

sorovares de Salmonella identificados com maior incidência dentre as amostras de 

carcaça de frango foram Salmonella enterica sorovares: Albany, Schwarzengrund e 

Heidelberg (BOGÉA et al., 2015). 

No estado de Goiás, Resende et al., (2005) avaliaram a presença de Salmonella 

spp. em carcaças de frangos de corte de agroindústrias goianas foram analisadas 96 

carcaças provenientes de abatedouros sob inspeção federal no Estado de Goiás, no 
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período de março a outubro de 2001. As carcaças foram submetidas à análise 

bacteriológica convencional e isolaram o microrganismo em 19 amostras. Foram 

identificados cinco sorovares (S. Enteritidis, S. Livingstone, S. Muenster, S. 

Typhimurium e S. Heidelberg). 

Cardoso et al., (2015) investigaram a ocorrência de Salmonella spp. em carcaças 

de frangos resfriadas provenientes de abatedouros do Estado de São Paulo, onde foram 

analisadas 609 amostras no período 2000 a 2010. A presença de Salmonella spp. foi 

isolada em 89 carcaças de frango, sendo que o sorovar mais prevalente foi S. Enteritidis 

com 49,4%, seguida por S. Albany (15,7%), S. Infantis (11,2%), S. Agona (5,6%), S. 

Tennessee (4,5%), S. Heidelberg (3,4%), S. Kentucky (2,3%), S. Enterica O:4,5 (2,3%), 

S. Montevideo (1,1%) e S. Newport (1,1%). 

Tessari et al., (2008), analisaram 116 amostras de carcaças de frango prontas 

para serem distribuídas no comércio e procedentes de explorações industriais do Estado 

de São Paulo. Das amostras analisadas três foram positivas para Salmonella, sendo que 

duas amostras (1,7%) apresentaram contaminação por Salmonella spp. e uma (0,8%) 

por Salmonella Enteritidis. 

 

2.2 SALMONELOSES 

 

A salmonelose é uma das principais zoonoses de interesse em todo o mundo, por 

ter características endêmicas, alta morbidade e, sobretudo, pela dificuldade da adoção de 

medidas para seu controle. A ocorrência das salmoneloses na população humana 

transmitida por alimentos é subnotificada, já que muitas ocorrências não são registradas 

aos órgãos competentes, portanto, tomar medidas preventivas torna-se necessário para 

evitar o risco de infecção na população humana (FERREIRA et al., 2013). Os sintomas 

característicos desta doença são: diarreia, febre, dores abdominais e vômito e que 

aparecem, em média, 12 a 36 horas após o contato com o patógeno (ALVES, 2012). 

Dados do CDC mostram que somente no mês de agosto de 2018, foram registrados 17 

casos de surtos, incluindo uma morte em decorrência das DVA’S apenas nos Estados 

Unidos (CDC, 2018).  

A preocupação a respeito da presença de Salmonella spp. em produtos 

alimentícios de origem avícola aumentou em meados dos anos 80, quando o sorovar 

Enteritidis fagotipo 4 foi responsável por diversos surtos de infecção alimentar na 

Inglaterra devido a ingestão de alimentos contendo ingredientes de origem avícola 
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(CARDOSO et al., 2015 apud WALL; WARD, 1999). Uma pesquisa realizada no Rio 

Grande Sul mostrou que os ovos de galinha de granja (1.188 ovos analisados) 

produzidos e comercializados no Estado dentre os anos de 2010 à 2014 e 28 (2,36%) 

apresentaram resultado positivo para presença de Salmonella spp. (WOLSCHICK, 

2015). 

A maioria dos sorovares de Salmonella é patogênica para o homem, ocasionando 

diferentes sintomas em decorrência da variação no mecanismo de patogenicidade, que 

vai depender do sistema imunológico do paciente. A salmonelose pode ser dividida em 

três grupos: a febre tifóide (Typhi), a febre entérica (Paratyphi A, B e C) e as infecções 

entéricas em decorrência de outras Salmonelas. Sendo que os sorovares Typhi, 

Paratyphi A e C são considerados patógenos exclusivos de humanos (FERREIRA, 

2005). 

A distribuição de sorovares de Salmonella spp. causadores de salmoneloses 

humanas é diferente nas regiões brasileiras. Loureiro et al. (2010) realizou uma pesquisa 

para identificar os sorovares de Salmonella envolvidos em casos de infecção humana, 

ocorridos em 43 municípios do Estado do Pará no período de 1991 a 2008. Foram 

utilizadas 890 amostras de Salmonella de coproculturas e hemoculturas. Os casos de 

infecção por Salmonella foram distribuídos em 13 sorogrupos, com destaque para o 

grupo O:9 (68,1%). Foram identificados 47 sorovares de Salmonella, destacando-se os 

seguintes sorovares: Typhi (58,9%), Enteritidis (5,4%) e Saintpaul (2,5%). Nota-se que 

o sorovar Typhi teve um resultado expressivo dentre as cepas identificados, mostrando 

que a febre tifoide representa um sério problema de saúde pública na Região Norte do 

País.  

No Paraná, foram notificados 286 surtos de salmonelose envolvendo 5.641 

pessoas entre 1999 e 2008, sendo que 34,8% dos casos estavam associados ao consumo 

de comida contendo carne e derivados. O sorovar prevalente foi Enteritidis, encontrado 

em 87,8% das cepas isoladas de pacientes e em 80,6% das cepas provenientes dos 

alimentos envolvidos nos surtos. Enteritidis PT4 foi o fagotipo predominante, porém foi 

observada maior prevalência de PT9 a partir de 2003 (KOTTWITZ et al., 2010). 

 

2.3 CONTROLE DE SALMONELLA ENTERICA NA INDÚSTRIA DE 

ALIMENTOS  

 A preocupação com os produtos de origem animal para consumo humano no 

Brasil, levou as autoridades se juntar com as indústrias alimentícias para garantir uma 
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segurança e qualidade nos produtos finais, principalmente quando se trata da produção 

avícola (VON RUCKERT, 2009). 

  O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de carne de frango, com uma 

produção média de 13,45 milhões de toneladas. O crescimento foi impulsionado aliado 

ao fato de ser a carne de frango um produto saudável e de preço acessível para a 

população e pela expansão das exportações, o volume total de frangos produzidos pelo 

país em 2019 foi de 68% destinado ao mercado interno e 32% para exportação. Sendo 

assim, o consumo per capita de carne de frango é de aproximadamente 42,8 quilos. 

(ABPA, 2020)  

A indústria com expansão em potencial e com inúmeras mudanças nas ultimas 

década, tornou-se inevitável a adoção de boas práticas de fabricação e implantação do 

sistema APPCC (Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle) na linha de 

produção de um abatedouro, com o objetivo de adequar os procedimento conforme  a 

legislação em vigor, além de obter uma descrição detalhada das características do 

produto e elaboração de fluxograma de processamento, podendo assim observar quais 

são os possíveis riscos de ocorrência de perigos biológicos, químicos e físicos, que 

venham futuramente causar danos na saúde do consumidor (SHINOHARA, 2008). 

Os programas de segurança alimentar devem proporcionar um controle efetivo 

em toda cadeia produtiva para aumentar a segurança e a qualidade dos produtos, 

evitando a multiplicação de patógenos na linha produtiva, principalmente em produtos 

vendidos in natura, como por exemplo a carne de frango, que se houver uma 

manipulação insatisfatória nas diversas etapas do processamento, acaba por tornar-se 

um veículo de transmissão de inúmeros microrganismos patogênicos, dentre eles, 

destaca-se a Salmonella spp., que segundo a legislação a ausência  de qualquer sorovar 

deste patógeno deve ser de 25 gramas da amostra analisada (SANTOS, 2012). 

Durante o abate dos frangos e do processamento das carcaças nos abatedouros, 

existem diversos pontos críticos de contaminações, onde as bactérias podem se 

propagar, como por exemplo, nas superfícies de equipamentos, corrente de ar do 

abatedouro, nas mãos dos manipuladores, e na água utilizada no sistema dos tanques de 

resfriamento (chiller), resultando na contaminação cruzada das carcaças, No entanto, 

neste último caso, a contaminação no chiller pode ser controlada, devido a associação 

de temperatura baixa temperatura com água clorada (GEORNARAS et al, 1996). 
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O controle microbiológico dos tanques de resfriamentos é feito através do 

controle de pH, temperatura, cloração da água potável e da carga microbiológica inicial 

das carcaças, estendendo-se a limpeza e desinfecção dos tanques com intervalo de oito 

em oito horas de trabalho, assim a carcaças de frango mantem-se inócua, sem aumento 

da carga microbiana (VON RUCKERT, 2009). 

 

2.4 RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA 

 

O problema da resistência aos antimicrobianos começou a ser discutido em 

meados da década de 70, quando os médicos perceberam que a ampla oferta de agentes 

antimicrobianos não estava resolvendo todas as infecções bacterianas (LOWY, 2003). 

Atualmente, este assunto vem sendo amplamente estudado em diversos gêneros 

bacterianos (RIBEIRO et al., 2006). 

Pesquisas no mundo inteiro vem mostrando o aumento do número de resistência 

aos antimicrobianos, tendo como desafios o uso indiscriminado e incorreto de 

antibióticos, facilitando o surgimento de resistência em muitos microrganismos 

(RITTER, 2012). 

A ocorrência de linhagens resistentes a desinfetantes também vem sendo 

relatada, o que pode representar desafios econômicos para a indústria de alimentos e 

trazer implicações para a saúde pública, especialmente quando se trata de resistência 

cruzada entre desinfetantes. Alguns estudos apontam resistência da Salmonella frente a 

principais desinfetantes usados na indústria de carne de frango, amônia quaternária, 

ácido peracético, hipoclorito de sódio, iodofor (MCDONNELL e RUSSELL, 1999; 

BOROWSKY et al., 2006; KREWER et al., 2012; BOTH, 2013). Essa realidade 

diminui a eficácia dos produtos de desinfecção, dificultando os programas de 

higienização e o controle desse patógeno na cadeia produtiva de aves.  

A resistência bacteriana à antimicrobianos pode se classificar em dois tipos 

principais: intrínseca e adquirida. A resistência intrínseca é natural, ou seja, quando uma 

espécie é resistente a um determinado antimicrobiano mesmo antes do seu uso. A 

resistência adquirida ocorre quando um microrganismo continua a multiplicar-se ou 

persistir na presença de níveis terapêuticos de determinado agente antimicrobiano ao 

qual ele já foi sensível (ANVISA, 2008), sendo o principal efeito colateral de seu uso à 

seleção de bactérias resistentes (SCHWARZ et al., 2010; RAO, 2013). 
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Existem três principais formas de resistência dos microrganismos aos 

antibióticos. Um destes mecanismos trata da inativação enzimática do antimicrobiano, 

decorrente da ação de enzimas bacterianas sobre o princípio ativo; outra forma consiste 

na alteração da estrutura da molécula-alvo do antimicrobiano; e por fim há os 

mecanismos que reduzem a concentração intracelular do antimicrobiano, como bombas 

de efluxo (RAO, 2013). 

Com a preocupação alarmante sobre os riscos que a resistência antimicrobiana 

pode trazer para saúde pública, barreiras estão sendo estudadas para combater essa 

disseminação, com a exploração de novas terapias alternativas, como o uso de fagos e 

óleos essenciais como agentes antimicrobianos; e melhorias nos estudos das estratégias 

da transferência horizontal de genes, com o objetivo de inibir a transferência de 

resistência (BROWN-JAQUE et al., 2015). 

A importância de Salmonella spp. na saúde pública não é devida apenas a sua 

alta frequência em surtos, mas também devido à grande resistência antimicrobiana que 

este microrganismo apresenta (TONDO & RITTER, 2012). Salmonella resistentes a 

antimicrobianos representam uma grave ameaça, porque podem comprometer o 

tratamento. Além disso, pessoas infectadas com cepas resistentes são mais propensas a 

sofrer um efeito adverso à saúde, como doença prolongada, aumento da gravidade da 

doença, hospitalização ou morte, em comparação àquelas infectadas com cepas 

sensíveis (COOK et al., 2009).  Com isso se faz necessário o estudo de métodos 

alternativos de prevenção e controle para esses microrganismos patogênicos. 

 

2.5 CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS BACTERIÓFAGOS 

 

Os primeiros relatos sobre bacteriófagos foram do britânico Ernest Hankin, em 

1896, que observou que as águas dos rios Jumna e Gange, da Índia, podiam inativar o 

agente da cólera e, dessa forma o pesquisador acreditava que nestas águas havia uma 

elevada atividade antibacteriana que acometia o Vibrio cholerae. Porém, ainda não se 

sabia quem seria o responsável por esta ação. Depois de duas décadas, Frederick W. 

Twort, um bacteriologista da Inglaterra e superintendente do Instituto Brown de 

Londres, caracterizou o fenômeno relacionando-o com ação dos bacteriófagos sobre 

seus hospedeiros: as bactérias (SOUSA, 2012). 

Os bacteriófagos são classificados como líticos e lisogênicos, de acordo com seu 

ciclo de replicação (Figura 1). Os primeiros são os de maior interesse para o controle 
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biológico de bactérias, pois lisam a célula hospedeira e, a progênie resultante dá 

continuidade ao ciclo lítico. No ciclo lisogênico, o ácido nucleico do fago se recombina 

com o da bactéria formando um prófago, que se reproduz com a célula hospedeira e 

confere imunidade contra a infecção pelo mesmo tipo de fago (MARTINS, 2014). A sua 

morfologia pode variar entre as formas cúbica, filamentosa ou pleomórfica e ter 

composição de DNA ou RNA recobertos por um capsídeo rico em proteína (Figura 2). 

O ácido nucléico pode ser de fita simples ou dupla e em alguns bacteriófagos o capsídeo 

é coberto por uma cauda contendo lipídios que desempenham, provavelmente, a função 

da aderência do bacteriófago à parede das células hospedeiras. Os bacteriófagos 

atualmente são taxonomicamente organizados em dez famílias com características 

morfológicas e genomas distintos (ICTV, 2019). 

Figura 1: Ciclos de replicação dos bacteriófagos

 
Fonte: https://alunosonline.uol.com.br/biologia/multiplicacao-dos-virus.html, 2020 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://isaninhacientistaminicientista.blogspot.com/2012/04/virus.html 

 

Figura 2: Morfologia dos bacteriófagos 
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Os fagos são dependentes das células hospedeiras, por isso não possuem 

metabolismo próprio. Apresentam uma larga faixa de hospedeiros, tendo como alvo 

principal linhagens específicas. No ciclo de reprodução o primeiro passo é o 

reconhecimento por um receptor primário da célula hospedeira, seguido pela adsorção 

em um segundo receptor. A primeira adesão é reversível – a célula pode não estar viva. 

A segunda adesão é irreversível, e subsequentemente, o DNA fágico circulariza e a 

bactéria inicia a produção de proteínas fágicas (ROSSI, 2010). 

 

 

2.6 BACTERIÓFAGOS COMO ALTERNATIVA DE CONTROLE 

MICROBIOLÓGICO 

 

Diversos estudos mostram que a contaminação de alimentos é um problema de 

saúde pública, pois os relatos descritos anualmente de doenças transmitidas por 

alimentos está cada vez maior, e a busca por proteção e conservação destes produtos 

tornou-se um desafio para as indústrias. Para controlar os patógenos presentes na cadeia 

produtiva, diversas estratégias estão sendo estudadas, e os bacteriófagos têm sido 

amplamente estudados como alternativa de controle (ENDERSEN, et al, 2014).  

Os bacteriófagos podem ser aplicados em todas as fases de produção numa 

abordagem simples, em quatro etapas diferentes, como a fagoterapia, biossanitização, 

biocontrole, biopreservação, a fim de garantir um produto inócuo ao consumidor 

(Figura 3) (SÁ, 2015).  

 

Figura 3 Aplicação dos Bacteriófagos na cadeia produtiva de alimentos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de SÁ, 2015 

 



28 

 

 Os bacteriófagos podem ser utilizados na prevenção ou redução de doenças 

durante a produção animal. A eficiência de bacteriófagos livres e microencapsulados foi 

demonstrada no controle de S. Enteritidis em poedeiras e em ovos comerciais. O 

tratamento com bacteriófagos livres ou microencapsulados mostraram uma redução na 

contaminação e detecção do patógeno na casca, na gema e na clara de ovos 

experimentalmente infectados. Ovos que foram higienizados, pasteurizados e não 

tratados com bacteriófagos obtiveram maiores médias de contaminação de S. Enteritidis 

na clara, na gema e na casca em relação aos ovos não higienizados, não pasteurizados e 

tratados com bacteriófagos (ALBINO, 2016). 

Na desinfeção de equipamentos e superfícies de contato utilizadas na indústria 

de processamento e comercialização de frango de corte e derivados, o estudo sobre a 

utilização de bacteriófagos ambientais no controle de biofilmes de Salmonella spp., 

mostrou que entre 3 a 9 horas o pool de bacteriófagos apresentou uma ação satisfatória 

eliminando a maioria dos patógenos. Desta forma, o uso de bacteriófagos é uma boa 

alternativa para o controle de biofilmes nas indústrias (GARCIA, 2015). O biocontrole e 

a biopreservação por fagos consiste respectivamente na descontaminação de carcaças e 

outros produtos crus, e aumentar a vida de prateleira de alimentos perecíveis, tem como 

objetivo funcionar como conservantes naturais. No estudo sobre os efeitos de 

bacteriófagos líticos sobre S. Enteritidis (SE) em carcaças e recortes de frangos tratados 

por imersão, demostraram que a técnica de imersão de recortes e carcaças de frangos 

contaminados com SE em uma solução de bacteriófagos é capaz de reduzir a 

concentração bacteriana, sendo que quanto menor for a área de superfície dos produtos 

avícolas, maior a eficácia do tratamento (GONÇALVES, 2013). 

Os bacteriófagos como biocontrole é um método promissor. Um exemplo disto é 

o produto comercial à base de bacteriófagos, o Agriphage, produzido pela OmniLytics 

Inc. para tratar doenças por manchas bacterianas nas lavouras, que foi o primeiro 

produto à base de fagos aprovado pela US Environmental Protection Agency para uso 

na agricultura nos Estados Unidos. Na indústria alimentícia, a Food and Drug 

Administration (FDA) aprovou em 2006 a utilização do bacteriófago P100 (Listex 

P100), produto formulado a partir de um pool de fagos para o controle de Listeria 

monocytogenes em carnes e queijos. Os vírus bacterianos apresentam benefícios por 

serem autolimitantes, ou seja, somente se replicam na presença da bactéria com a qual 

possuem afinidade, por não atuarem na seleção de microrganismos resistentes, podem 

ser administrados em dose única, e de fácil uso, além de ser facilmente encontrados na 
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natureza. Além disso, os bacteriófagos não causam alergias e não alteram a estrutura, 

odor ou sabor dos alimentos (MACHALELA, 2016).  

Os fagos utilizados em nosso estudo, demonstraram previamente, em diferentes 

experimentos, ação lítica contra isolados de S. Pullorum, S. Gallinarum, S. Enteritidis, S. 

Typhimurium, S. Heidelberg, S. Brandenburg, S. Anatum, S. Tennessee, S. Agona, S. 

Bredeney, S. Schwarzengrund, S. Infantis, S. Rissen, S. Lexington e S. Panama. Estes 

sorovares foram isolados de amostras clínicas de aves ou de carne de frango e nossos 

estudos demonstraram que possuem genes de virulência, multirresistência a 

antimicrobianos e/ou capacidade de formação de biofilmes (POTTKER, 2016; 

PEIXOTO, 2019; RIZZO, 2017). 

 

2.7 POLIMÉROS BIOADESIVOS 

 

O polióxido de etileno (PEO) é uma macromolécula linear que é obtido da 

polimerização por abertura do anel do óxido de etileno. A regularidade da sua unidade 

estrutural permite um elevado grau de cristalinidade envolvendo 70 a 85 % do polímero. 

O PEO é compatível com uma vasta gama de plasticizantes, compostos de baixa massa 

molecular e outros polímeros (VILLANOVA, 2010). 

Dependendo de sua composição eles atuam em diversas necessidades específicas 

de emulsificação, dispersão, detergência, entre outras, das indústrias de lubrificantes, 

pesticidas, detergentes, alimentos, cosméticos, produtos farmacêuticos e petróleo 

(MANSUR, 2001). 

Uma pesquisa sobre o óleo essencial de gengibre (OEG) e a utilização de 

polímeros a partir de fibras ultrafinas de proteína isolada de soja (PIS), polióxido de 

etileno (PEO) e zeína teve como objetivo a caracterização destes polímeros, para a 

encapsulação de diferentes concentrações de OEG, para ser aplicadas em embalagens de 

queijo minas frescal para o controle de cinco bactérias Listeria Monocytogenes (SILVA, 

2018). 

Em um estudo sobre a influência de polímeros bioadesivos sobre o efeito 

protetor do flúor no desenvolvimento da erosão dental, foram testados três polímeros 

Carbopol 980, Carboximetil Celulose e Aristoflex AVC, em concentrações pré-

determinadas com base na viscosidade da solução a ser utilizada, que simularam um 

enxaguatório bucal. Concluíram que o Carbopol, sozinho ou associado ao Fluoreto de 
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Sódio, apresentou efeito protetor contra a desmineralização do esmalte dentário após o 

desafio erosivo (AVILA, 2014). 

Atualmente, os biopolímeros são investigados e desenvolvidos, com base em 

sistemas de liberação controlada, melhorando assim a estabilidade de substâncias 

bioativas, como é o caso dos bacteriófagos, que se associado ao alginato, melhora a sua 

eficiência e ajuda a permanecer em condições gástricas.  Um sistema de entrega oral 

capaz de fornecer proteção ao bacteriófago S1 durante a passagem pelo trato 

gastrointestinal (TGI) de galinhas (Gallus gallus domesticus) com um mês de idade. Os 

testes foram realizados in vitro e in vivo e mostraram que a esfera do alginato 

apresentou maior eficiência no encapsulamento, permitindo liberação do fago S1 a 

partir de três horas de agitação. Nos testes in vivo foi observado a presença de áreas 

líticas em que as esferas de alginato permitiram a liberação do fago no TGI, e a 

Salmonella Enteritidis foi reduzida 48 horas após a administração do tratamento 

(GARCIA, 2019).  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ISOLAMENTO DOS BACTERIÓFAGOS  

Em nosso estudo, foram utilizados os bacteriófagos UPF_BP1, UPF_BP2 e 

UPF_BP3 que foram isolados no Rio Grande do Sul, a partir de amostras de fezes de 

aves de criação extensiva e água residual proveniente do abate em frigorífico de aves, 

conforme Pottker, (2016). O isolamento dos fagos foi realizado de acordo com 

Sillankorva et al., (2008), baseado na técnica de sobrecamada de meio semissólido, a 

partir das bactérias hospedeiras sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis.  

 

3.2 AMPLIFICAÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS BACTERIÓFAGOS 

 

Para a amplificação do número de fagos, amostras bacterianas de S. 

Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis que estavam armazenadas em caldo infusão 

cérebro e coração (BHI) 80% e com 20% de glicerol e conservadas na bacterioteca a -20 

°C, foram reativadas. A reativação foi realizada utilizando meio de enriquecimento não 

seletivo (BHI), inoculação em meio de crescimento seletivo ágar Xylose Lisina 

Deoxycholate (XLD) por 24 horas e posterior seleção de uma colônia característica. A 

colônia foi novamente inoculada em caldo BHI, e incubadas a 37ºC por 18h. 

Em uma solução de 125 mL de TSB (trypitc soy broth) concentração dupla, foi 

inoculado 50 mL da bactéria hospedeira a uma concentração de 107 UFC/mL onde foi 

adicionado 25 mL do fago correspondente, sendo posteriormente incubado por 18 horas 

a 37±1ºC. Após o período de incubação, adicionou ao tubo 20 mL da solução de 

clorofórmio P.A e centrifugou sob refrigeração à 4°C em 8000 rpm por 5 a 10 minutos. 

Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em seringa com filtros de 0,22 µm e 

transferidos para frascos estéreis (Figura 4). Após, foi retirado 20 µL do fago e 

incubado em 5 mL de BHI e, depois de 24 horas, foi observado se haveria multiplicação 

bacteriana, e após seguiu-se com o a armazenamento a 4°C. 
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3.3 TITULAÇÃO DOS BACTERIÓFAGOS 

 

Para a realização da titulação dos bacteriófagos foi necessário realizar a diluição 

seriada da solução estoque dos fagos isolados. Para isso preparou-se microtubos com 

Figura 4: Protocolo de amplificação dos bacteriófagos. 
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900 µL de solução salina (0,85%) e realizou-se a diluição seriada do estoque de fagos 

de 10-1 até 10-10. Após a diluição, os microtubos permaneceram em repouso por um 

período de 15 min. a 30 min. para pré adsorção dos fagos.  

Para a realização da contagem, foram preparadas placas de Petri contendo uma 

fina camada de ágar TSA (trypitc soy agar) e foi adicionado 100 µL da bactéria 

hospedeira utilizada no isolamento do fago (previamente cultivada overnight) e 100 µL 

fago diluído. Em seguida foi vertido 5 mL de ágar semissólido e realizado movimentos 

de 8 para homogeneizar. Após a secagem do ágar, as placas foram incubadas a 36 ± 1 

ºC por 24 h. (Sillankorva et al, 2008).  Posteriormente foi realizada a contagem de halos 

ou placas fágicas e determinada a titulação de acordo com a equação abaixo. 

 

Título de bacteriófagos (UFP/mL) = 
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑒 𝑥 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢íçã𝑜

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖ó𝑓𝑎𝑔𝑜𝑠 (𝑚𝐿)
 

 

3.4 LIOFILIZAÇÃO 

 

Após o resultado da titulação, 100 ml de cada fago foram congelados em ultra 

freezer (Coldlab) por 24 horas e posteriormente submetidos ao processo de liofilização, 

em um equipamento de modelo SL-404 (Solab), a uma temperatura de -53°C por 120 

horas. 

 

3.5 FORMULAÇÃO DE BIOCOMPRIMIDOS DE LIBERAÇÃO 

PROLONGADA A PARTIR DOS COQUETÉIS DE BACTERIÓFAGOS  

 

Biocomprimidos foram elaborados contendo um coquetel (pool) formados pelos 

três fagos, UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Para o preparo dos coquetéis, as amostras 

foram amplificadas e liofilizadas separadamente e unidas na proporção de 1:1:1. 

(ANDREATTI FILHO et al., 2007). Os bacteriófagos liofilizados, foram submetidos a 

titulação para saber em até quantas diluições, os vírus ainda estariam viáveis.  

A elaboração do biocompimido foi realizada com 30% (60 mg) de Polyox WSR-

303, de 7.000.000 g/mol (gentilmente cedido  pela Colorcon ®) (polímero responsável 

pela liberação controlada dos componentes), 69% (138 mg) de polióxido de etileno de 



34 

 

100.000 g/mol (Sigma-Aldrich ®), e 1% (2 mg) do pool de bacteriófagos, que foram 

pesados individualmente, para obtenção de uma mistura  homogeneizada manualmente. 

Os comprimidos de massa final de 200 mg foram preparados por compressão direta em 

máquina de compressão excêntrica, utilizando jogo de punções de 9 mm, planos, sem 

sulcos e sua eficiência foi testada no controle de contaminação de Salmonella enterica 

(CRUZ, et al. 2008). 

 

3.6 TESTE in vitro DOS BIOCOMPRIMIDOS CONTENDO OS COQUETÉIS DE 

BACTERIÓFAGOS CONTRA SALMONELLA ENTERICA. 

 

A eficácia in vitro dos biocomprimidos contra Salmonella enterica foi avaliada 

em uma câmara incubadora refrigerada a uma temperatura de 4° C, com agitação em 

shaker orbital TE-421 (Tecnal), com intuito de mimetizar as condições reais do 

processo de refrigeração de carcaças de frango no equipamento industrial denominado 

chiller. As bactérias foram escolhidas de acordo com o grau de importância para saúde 

pública, sendo utilizados os sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Enteritidis, S. 

Typhimurium, e S.Heidelberg, que foram isolados em pesquisas realizadas 

posteriormente em abatedouro de frango. Para isso, foram posicionados 16 erlenmeyers 

com volume de 399,5 mL de solução de água peptonada 0,1% estéril (APT 0,1%). Em 

cada erlenmeyer foi adicionado 1 comprimido que foram deixados intumescer para pré 

liberação dos fagos durante 15 minutos (menos nos erlenmeyers que iriam os controles 

negativos), para posteriormente ser inoculado 0,5 mL de pool de Salmonella enterica, 

deixando a solução final com um total de 400 mL. Amostras de 2 mL foram coletas em 

diferentes tempos (0, 3, 6, 9 e 12 horas). Os experimentos foram realizados em quatro 

tratamentos denominados de T1 – Controle positivo, T2 – Controle negativo, T3 – 

Biocomprimidos de fagos com concentração baixa de Salmonella enterica e T4 – 

Biocomprimidos de fagos com concentração alta de Salmonella enterica (Figura 5).  

Para T1 foi utilizado somente o biocomprimido com fagos para ser o controle 

positivo e quantifica-los em Unidades Formadoras de Placas (PFU) no decorrer do 

tempo de coleta. Já T2 era o tratamento que obtinha uma carga bacteriana baixa de 

aproximadamente 2,7x103 UFC/mL de Salmonella enterica como controle negativo, 

para a quantificação do patógeno, sem a presença do biocomprimidos de fagos. Em T3 

foi utilizado a mesma concentração bacteriana do T2, mas com presença do 
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biocomprimido de fagos imerso e em T4 a concentração bacteriana foi maior de 

aproximadamente 2,7x106 UFC/mL, com presença do biocomprimidos. 

 

 

 
Fonte: do autor, 2020 

 

Em todos os tratamentos, foram realizadas as coletas nos tempos previsto por 

esta metodologia, para a quantificação de Salmonella enterica pela técnica do drop 

plate (técnica do gotejamento) em ágar PCA (ágar padrão para contagem) 

(APOSTOLIDIS et al., 2008; ERUTEYA; ODUNFA, 2016), e  para a quantificação de 

bacteriófagos em Unidades Formadoras de Placas (PFU) foi empregada a técnica de 

titulação, conforme descrito anteriormente no item 3.3 de forma adaptada. Os ensaios 

foram realizados em quadruplicada e os experimentos replicados 2 vezes. 

 

 

3.8 ANÁLISE DOS RESULTADOS  

 

Os resultados obtidos foram analisados com auxílio dos programas Microsoft 

Excel versão 2016, e Statistica versão 7, por meio da Análise da Variância (ANOVA) e 

Tukey para a comparação das médias 

Tratamento 1
Controle positivo

Tratamento 2
Controle negativo

Tratamento 3
Pool de Salmonella a 10-3

Tratamento 4
Pool de Salmonella a 10-6

399,5 mL de
APT 0,1%

Comprimido 399,5 mL de
APT 0,1%

Pool de Salmonella
0,5mL

399,5 mL de
APT 0,1%

0,5 de pool

399,5 mL de
APT 0,1%

0,5 de Pool

Comprimido Comprimido

Figura 5: Tratamentos realizados nos experimentos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Teste de esterilidade e titulação dos bacteriófagos  

 No caldo BHI, observou-se que não houve multiplicação bacteriana, apresentado 

resultados negativos no teste de esterilidade. O teste de esterilidade em caldo BHI foi 

um método empregado para observar se ainda existia multiplicação bacteriana após o 

processo de amplificação, filtragem e armazenamento dos fagos. Nestes procedimentos 

deve-se ter a real certeza que a célula hospedeira não tenha permanecido na solução 

final, para evitar a contaminação. A Figura 6 mostra o caldo BHI sem turvação, 

portanto, os fagos estão livres de células bacterianas, mostrando-se viáveis e adequados 

para atender as posteriores demandas.  

 

Figura 6: Teste dos bacteriófagos em caldo BHI para observar presença ou ausência de turvação no meio 

após a titulação de fagos. 

 
Fonte: do autor. 

 

Na titulação, antes da liofilização, os fagos mostraram ação lítica frente as suas 

bactérias especificas e o UPF_BP2 agiu em mais de um sorovar além de sua hospedeira, 

a S. Bredeney, e com alta titulação com carga viral de 8,4x1011UFP/mL contra S. 

Brandenburg (Tabela 1). 
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Tabela 1: Titulação dos bacteriófagos frente às bactérias hospedeiras antes da liofilização. 

Titulação dos Bacteriófagos (UFP/mL) 

Fagos Sorovares 

S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis 

UPF_BP1 5,1 x 10 11 0 0 

UPF_BP2 8,4 x 10 11 1,4 x 10 9 0 

UPF_BP3 0 0 4,2 x 10 9 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020. 

 

Na Figura 7 podemos visualizar as placas de lise do fago UPF_BP2 contra a S. 

Brandenburg, que não é a sua bactéria hospedeira, demonstrando a habilidade de 

infecção em mais de um sorovar. 

 

 

 

Fonte: do Autor, 2020 

 

 Os resultados demonstraram que alguns fagos não apresentaram títulos nas 

outras bactérias, evidenciando que possíveis fatores físicos - químicos ou temperatura, 

podem ter afetado a sobrevivência dos vírus, já que estes fatores se não forem 

controlados podem inativa-los com a perda ou deformações de seus elementos 

estruturais (cabeça, e cauda), lipídeos ou DNA (SOUSA, 2012). 

Figura 7: Placa que mostra formação de lise em S. Brandenburg. 
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 Em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa PEIXOTO, 2019 

constatou que as amostras de S. Enteritidis sofreram lise por, pelo menos, um dos fagos 

citados e que o pool desempenhou melhor ação lítica na inibição da formação do 

biofilme e na remoção do biofilme pré-formado. RIZZO, 2017 avaliou os mesmos 

fagos, que apresentaram um bom potencial de lise em 38 cepas de S. Gallinarum. Em 

outro estudo, POTTKER, 2016, demostrou-se que os bacteriófagos UPF_BP1, 

UPF_BP2 e UPF_BP3 foram eficazes contra diversos sorovares de Salmonella spp. 

 

4.2 Liofilização 

Os fagos apresentaram diferentes rendimentos após o processo de liofilização, 

apesar de terem o mesmo volume inicial, como pode ser observado no Quadro 1. 

Quadro 1 - Rendimento dos bacteriófagos após liofilização. 

Bacteriófagos 
Rendimento dos bacteriófagos liofilizados 

Volume (mL) Massa (g) 

UPF_BP1 100 3,30 

UPF_BP2 100 4,12 

UPF_BP3 100 2,69  
Fonte: do autor, 2020. 

 

Os bacteriófagos, após liofilização (Figuras 8), novamente passaram pela técnica 

de titulação de fagos, para saber se os vírus ainda estariam viáveis depois do processo, 

sendo assim, observamos que a contagem de títulos foi mais baixa, como o caso do 

UPF_BP1, que teve uma redução de 3,4 log, depois da liofilização, mostrando que 

houve perdas no processo (Tabela 1 e 2). 

 

 

Fonte: do autor 

 

Figura 8: Amostra liofilizada 
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Tabela 2 Titulação dos bacteriófagos frente às bactérias hospedeiras após a liofilização. 

Titulação dos Bacteriófagos Liofilizados (PFU/mL) 

 Sorovares 

Bacteriófagos S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis 

UPF_BP1 1,7x109 0 3,5x103 

UPF_BP2 2,4x103 5,9x106 3,0x103 

UPF_BP3 4x103 0 2,7x106 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020. 

 

As possíveis perdas apresentadas neste processo podem ter ligação a fatores 

físicos, como a temperatura, pois alguns autores não recomendam por exemplo, o 

congelamento de fagos na temperatura de -20 °C, pois a formação de cristais de gelo 

danifica a estrutura do vírus, levando a sua inativação (SOUSA, 2012). Como antes do 

processo de liofilização, as amostras são congeladas a uma temperatura de -80 °C para 

uma menor criação de cristais de gelo, por 24 horas, assim, fica evidenciado que a 

redução de log após a liofilização, pode-se justificar que a baixa temperatura tenha 

causado danos às estruturas dos fagos, levando-os a supressão, mesmo com a presença 

de triptona que serve como agente crioprotetor (ACKERMANN et al., 2004; 

MONOHAR, 2019; LIANG, et al., 2020). 

Um estudo sobre liofilização de bacteriófagos mostrou que este método é 

eficiente para secar fagos trazendo pequenas redução nas suas atividades fágicas, o que 

ajudaria no desenvolvimento de diferentes elaborações e possíveis revestimentos 

bioativos contendo fagos (PUAPERMPOONSIRI, 2009). Em uma outra pesquisa sobre 

condições de liofilização para armazenamento de fagos, foi observado que, a atividade 

de três bacteriófagos testados tivera perdas de até 4 log na sua viabilidade após o 

processo de liofilização (MONOHAR, 2019). 

Com os resultados da titulação, prosseguimos os procedimentos, dando início ao 

processo de elaboração dos comprimidos. 

 

4.3 Elaboração dos biocomprimidos de coquetel de bacteriófagos 

 

Os comprimidos de bacteriófagos foram especificamente elaborados para este 

estudo, a partir de um pool composto por três fagos líticos específicos de Salmonela 
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enterica denominados de UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Estes biocomprimidos 

apresentam possível potencial para ser aplicado em tanques de resfriamento para o 

controle deste patógeno na cadeia produtiva de frangos. O liofilizado do pool de fagos e, 

os outros componentes foram homogeneizados e comprimidos. Os biocomprimidos 

visualmente eram todos parecidos, com manchas marrons, oriundas do meio de cultura 

no qual o fago era armazenado, e tinham aspecto liso, com peso médio de 200 mg 

(Figura 10) 

 

Figura 9: Biocomprimidos de pool de bacteriófagos de liberação controlada 

  

  

Fonte: do autor, 2020 

 

 Um estudo sobre compressão direta de comprimidos de pós em forma sólida de 

dosagem oral, observou que os fagos em comprimidos permitiriam a entrega confiável 

de altos títulos de fagos viáveis no local da infecção no trato gastrointestinal. Essas são 

vantagens importantes e podem ser alcançadas usando o processo relativamente 

simples, altamente escalável e de baixo custo avaliado no presente estudo (VINNER, 

2019).  

Uma pesquisa realizada para avaliar o uso de revestimentos biológicos de 

sementes à base de bacteriófagos incorporados em polímeros polivinílicos e revestido 

em sementes de milho contra Clavibacter michiganensis subsp. Nebraskensis, 
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demostrou que após 24 h de secagem, todos os revestimentos de polímero mostraram 

retenção semelhante de bacteriófagos ativos, que foi maior que a retenção para 

bacteriófagos revestidos apenas com tampão, evidenciando que agentes de biocontrole 

associados aos polímeros também melhoram a adesão ao tratamento, reduzindo 

possíveis contaminações (KIMMELSHUE, 2019) 

4.4 Teste dos biocomprimidos de bacteriófagos 

 

 Os resultados para o teste dos biocomprimidos de bacteriófagos mostraram que 

em até 12 horas, o tratamento T2 mostrou-se estável no decorrer do processo, ficando 

no tempo 0 com 3,8 log UFC/mL e em 12 horas com 3,5 log UFC/mL. Já no T3 obteve 

uma leve redução do patógeno de 0,4 log durante os ensaios, apesar de mostras 

resultados semelhantes ao do T2. Em T4, o tratamento se iniciou em 7,0 log UFC/mL, 

chegando no tempo final com 6,5 log UFC/mL (Tabela 3). Os tratamentos não 

apresentaram diferença significativa no decorrer do tempo pelo teste Tukey (p <0,05).  

 

Tabela 3: Resultados obtidos no uso dos biocomprimidos contra pool de Salmonella enterica. 

Tratamentos – log UFC/mL 

Tempos (horas) T2 T3 T4 

0 3,857±0,0a
 3,914±0,1 a 7,055±0,9 b 

3 3,795±0,3 a 3,819±0,2 a 7,560±0,4 b 

6 3,556±0,0 a 3,656±0,2 a 7,148±0,2 b 

9 3,795±0,3 a 3,644±0,3 a 7,150±0,3 b 

12 3,556±0,3 a 3,525±0,2 a 6,562±0,1 b 

Os resultados estão expressos em log10UFC/mL como média ± SD. Letras diferentes indicam diferença 

significativa de acordo com o teste de Tukey (p <0,05). Fonte: do Autor, 2020. 

 

O T2 era o tratamento que tinha apenas Salmonella enterica como controle dos 

ensaios, sem bacteriófagos. No decorrer do processo, foi observado que não houve 

multiplicação bacteriana significativa por até 12 horas, demonstrando a eficácia da 

temperatura de 4°C no controle do crescimento microbiano com esta concentração 

bacteriana. O T3 mostrou resultados similares ao T2, mesmo com o biocomprimido de 

fagos sendo aplicado como alternativa de controle de patógenos. Esses resultados 

mostram que os tanques de resfriamentos, que têm como objetivo atuar na remoção de 
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calor para controle de patógenos, ao resfriar as carcaças de frango a uma temperatura de 

no mínimo 4° C, mostra-se eficaz, pois manteve estável a proliferação de Salmonella 

enterica, que  pode vir a afetar a inocuidade do produto final (NICOLAU, 2016).  

No tratamento T4, foi possível observar uma contagem elevada do patógeno, já 

que o inoculo inicial era maior do que os demais tratamentos. Porém, a redução 

bacteriana entre os tempos não foi relevante, como mostra a Figura 11, mostrando que, 

apesar da redução de 0,5 log do tempo 0 até as 12 horas, não houve diferença estatística. 

Em nosso experimento não havia presença de cloro, como é empregado nas indústrias 

alimentícias, como controle de microrganismos patogênicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T2: tratamento com Salmonella enterica, T3: tratamento com baixa concentração de Salmonella enterica, 

mais os biocomprimidos de bacteriófagos, T4: tratamento com alta concentração de Salmonella enterica, 

mais os biocomprimidos de bacteriófagos 

 

 Uma pesquisa sobre a avaliação das condições de armazenamento e eficiência in 

vitro, de um novo coquetel de fagos de Salmonella microencapsulado para controle de 

S. Enteritidis e S. Typhimurium, apresentaram resultados que diferem dos nossos, pois 

foi observado por Petsong (2019) que os níveis de carga bacteriana diminuíram 1,79 e 

3,63 log10 UFC / mL a 37°C, e 0,43 e 0,76 log10 UFC / mLa 10 ° C. (PETSONG, 2019). 

Em uma pesquisa sobre a avaliação da capacidade lítica de amplo espectro de 

coquetéis de bacteriófagos contra vários sorovares de Salmonella spp e seus efeitos in 

vivo em porcos desmamados infectados com S. Typhimurium foram preparados quatro 

Figura 10: Ação dos biocomprimidos de bacteriófagos no tempo de 12 horas. 
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coquetéis utilizando 13 fagos, e a capacidade lítica dos coquetéis foram testados usando 

cepas de referência de Salmonella e isolados de campo. Os coquetéis mostraram 100% 

de eficiência contra as cepas de referência, e 92,5% de eficácia frente a isolados de 

campo, evidenciando uma excelente atividade fágica frente aos agentes bacterianos 

(SEO, 2018). 

Para implementar mais estrategicamente um esquema de fagoterapia para o 

controle de S. Enteritidis em frangos de corte, VAZ (2020) elaborou um coquetel 

contendo três bacteriófagos líticos do tipo selvagem previamente isolados de galinhas, e 

foi observada uma redução de 1,49, 0,65 e 0,58 log 10 UFC / mL no número de S. 

Enteritidis pelo uso dos fagos (VAZ CSL, 2020). 

A metodologia utilizada para a quantificação dos bacteriófagos em unidades 

formadoras de placas (PFU) não foi eficaz em nenhum dos tratamentos, demonstrado na 

Figura 12.  

 

Figura 11 Zonas de lises cobertas por Salmonella enterica após a incubação. 

  

Legenda: na esquerda imagem da placa de petri apresentando Zonas de lises no T4, na direita, placa de 

petri apresentando lises do T3. 

No tratamento T1, era somente o biocomprimidos imerso em APT 0,1%, para a 

contagem de PFU/ml, nos tempos pré estabelecidos (0, 3, 6, 9, 12 horas), no entanto, 

não foi possível realizar a contagem de títulos, pois as condições empregadas não foram 

favoráveis para apresentar zonas de lises nas placas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Com os resultados encontrados, podemos concluir a metodologia utilizada para 

amplificação dos bacteriófagos se mostrou eficaz na eliminação das bactérias 

hospedeiras, não apresentando contaminação bacteriana após enriquecimento em caldo 

BHI. Antes da liofilização os bacteriófagos demonstraram bom desempenho na ação 

lítica das bactérias hospedeiras. No entanto, após o processo de liofilização, foi 

observada uma redução na contagem de títulos, evidenciando que houve perdas no 

processo.  

O teste para verificar a ação do coquetel de bacteriófagos em formulação de 

biocomprimidos demonstrou pouca eficácia na redução da multiplicação de Salmonella 

enterica, não apresentando diferença significativa entre os tempos e tratamento.  

Para trabalhos futuros, sugere-se modificações na metodologia para o teste in 

vitro dos biocomprimidos, como o uso de centrifugação e filtragem das amostras antes 

da inoculação, para não haver erros de contagens, ou impossibilitar a leitura das lises. 

Elaboração de formulas com dosagens diferentes de fagos e polímeros, além de testes 

com água em temperaturas diferentes, para determinação de melhores condições e 

melhores aplicações para o biocomprimidos de fagos. 
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Resumo 

O presente estudo tem como objetivo desenvolver um produto inovador para o controle 

biológico de diferentes sorovares de Salmonella enterica, através da elaboração de um 

coquetel de bacteriófagos, formulados em biocomprimidos de liberação prolongada, 

para ser aplicados, em água de tanques de resfriamentos do abate de frango. A 

formulação dos biocomprimidos foi realizada com 60 mg de polyox,138 mg de 

polióxido de etileno, e 2 mg de pool de bacteriófagos, preparados por compressão direta 

em máquina de compressão excêntrica. Porém testes ainda devem ser realizados para 

aplicação de seu possível uso na indústria de alimentos.  

Palavras-chave: Salmonella. Fagos. Alternativas. 

 

Abstract 

The present study aims to develop an innovative product for the biological control of 

different Salmonella enterica serovars, through the elaboration of a cocktail of 

bacteriophages, formulated in biocompressions of prolonged release, to be applied in 

water from cooling tanks for slaughtering chicken. The formulation of the 

biocompresses was carried out with 60 mg of polyox, 138 mg of polyoxide of ethylene, 

and 2 mg of pool of bacteriophages, prepared by direct compression in an eccentric 

compression machine. However tests must still be carried out to apply its possible use in 

the food industry 

Key words: Salmonella. Phages. Alternatives. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A Salmonella spp. é um dos principais microrganismos envolvidos em doenças 

veiculadas por alimentos, tornando-se necessário tomar medidas para sua eliminação na 

indústria alimentícia. Este patógeno vem sendo apontado em diversas pesquisas por 

apresentarem resistência a bactericidas disponíveis no mercado, ocasionado por seu uso 

descontrolado e inadequado de bactericidas, assim os sorovares não só deram origem a 

várias cepas de resistência a múltiplas drogas, mas também aumentou a incidência de 
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manifestação e tratamento de doenças, além de diminuir a eficácia dos produtos, por 

consequência dificultando seu controle (PRADHAN, 2019). 

A ocorrência de Salmonella resistentes a antimicrobianos pode causar sérios 

problemas econômicos, além de representar grandes implicações na saúde pública, com 

impactos às indústrias de alimentos. Os biocontroles vem sendo estudados como 

alternativas de controlar patógenos no ambiente, e uma dessas abordagens é o uso de 

vírus bacterianos como agentes eficaz frente as bactérias patogênicas chamados ou 

denominados bacteriófagos (KRYLOV, 2019). 

Os fagos ainda são pouco explorados como antimicrobianos, por possuírem 

vantagens únicas se caracterizando como uma alternativa de controle principalmente 

para as indústrias de alimentos, com possibilidade de complementar e/ou substituir 

métodos convencionais, não deixando resíduos químicos, além de terem a capacidade 

de evoluir com o hospedeiro, apresentando pouca susceptibilidade de aparecimento de 

resistência. Com isto, o seu uso torna-se um método de grande importância para o 

controle de patógenos, podendo ser utilizado em toda a cadeia de produção de alimentos 

sem afetar as propriedades sensoriais do produto final (RICHTER, 2019; ALBINO, 

2011). 

Os polímeros representam uma das classes de matéria prima mais versáteis, e 

acessível para aplicações em diversas áreas, incluindo as indústrias de alimentos. Os 

polímeros possuem também a função de proteger e estabilizar estruturas proteicas de 

princípios ativos, como é o caso dos fagos, que se associados aos polímeros de liberação 

modificada, que são preparações em que a substância ativa vai se liberando aos poucos, 

tem o objetivo de controlar a liberação, a fim de aumentar o tempo de duração dos vírus 

bacterianos no ambiente em que foi exposto (MANOHARE, 2019) 

Nesse contexto, o objetivo deste estudo é desenvolver um produto inovador para 

o controle biológico de diferentes sorovares de Salmonella enterica, através da 

elaboração de um coquetel de bacteriófagos, formulados em biocomprimidos de 

liberação prolongada. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 ISOLAMENO DOS BACTERIÓFAGOS  

Em nosso estudo, foram utilizados os bacteriófagos UPF_BP1, UPF_BP2 e 

UPF_BP3 que foram isolados no Rio Grande do Sul, a partir de amostras de fezes de 
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aves de criação extensiva e água residual proveniente do abate em frigorífico de aves, 

conforme Pottker, (2016). O isolamento dos fagos foi realizado de acordo com 

Sillankorva et al., (2008), baseado na técnica de sobrecamada de meio semissólido, a 

partir das bactérias hospedeiras sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis.  

 

2.2 AMPLIFICAÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS BACTERIÓFAGOS 

Para a amplificação do número de fagos, amostras bacterianas de S. 

Brandenburg, S. Bredeney e S. Enteritidis que estavam armazenadas em caldo infusão 

cérebro e coração (BHI) 80% e com 20% de glicerol e conservadas na bacterioteca a -20 

°C, foram reativadas. A reativação foi realizada utilizando meio de enriquecimento não 

seletivo (BHI), inoculação em meio de crescimento seletivo ágar Xylose Lisina 

Deoxycholate (XLD) por 24 horas e posterior seleção de uma colônia característica. A 

colônia foi novamente inoculada em caldo BHI, e incubadas a 37ºC por 18h. 

Em uma solução de 125 mL de TSB (trypitc soy broth) concentração dupla, foi 

inoculado 50 mL da bactéria hospedeira a uma concentração de 107 UFC/mL onde foi 

adicionado 25 mL do fago correspondente, sendo posteriormente incubado por 18 horas 

a 37±1ºC. Após o período de incubação, adicionou ao tubo 20 mL da solução de 

clorofórmio P.A e centrifugou sob refrigeração à 4°C em 8000 rpm por 5 a 10 minutos. 

Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em seringa com filtros de 0,22 µm e 

transferidos para frascos estéreis (Figura 4). Após, foi retirado 20 µL do fago e 

incubado em 5 mL de BHI e, depois de 24 horas, foi observado se haveria multiplicação 

bacteriana, e após seguiu-se com o a armazenamento a 4°C.  

 

2.3 TITULAÇÃO DOS BACTERIÓFAGOS 

Para a realização da titulação dos bacteriófagos foi necessário realizar a diluição 

seriada da solução estoque dos fagos isolados. Para isso preparou-se microtubos com 

900 µL de solução salina (0,85%) e realizou-se a diluição seriada do estoque de fagos 

de 10-1 até 10-10. Após a diluição, os microtubos permaneceram em repouso por um 

período de 15 min. a 30 min. para pré adsorção dos fagos.  

Para a realização da contagem, foram preparadas placas de Petri contendo uma 

fina camada de ágar TSA (trypitc soy agar) e foi adicionado 100 µL da bactéria 

hospedeira utilizada no isolamento do fago (previamente cultivada overnight) e 100 µL 
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fago diluído. Em seguida foi vertido 5 mL de ágar semissólido e realizado movimentos 

de 8 para homogeneizar. Após a secagem do ágar, as placas foram incubadas a 36 ± 1 

ºC por 24 h. (Sillankorva et al, 2008).  Posteriormente foi realizada a contagem de halos 

ou placas fágicas e determinada a titulação de acordo com a equação abaixo. 

 

 Título de bacteriófagos (UFP/mL) =  ____________________________________ 

                                                                                Volume da amostra de bacteriófagos (mL) 

 

2.4 LIOFILIZAÇÃO 

Após o resultado da titulação, 100 ml de cada fago foram congelados em ultra 

freezer (Coldlab) por 24 horas e posteriormente submetidos ao processo de liofilização, 

em um equipamento de modelo SL-404 (Solab), a uma temperatura de -53°C por 120 

horas. 

 

2.5 FORMULAÇÃO DE BIOCOMPRIMIDOS DE LIBERAÇÃO 

PROLONGADA A PARTIR DOS COQUETÉIS DE BACTERIÓFAGOS  

 

Biocomprimidos foram elaborados contendo um coquetel (pool) formados pelos 

três fagos, UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Para o preparo dos coquetéis, as amostras 

foram amplificadas e liofilizadas separadamente e unidas na proporção de 1:1:1. 

(ANDREATTI FILHO et al., 2007). Os bacteriófagos liofilizados, foram submetidos a 

titulação para saber em até quantas diluições, os vírus ainda estariam viáveis.  

A elaboração do biocompimido foi realizada com 30% (60 mg) de Polyox WSR-

303, de 7.000.000 g/mol (gentilmente cedido pela Colorcon ®) (polímero responsável 

pela liberação controlada dos componentes), 69% (138 mg) de polióxido de etileno de 

100.000 g/mol (Sigma-Aldrich ®), e 1% (2 mg) do pool de bacteriófagos, que foram 

pesados individualmente, para obtenção de uma mistura  homogeneizada manualmente. 

Os comprimidos de massa final de 200 mg foram preparados por compressão direta em 

máquina de compressão excêntrica, utilizando jogo de punções de 9 mm, planos, sem 

sulcos e sua eficiência foi testada no controle de contaminação de Salmonella enterica 

(CRUZ, et al. 2008). 

 

Número de placas de lise x Fator de 

diluição 
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2.6 TESTE in vitro DOS BIOCOMPRIMIDOS CONTENDO OS COQUETÉIS DE 

BACTERIÓFAGOS CONTRA SALMONELLA ENTERICA. 

 

A eficácia in vitro dos biocomprimidos contra Salmonella enterica foi avaliada 

em uma câmara incubadora refrigerada a uma temperatura de 4° C, com agitação em 

shaker orbital TE-421 (Tecnal), com intuito de mimetizar as condições reais do 

processo de refrigeração de carcaças de frango no equipamento industrial denominado 

chiller. As bactérias foram escolhidas de acordo com o grau de importância para saúde 

pública, sendo utilizados isolados dos sorovares S. Brandenburg, S. Bredeney, S. 

Enteritidis, S. Typhimurium, e S.Heidelberg. Para isso, foram posicionados 16 

erlenmeyers com volume de 399,5 mL de solução de água peptonada 0,1% estéril (APT 

0,1%). Em cada erlenmeyer foi adicionado 1 comprimido que foram deixados 

intumescer para pré liberação dos fagos durante 15 minutos (menos nos erlenmeyers 

que iriam os controles negativos), para posteriormente ser inoculado 0,5 mL de 

Salmonella enterica, deixando a solução final com um total de 400 mL. Amostras de 2 

mL foram coletas em diferentes tempos (0, 3, 6, 9 e 12 horas). Os experimentos foram 

realizados em quatro tratamentos denominados de T1 – Controle positivo, T2 – 

Controle negativo, T3 – Biocomprimidos de fagos com concentração baixa de 

Salmonella enterica e T4 – Biocomprimidos de fagos com concentração alta de 

Salmonella enterica (Figura 1).  

Para T1 foi utilizado somente o biocomprimido com fagos para ser o controle 

positivo e quantifica-los em Unidades Formadoras de Placas (PFU) no decorrer do 

tempo de coleta. Já T2 era o tratamento que obtinha uma carga bacteriana baixa de 

aproximadamente 2,7x103 UFC/mL de Salmonella enterica como controle negativo, 

para a quantificação do patógeno, sem a presença do biocomprimidos de fagos. Em T3 

foi utilizado a mesma concentração bacteriana do T2, mas com presença do 

biocomprimido de fagos imerso e em T4 a concentração bacteriana foi maior de 

aproximadamente 2,7x106 UFC/mL, com presença do biocomprimidos. 



60 

 

 

 

 
Fonte: do autor, 2020 

 

Em ambos os tratamentos T3 e T4, foram realizadas as coletas nos tempos 

previsto por esta metodologia, para a quantificação de Salmonella enterica pela técnica 

do drop plate (técnica do gotejamento) em ágar PCA (ágar padrão para contagem) 

(APOSTOLIDIS et al., 2008; ERUTEYA; ODUNFA, 2016), e para a quantificação de 

bacteriófagos em Unidades Formadoras de Placas (PFU) foi empregada a técnica de 

titulação, conforme descrito anteriormente no item 3.3 de forma adaptada. Os ensaios 

foram realizados em quadruplicada e os experimentos replicados 2 vezes. 

 

2.8 ANÁLISE DOS RESULTADOS  

Os resultados obtidos foram analisados com auxílio dos programas Microsoft 

Excel versão 2016, e Statistica versão 7, por meio da Análise da Variância (ANOVA) e 

Tukey para a comparação das médias. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Teste de esterilidade e titulação dos bacteriófagos  

 No caldo BHI, observou-se que não houve multiplicação bacteriana, apresentado 

resultados negativos no teste de esterilidade. O teste de esterilidade em caldo BHI foi 

um método empregado para observar se ainda existia multiplicação bacteriana após o 

Tratamento 1
Controle positivo

Tratamento 2
Controle negativo

Tratamento 3
Pool de Salmonella a 10-3

Tratamento 4
Pool de Salmonella a 10-6

399,5 mL de
APT 0,1%

Comprimido 399,5 mL de
APT 0,1%

Pool de Salmonella
0,5mL

399,5 mL de
APT 0,1%

0,5 de pool

399,5 mL de
APT 0,1%

0,5 de Pool

Comprimido Comprimido

Figura 1: Tratamentos realizados nos experimentos. 
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processo de amplificação, filtragem e armazenamento dos fagos. Nestes procedimentos 

deve-se ter a real certeza que a célula hospedeira não tenha permanecido na solução 

final, para evitar a contaminação. A Figura 2 mostra o caldo BHI sem turvação, 

portanto, os fagos estão livres de células bacterianas, mostrando-se viáveis e adequados 

para atender as posteriores demandas.  

 

Figura 2: Teste dos bacteriófagos em caldo BHI para observar presença ou ausência de turvação no meio 

após a titulação de fagos. 

 
Fonte: do autor. 

 

Na titulação, antes da liofilização, os fagos mostraram ação lítica frente as suas 

bactérias especificas e o UPF_BP2 agiu em mais de um sorovar além de sua hospedeira, 

a S. Bredeney, e com alta titulação com carga viral de 8,4x1011UFP/mL contra S. 

Brandenburg (Tabela 1). 

Tabela 3: Titulação dos bacteriófagos frente às bactérias hospedeiras antes da liofilização. 

Titulação dos Bacteriófagos (UFP/mL) 

Fagos Sorovares 

S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis 

UPF_BP1 5,1 x 10 11 0 0 

UPF_BP2 8,4 x 10 11 1,4 x 10 9 0 

UPF_BP3 0 0 4,2 x 10 9 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020. 
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Na Figura 3 podemos visualizar as placas de lise do fago UPF_BP2 contra a S. 

Brandenburg, que não é a sua bactéria hospedeira, demonstrando a habilidade de 

infecção em mais de um sorovar. 

 

 

 
Fonte: do Autor, 2020 

 

 Os resultados demonstraram que alguns fagos não apresentaram títulos nas 

outras bactérias, evidenciando que possíveis fatores físicos - químicos ou temperatura, 

podem ter afetado a sobrevivência dos vírus, já que estes fatores se não forem 

controlados podem inativa-los com a perda ou deformações de seus elementos 

estruturais (cabeça, e cauda), lipídeos ou DNA (SOUSA, 2012). 

 Em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa PEIXOTO, 2019 

constatou que as amostras de S. Enteritidis sofreram lise por, pelo menos, um dos fagos 

citados e que o pool desempenhou melhor ação lítica na inibição da formação do 

biofilme e na remoção do biofilme pré-formado. RIZZO, 2017 avaliou os mesmos 

fagos, que apresentaram um bom potencial de lise em 38 cepas de S. Gallinarum. Em 

outro estudo, POTTKER, 2016, demostrou-se que os bacteriófagos UPF_BP1, 

UPF_BP2 e UPF_BP3 foram eficazes contra diversos sorovares de Salmonella spp. 

 

3.2 Liofilização 

Os fagos apresentaram diferentes rendimentos após o processo de liofilização, 

apesar de terem o mesmo volume inicial, como pode ser observado no Quadro 1. 

Figura3: Placa que mostra formação de lise em S. Brandenburg. 
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Quadro 2 - Rendimento dos bacteriófagos após liofilização. 

Bacteriófagos 
Rendimento dos bacteriófagos liofilizados 

Volume (mL) Massa (g) 

UPF_BP1 100 3,30 

UPF_BP2 100 4,12 

UPF_BP3 100 2,69  
Fonte: do autor, 2020. 

 

Os bacteriófagos, após liofilização (Figuras 4), novamente passaram pela técnica 

de titulação de fagos, para saber se os vírus ainda estariam viáveis depois do processo, 

sendo assim, observamos que a contagem de títulos foi mais baixa, como o caso do 

UPF_BP1, que teve uma redução de 3,4 log, depois da liofilização, mostrando que 

houve perdas no processo (Tabela 1 e 2). 

As possíveis perdas demostradas neste processo podem ter ligação a fatores 

físicos, como a temperatura, pois alguns autores não recomendam por exemplo, o 

congelamento de fagos na temperatura de -20 °C, pois a formação de cristais de gelo 

danifica a estrutura do vírus, levando a sua inativação (SOUSA, 2012).  

 

 

Fonte: do autor 

 

Como antes do processo de liofilização, as amostras são congeladas a uma 

temperatura de -80 °C para uma menor criação de cristais de gelo, por 24 horas, assim, 

fica evidenciado que a redução de log após a liofilização, pode-se justificar que a baixa 

Figura 4: Amostra liofilizada 
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temperatura tenha causado danos às estruturas dos fagos, levando-os a supressão, 

mesmo com a presença de triptona que serve como agente crioprotetor (ACKERMANN 

et al., 2004; MONOHAR, 2019; LIANG, et al., 2020). 

Um estudo sobre liofilização de bacteriófagos mostrou que este método é 

eficiente para secar fagos trazendo pequenas redução nas suas atividades fágicas, o que 

ajudaria no desenvolvimento de diferentes elaborações e possíveis revestimentos 

bioativos contendo fagos (PUAPERMPOONSIRI, 2009). Em uma outra pesquisa sobre 

condições de liofilização para armazenamento de fagos, foi observado que, a atividade 

de três bacteriófagos testados tivera perdas de até 4 log na sua viabilidade após o 

processo de liofilização (MONOHAR, 2019). 

 

Tabela 4 Titulação dos bacteriófagos frente às bactérias hospedeiras após a liofilização. 

Titulação dos Bacteriófagos Liofilizados (PFU/mL) 

 Sorovares 

Bacteriófagos S. Brandenburg S. Bredeney S. Enteritidis 

UPF_BP1 1,7x109 0 3,5x103 

UPF_BP2 2,4x103 5,9x106 3,0x103 

UPF_BP3 4x103 0 2,7x106 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020. 

 

Com os resultados da titulação, prosseguimos os procedimentos, dando início ao 

processo de elaboração dos comprimidos. 

 

3.3 Elaboração dos biocomprimidos de coquetel de bacteriófagos 

Os comprimidos de bacteriófagos foram especificamente elaborados para este 

estudo, a partir de um pool composto por três fagos líticos específicos de Salmonela 

enterica denominados de UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3. Estes biocomprimidos 

apresentam possível potencial para ser aplicado em tanques de resfriamento para o 

controle deste patógeno na cadeia produtiva de frangos. O liofilizado do pool de fagos e, 

os outros componentes foram homogeneizados e comprimidos. Os biocomprimidos 

visualmente eram todos parecidos, com manchas marrons, oriundas do meio de cultura 

no qual o fago era armazenado, e tinham aspecto liso, com peso médio de 200 mg 

(Figura 5) 
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Figura 5: Biocomprimidos de pool de bacteriófagos de liberação controlada 

  

Fonte: do autor, 2020 

 

Um estudo sobre compressão direta de comprimidos de pós em forma sólida de 

dosagem oral, observou que os fagos em comprimidos permitiriam a entrega confiável 

de altos títulos de fagos viáveis no local da infecção no trato gastrointestinal. Essas são 

vantagens importantes e podem ser alcançadas usando o processo relativamente 

simples, altamente escalável e de baixo custo avaliado no presente estudo (VINNER, 

2019).  

Uma pesquisa realizada para avaliar o uso de revestimentos biológicos de 

sementes à base de bacteriófagos incorporados em polímeros polivinílicos e revestido 

em sementes de milho contra Clavibacter michiganensis subsp. Nebraskensis, 

demostrou que após 24 h de secagem, todos os revestimentos de polímero mostraram 

retenção semelhante de bacteriófagos ativos, que foi maior que a retenção para 

bacteriófagos revestidos apenas com tampão, evidenciando que agentes de biocontrole 

associados aos polímeros também melhoram a adesão ao tratamento, reduzindo 

possíveis contaminações (KIMMELSHUE, 2019). 

 

3.4 Teste dos biocomprimidos de bacteriófagos 

 Os resultados para o teste dos biocomprimidos de bacteriófagos mostraram que 

em até 12 horas, o tratamento T2 mostrou-se estável no decorrer do processo, ficando 

no tempo 0 com 3,8 log UFC/g e em 12 horas com 3,5 log UFC/g. Já no T3 obteve uma 

leve redução do patógeno de 0,4 log durante os ensaios, apesar de mostras resultados 

semelhantes ao do T2. Em T4, o tratamento se iniciou em 7,0 log UFC/g, chegando no 
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tempo final com 6,5 log UFC/g (Tabela 3). Os tratamentos não apresentaram diferença 

significativa no decorrer do tempo pelo teste Tukey (p <0,05).  

 

Tabela 3: Resultados obtidos no uso dos biocomprimidos contra pool de Salmonella enterica. 

Tratamentos – log UFC/g 

Tempos (horas) T2 T3 T4 

0 3,857±0,0a
 3,914±0,1 a 7,055±0,9 b 

3 3,795±0,3 a 3,819±0,2 a 7,560±0,4 b 

6 3,556±0,0 a 3,656±0,2 a 7,148±0,2 b 

9 3,795±0,3 a 3,644±0,3 a 7,150±0,3 b 

12 3,556±0,3 a 3,525±0,2 a 6,562±0,1 b 

Os resultados estão expressos em log10UFC/g como média ± SD. Letras diferentes indicam diferença 

significativa de acordo com o teste de (p <0,05). Fonte: do Autor, 2020. 

 

O T2 era o tratamento que tinha apenas Salmonella enterica como controle dos 

ensaios, sem bacteriófagos. No decorrer do processo, foi observado que não houve 

multiplicação bacteriana significativa por até 12 horas, demonstrando a eficácia da 

temperatura de 4°C no controle do crescimento microbiano com esta concentração 

bacteriana. O T3 mostrou resultados similares ao T2, mesmo com o biocomprimido de 

fagos sendo aplicado como alternativa de controle de patógenos. Esses resultados 

mostram que os tanques de resfriamentos, que têm como objetivo atuar na remoção de 

calor para controle de patógenos, ao resfriar as carcaças de frango a uma temperatura de 

no mínimo 4° C, mostra-se eficaz, pois manteve estável a proliferação de Salmonella 

enterica, que pode vir a afetar a inocuidade do produto final (NICOLAU, 2016).  

No tratamento T4, foi possível observar uma contagem elevada do patógeno, já 

que o inoculo inicial era maior do que os demais tratamentos. Porém, a redução 

bacteriana entre os tempos não foi tão significativa, como mostra a Figura 6, mostrando 

que, apesar da redução de 0,5 log do tempo 0 até as 12 horas, não houve diferença 

estatística. Em nosso experimento não havia presença de cloro, como é empregado nas 

indústrias alimentícias, como controle de microrganismos patogênicos. 
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T2: tratamento com Salmonella enterica, T3: tratamento com baixa concentração de Salmonella enterica, 

mais os biocomprimidos de bacteriófagos, T4: tratamento com alta concentração de Salmonella enterica, 

mais os biocomprimidos de bacteriófagos 

 

Uma pesquisa sobre a avaliação das condições de armazenamento e eficiência in 

vitro, de um novo coquetel de fagos de Salmonella microencapsulado para controle de 

S. Enteritidis e S. Typhimurium, apresentaram resultados que diferem dos nossos, pois 

foi observado por Petsong (2019) que os níveis de carga bacteriana diminuíram 1,79 e 

3,63 log10 UFC / mL a 37°C, e 0,43 e 0,76 log10 UFC / mLa 10 ° C. (PETSONG, 2019). 

Em uma pesquisa sobre a avaliação da capacidade lítica de amplo espectro de 

coquetéis de bacteriófagos contra vários sorovares de Salmonella spp e seus efeitos in 

vivo em porcos desmamados infectados com S. Typhimurium foram preparados quatro 

coquetéis utilizando 13 fagos, e a capacidade lítica dos coquetéis foram testados usando 

cepas de referência de Salmonella e isolados de campo. Os coquetéis mostraram 100% 

de eficiência contra as cepas de referência, e 92,5% de eficácia frente a isolados de 

campo, evidenciando uma excelente atividade fágica frente aos agentes bacterianos 

(SEO, 2018). 

Para implementar mais estrategicamente um esquema de fagoterapia para o 

controle de S. Enteritidis em frangos de corte, VAZ (2020) elaborou um coquetel 

contendo três bacteriófagos líticos do tipo selvagem previamente isolados de galinhas, e 

foi observada uma redução de 1,49, 0,65 e 0,58 log 10 UFC / mL no número de S. 

Enteritidis pelo uso dos fagos (VAZ CSL, 2020). 

Figura 6: Ação dos biocomprimidos de bacteriófagos no tempo de 12 horas. 
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A metodologia utilizada para a quantificação dos bacteriófagos em unidades 

formadoras de placas (PFU) não foi eficaz em nenhum dos tratamentos, demonstrado na 

Figura 7.  

 

Figura 7 Zonas de lises cobertas por Salmonella enterica após a incubação. 

  

Legenda: na esquerda imagem da placa de petri apresentando Zonas de lises no T4, na direita, placa de 

petri apresentando lises do T3. 

 

No tratamento T1, era somente o biocomprimidos imerso em APT 0,1%, para a 

contagem de PFU/ml, nos tempos pré estabelecidos (0, 3, 6, 9, 12 horas), no entanto, 

não foi possível realizar a contagem de títulos, pois as condições empregadas não foram 

favoráveis para apresentar zonas de lises nas placas. 

Para trabalhos futuros, sugere-se modificações na metodologia, como o uso de 

centrifugação e filtragem das amostras antes da inoculação. 

 

5 CONCLUSÕES 

Com os resultados encontrados, podemos concluir a metodologia utilizada para 

amplificação dos bacteriófagos se mostrou eficaz na eliminação das bactérias 

hospedeiras, não apresentando contaminação bacteriana após enriquecimento em caldo 

BHI. Antes da liofilização os bacteriófagos demonstraram bom desempenho na ação 

lítica das bactérias hospedeiras. No entanto, após o processo de liofilização, foi 

observada uma redução na contagem de títulos, evidenciando que houve perdas no 

processo.  
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O teste para verificar a ação do coquetel de bacteriófagos em formulação de 

biocomprimidos demonstrou pouca eficácia na redução da multiplicação de Salmonella 

enterica, não apresentando diferença significativa entre os tempos e tratamento.  
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