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RESUMO 
 

 

Salmonella spp. são bactérias associadas às Doenças Transmitidas por Alimentos 

(DTA) e representam um desafio à saúde pública e à segurança alimentar mundial. O 

aumento da resistência antimicrobiana tem impulsionado a busca por estratégias 

alternativas de controle bacteriano, entre elas o uso de bacteriófagos. Neste sentido, 

objetivou-se isolar, caracterizar e avaliar o potencial de fagos líticos contra Salmonella 

spp., as quais foram isoladas próximas às criações avícolas de pequeno porte na Região 

Metropolitana de Sorocaba (SP). Foram coletadas amostras fecais de frangos, seguidas 

de isolamento bacteriano e identificação bioquímica, genotípica e fenotípica. Dois 

bacteriófagos líticos foram isolados e designados como SENT-12A (ativo contra 

Salmonella spp. da amostra 12) e SENT-36A (ativo contra Salmonella spp. da amostra 

36). Os bacteriófagos isolados foram propagados, purificados, caracterizados físico- 

quimicamente (perfil de absorção no espectro de luz UV-Vis; coeficiente de extinção 

molar; perfil das proteínas estruturais por eletroforese em gel de poliacrilamida e; análises 

das características morfológicas por microscopia eletrônica de transmissão (MET)) e 

biologicamente (curva em um só ciclo de crescimento síncrono (OSGC); curva de 

adsorção; gama de hospedeiros (host range) e eficiência de plaqueamento (EOP); curvas 

de inativação bacteriana in vitro a vários valores de Multiplicidade de Infecção (MOI); e 

determinação da frequência de mutantes resistentes ao bacteriófagos. Foram isolados dois 

bacteriófagos líticos pertencentes a classe Caudoviricetes. As caracterizações biológicas 

evidenciaram afinidade pelos hospedeiros, sendo o fago SENT-12A, com burst size de 

9,87 partículas por célula infectada e o fago SENT-36A com 9,64 partículas por célula 

infectada. Nos ensaios de inativação bacteriana, o MOI 1 apresentou maior eficiência no 

controle da concentração de células do hospedeiro bacteriano tanto individualmente 

quanto em coquetel. Para o teste de frequência de mutantes resistentes os valores obtidos 

foram 1,01x10-3 para o bacteriófago SENT-12A e 0,99x10-3 para o bacteriófago SENT- 

36A. Os resultados obtidos indicaram o potencial dos fagos isolados para uso no 

biocontrole de Salmonella spp. em ambientes avícolas e sistemas alimentares. 

 

 

 

Palavras-chave: bacteriófago; Salmonella spp.; fagoterapia; resistência bacteriana aos 

antibióticos; biocontrole. 



ABSTRACT 
 

 

Salmonella spp. are bacteria associated with foodborne illnesses (FBD) and pose 

a challenge to public health and food security worldwide. The rise in antimicrobial 

resistance has driven the search for alternative bacterial control strategies, including the 

use of bacteriophages. Therefore, the objective was to isolate, characterize, and evaluate 

the potential of lytic phages against Salmonella spp., which were isolated near small-scale 

poultry farms in the Sorocaba Metropolitan Region, São Paulo. Fecal samples were 

collected from chickens, followed by bacterial isolation and biochemical, genotypic, and 

phenotypic identification. Two lytic bacteriophages were isolated and designated SENT- 

12A (active against Salmonella spp. from sample 12) and SENT-36A (active against 

Salmonella spp. from sample 36). The isolated bacteriophages were propagated, purified, 

and characterized physicochemically (absorption profile in the UV-Vis light spectrum and 

molar extinction coefficient; profile of structural proteins by polyacrylamide gel 

electrophoresis; analysis of morphological characteristics by transmission electron 

microscopy (TEM)) and biologically (curve in a single synchronous growth cycle 

(OSGC); adsorption curve; host range and plating efficiency (EOP); in vitro bacterial 

inactivation curves at various Multiplicity of Infection (MOI) values); and determination 

of the frequency of mutants resistant to bacteriophage. Two lytic bacteriophages 

belonging to the Caudoviricetes class were isolated. Biological characterizations 

demonstrated affinity for the hosts, with phage SENT-12A having a burst size of 9.87 

particles per infected cell and phage SENT-36A having 9.64 particles per infected cell. In 

the bacterial inactivation assays, MOI 1 showed greater efficiency in controlling the 

concentration of bacterial host cells, both individually and in cocktails. For the resistant 

mutant frequency test, a frequency of 1.01x10-3 was observed for bacteriophage SENT- 

12A and 0.99x10-3 for bacteriophage SENT-36A. The results obtained indicate the 

potential of the isolated phages for use in biocontrol of Salmonella spp. in poultry 

environments and food systems. 

 

 

Keywords: bacteriophage; Salmonella spp.; phage therapy; bacterial resistance to 

antibiotics; biocontrol. 



APRESENTAÇÃO 
 

 

A pesquisa intitulada “Bacteriófagos líticos como alternativa de biocontrole contra 

Salmonella spp. Isoladas na região de Sorocaba” foi desenvolvida no âmbito do projeto 

“Observatório de Desenvolvimento da Região Metropolitana de Sorocaba”. Este projeto 

teve como propósito contribuir para o desenvolvimento regional, apoiando a gestão 

pública e privada, subsidiando o planejamento estratégico e fortalecendo a inserção social 

dos Programas de Pós-graduação da Universidade de Sorocaba (Uniso) na Região 

Metropolitana de Sorocaba (RMS). 

Nesse contexto, o isolamento de bactérias hospedeiras obtidas em Sorocaba e 

região possibilitou a prospecção e caracterização de partículas bacteriofágicas 

estritamente líticas, com potencial de aplicação no controle de Salmonella spp., 

microrganismo de relevância para a saúde pública e a cadeia produtiva local. 

O trabalho contou com financiamento do Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), por meio da concessão de bolsa de 

estudo / nível mestrado (PQ-2 (Ref. 301978/2022-0)) para a aluna Renata Lopes Simões 

da Silva, no âmbito do projeto de pesquisa “Observatório de Desenvolvimento da Região 

Metropolitana de Sorocaba” (ref. 440869/2022-6). 

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratório de Vírus Bacterianos 

da Uniso (VBlab), enquanto as análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

foram conduzidas na Central de Análises Químicas e Instrumentais do Instituto de 

Química de São Carlos da Universidade de São Paulo (IQSC/USP). As análises dos 

genomas das bactérias foram realizadas no Laboratório Central de Tecnologias de Alto 

Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas 

(Unicamp). Do trabalho de pesquisa realizado resultaram várias comunicações que foram 

apresentadas em congressos científicos nacionais e internacionais, sendo: 

 

• Renata L. S. Silva, Victor M. Balcão, Marta M. D. C. Vila. Estudo comparativo 

entre três formas de identificação de Salmonella spp. V Brazilian Congress of 

Development, evento on-line, São José dos Pinhais, PR, 28 de agosto de 2024 

(Anexo 1). 



 

• Renata L. S. Silva, Victor M. Balcão, Marta M. D. C. Vila. Prospecção de 

Salmonella spp. em Sorocaba e região e isolamento e caracterização de 

bacteriófagos líticos para seu combate. V Congresso Brasileiro Interdisciplinar 

em Ciência e Tecnologia, evento on-line, 26 a 30 de agosto de 2024 (Anexo 2). 

 

• Renata L. S. Silva, Victor M. Balcão, Marta M. D. C. Vila. Identificação e 

isolamento de Salmonella spp. a partir de amostras ambientais. 27º Encontro de 

Pesquisadores e de Iniciação Científica – EPIC. Sorocaba, SP, 16 a 18 de outubro 

de 2024 (Anexo 3). 

 

• Renata L. S. Silva, Victor M. Balcão, Marta M. D. C. Vila. Análise da eficácia de 

métodos bioquímicos na identificação de Salmonella spp. em amostras ambientais 

de produções avícolas de pequeno porte. 21º Congresso Nacional de Meio 

Ambiente de Poços de Caldas. Poços de Caldas, SP, 22 a 25 de outubro de 2024 

(Anexo 4). 

 

• Renata L. S. Silva, Victor M. Balcão, Marta M. D. C. Vila. Estudo comparativo 

entre formas de identificação de Salmonella spp. I Colóquio Interdisciplinar 

PPGCF e PPGPTA, IV Simpósio em Ciências Farmacêuticas e II Simpósio em 

Processos Tecnológicos e Ambientais. Sorocaba, SP, 24 e 25 de outubro de 2024 

(Anexo 5). 

 

• Renata L. S. Silva, Marta M. D. C. Vila. Prospecção de Salmonella spp. em 

Sorocaba e região e isolamento e caracterização de bacteriófagos líticos para seu 

combate. 1º Encontro de Pesquisadores do Observatório de Desenvolvimento da 

Região Metropolitana de Sorocaba – EPO/2025. Sorocaba, SP, 23 de abril de 

2025 (Anexo 6). 

 

• Renata L.S. Silva, Victor M. Balcão, Marta M. D. C. Vila. Eficácia de métodos 

bioquímicos na identificação de Salmonella spp. em amostras de produções 

avícolas de pequeno porte. II Congresso Nacional de Agronomia On-line. 

Terezina, 3 a 6 de junho de 2025 (Anexo 7). 



 

• Renata L. S. Silva, Bruna C. A. Nogueira, Victor M. Balcão, Marta M. C. D. Vila. 

Bacteriófagos líticos como alternativa ao combate à Salmonella spp. em granjas 

de pequeno porte. VI Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciência e 

Tecnologia, evento on-line, 25 a 29 de agosto de 2025 (Anexo 8). 

 

• Renata L. S. Silva, Bruna C. A. Nogueira, Victor M. Balcão, Marta M. C. D. Vila. 

Bacteriófagos líticos: uma abordagem alternativa para o controle de Salmonella 

spp. em granjas de pequeno porte. 28º Encontro de Pesquisadores e de Iniciação 

Científica, Sorocaba, SP, 28 a 30 de outubro de 2025 (Anexo 9). 

 

• Renata L. S. Silva, Bruna C. A. Nogueira, Fernanda C. Moreli, Júlio C. Mescoloto, 

Alessandro M. Santos, Lucas M. R. Rodrigues, Victor M. Balcão, Marta M. D. C. 

Vila. Isolation and characterization of lytic phages for Salmonella spp. from 

Sorocaba and region. 36º Congresso Brasileiro de Virologia e 20º Encontro de 

Virologia do Mercosul, Belo Horizonte, MG, 20 a 23 de novembro, 2025 (Anexo 

10). 

 

 

 

 

O trabalho de pesquisa foi realizado em duas etapas principais. Na primeira, 

realizou-se a busca por bactérias provenientes de Sorocaba e região e sua caracterização. 

Na segunda fase, procedeu-se ao isolamento e a caracterização de bacteriófagos líticos 

voltados ao combate dessas bactérias. A Figura 1 apresenta um esquema ilustrativo das 

etapas do estudo. 



 

Figura 1 - Fluxograma ilustrativo da pesquisa desenvolvida 
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IMPACTO ECONÔMICO, CIENTÍFICO, SOCIAL E AMBIENTAL 

 

O desenvolvimento desta pesquisa tem potencial de gerar impactos social, 

econômico, cientifico e ambiental, especialmente nos âmbitos da saúde pública, da 

produção avícola regional e nacional, bem como na formação científica. 

No campo social e da saúde pública, os resultados poderão subsidiar estratégias 

de prevenção e redução da incidência da salmonelose. Esta enfermidade é de grande 

relevância epidemiológica, frequentemente associada a surtos alimentares no Brasil, 

sendo responsável por quadros de diarreia, hospitalizações e até óbitos. A busca por 

alternativas ao uso indiscriminado de antibióticos, como a terapia fágica, mostra-se 

essencial diante do avanço da resistência bacteriana, reconhecida hoje como um dos 

maiores desafios globais à saúde humana e animal. 

No campo econômico e produtivo, a pesquisa apresenta relevância para o setor 

avícola. Sendo o Brasil, um dos maiores exportadores mundiais de carne de frango é 

diretamente impactado por contaminações por Salmonella spp., que podem comprometer 

a competitividade internacional. Na Região Metropolitana de Sorocaba, destacam-se 

como polos produtores os municípios de Capela do Alto, Porto Feliz e Araçoiaba da Serra. 

A identificação de bacteriófagos líticos regionais capazes de controlar Salmonella spp. 

poderá reduzir perdas produtivas, mitigar riscos de barreiras comerciais associadas à 

contaminação alimentar e fortalecer a competitividade da avicultura local e nacional. 

Do ponto de vista científico e educacional, o estudo contribui para a inovação 

em microbiologia aplicada e biotecnologia, promovendo a formação de recursos humanos 

qualificados. Além disso, amplia o conhecimento sobre a fagoterapia como alternativa 

sustentável e promissora ao uso de antimicrobianos tradicionais, estimulando novas 

linhas de investigação e parcerias interinstitucionais. 

Por fim, o impacto ambiental também se destaca, uma vez que, o uso de 

bacteriófagos representa uma alternativa ecologicamente segura e biodegradável, 

reduzindo o acúmulo de resíduos antimicrobianos no meio ambiente e contribuindo para 

a preservação da microbiota natural dos ecossistemas. 

A divulgação dos resultados em revistas científicas, congressos e meios de 

comunicação especializados poderá sensibilizar produtores, profissionais de saúde e a 

comunidade acadêmica quanto à importância do uso racional de antibióticos e do 

desenvolvimento de terapias alternativas no enfrentamento das infecções bacterianas. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) representam um importante 

problema de saúde pública e causam significativas perdas econômicas. Essas 

enfermidades são geralmente caracterizadas por sintomas gastrointestinais, como 

náuseas, vômitos, diarreia e dores abdominais, podendo evoluir para quadros mais graves, 

especialmente em surtos que atingem grandes populações (Melo et al., 2018). 

Tendo em vista que as DTA’s constituem um problema crescente de saúde 

pública, sua prevenção tem se tornado um ponto crítico de atenção em toda a cadeia de 

produção de alimentos. Além disso, outros fatores agravantes, como a resistência 

antimicrobiana e a contaminação cruzada, têm ganhado destaque nos últimos anos, 

reforçando a necessidade de medidas eficazes de controle microbiológico (Mthembu et 

al., 2021). 

Dentre os agentes causadores dessas doenças destaca-se Salmonella spp., como 

um dos mais importantes, devido aos seus elevados índices de morbidade e mortalidade 

(Knodler; Elfenbein, 2019; Silva et al., 2018; Silva et al., 2019). De acordo com dados 

epidemiológicos nacionais, entre os anos de 2016 e 2019 foram registrados, em média, 

9.312 casos anuais de DTA’s. Desses, apenas 541 casos por ano tiveram o agente 

etiológico identificado, sendo a Salmonella spp. a responsável por aproximadamente 

14,9% das ocorrências confirmadas (Brasil, 2020). 

As grandes indústrias de alimentos, especialmente nos Estados Unidos, adotam 

estratégias integradas de controle de Salmonella spp. ao longo de toda a cadeia produtiva, 

com o objetivo de reduzir a prevalência e a carga do patógeno, bem como de proteger a 

saúde dos consumidores. Essas estratégias incluem o uso de aditivos na ração e na água, 

probióticos, culturas competitivas e programas de vacinação periódica, aplicados tanto 

em aves quanto em suínos (Bakin et al., 2025). No estágio de abate, são empregadas 

medidas como lavagens com ácidos orgânicos, escaldamento, aplicação de água quente e 

diferentes técnicas de sanitização de superfícies, visando à redução da contaminação de 

carcaças e do ambiente industrial (Young et al., 2016). 

Estudos realizados em países como Brasil, Espanha, Lituânia, Estados Unidos e 

Grécia já apontavam altas taxas de resistência antimicrobiana em isolados de Salmonella 

spp. Essas pesquisas demonstraram que os perfis de sensibilidade e resistência variam de 

acordo com os sorotipos analisados, apresentando diferenças significativas. No entanto, 

foi comum a detecção de resistência a antibióticos como ampicilina, amoxicilina-ácido 
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clavulânico, cefoxitina e tetraciclina, sendo frequente a resistência múltipla a mais de um 

agente antimicrobiano. Por outro lado, os isolados mostraram, em geral, sensibilidade a 

ciprofloxacino, norfloxacina, tobramicina e imipenem (Pandini et al., 2014). 

Diante da crescente emergência de bactérias multirresistentes e do risco 

potencial de uma crise sanitária global decorrente de infecções intratáveis, pesquisas 

clínicas envolvendo o uso de bacteriófagos têm ganhado destaque como uma alternativa 

promissora para substituir ou complementar o uso de antibióticos (Nikolich; Filippov, 

2020). 

Bacteriófagos, ou simplesmente fagos, são vírus que infectam exclusivamente 

células bacterianas. Eles utilizam a maquinaria celular da bactéria hospedeira para se 

replicar, resultando, nos casos dos fagos líticos, na destruição da célula infectada (Harada 

et al., 2018; Segundo-Arizmendi et al, 2017; Nikolich, Filippov; 2020). 

Os bacteriófagos possuem vantagens como: i) são extremamente específicos já 

que se ligam a receptores da membrana celular da bactéria; ii) possuem elevado potencial 

para dose única; iii) não apresentam resistências cruzadas; iv) exibem ampla gama de 

formas de aplicação; v) podem representar menor impacto ambiental, por estarem 

presentes no ambiente, as vezes em maior número do que as próprias bactérias e; vi) tem 

boa capacidade de penetração em biofilme (Vaz; Voss-Rech; Codenella, 2022; Vieira et 

al., 2021). 

Contudo, os bacteriófagos apresentam algumas limitações, como a necessidade 

de uma identificação prévia da bactéria alvo antes do início do tratamento. Além disso, a 

formulação de coquetéis fágicos eficazes ainda enfrenta desafios, como o risco dos fagos 

se tornarem reservatórios de genes de resistência. No caso de tratamentos sistêmicos em 

humanos, é fundamental uma compreensão mais aprofundada da resposta imune do 

paciente aos fagos, o que ainda constitui um ponto em aberto na pesquisa clínica 

(Nikolich, Filippov; 2020; Vieira et al., 2021). 

A presença de Salmonella spp. em ambientes urbanos e rurais representa uma 

ameaça significativa à saúde pública, sendo uma das principais causas de surtos de 

doenças transmitidas por alimentos (Mastrantonio; Pereira; Modesto, 2021). 

Sorocaba e região são áreas de intensa atividade industrial, agrícola e comercial. 

A agropecuária regional é bastante diversificada, incluindo a pecuária de corte e de leite, 

a produção de carne suína, aves, ovos, cana-de-açúcar, citros, frutas, hortaliças, cebola, 

alho, batata, feijão, milho e atividades de reflorestamento (PMS, 2023). Neste sentido, o 

município e região apresentam potencial risco de contaminação por bactérias patogênicas, 
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como a Salmonella spp., o que justifica a necessidade de monitoramento constante de 

fontes ambientais. A busca por alternativas eficazes no combate a Salmonella, 

especialmente diante do crescente problema da resistência antimicrobiana, torna-se 

essencial. Nesse contexto, os bacteriófagos líticos surgem como uma estratégia 

promissora para o controle de Salmonella. Assim, este trabalho objetiva não apenas a 

prospecção de cepas bacterianas em fontes ambientais locais, mas também o isolamento 

e a caracterização de fagos líticos, visando uma abordagem inovadora e sustentável no 

combate a estes patógenos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 SALMONELLA SPP. 

 

Em 1885, Daniel Elmer Salmon trabalhava com Theobald Smith, como seu 

assistente, no Bureau of Animal Industry dos Estados Unidos. Eles isolaram uma bactéria 

de porcos doentes e a chamaram de Bacillus choleraesuis. Em 1900, em homenagem a 

Daniel Salmon, o gênero bacteriano foi batizado de Salmonella (Evangelopoulou; 

Bourriel; Spyrou, 2018). 

Desde a sua descoberta, foi observado que a bactéria possui uma ampla 

diversidade, contudo, somente em 1920 um grupo de microbiologistas se juntou para 

reclassificar subespécies e sorovares diferentes, baseando-se em métodos clássicos e 

moleculares para sua identificação (Brasil, 2011; Oludairo et al., 2021). 

Atualmente, o gênero Salmonella é constituído por duas espécies geneticamente 

distintas: Salmonella bongori e Salmonella enterica. S. enterica é subdividida em seis 

subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. A bactéria 

Salmonella enterica subespécie enterica é responsável por causar doenças em animais e 

seres humanos e ainda apresenta uma terceira classificação baseada nos sorovares, sendo 

os mais importantes Typhimurium, Arizonae e Enteritidis (Brasil, 2011; Gast; Porter 

Junior, 2020). 

Salmonella é um gênero de bactérias da família Enterobacteriaceae, caracterizado 

por bacilos Gram-negativos. No entanto, devido à existência de diversas subespécies e 

sorovares, suas características bioquímicas podem variar, conforme indicado nas Tabelas 

1 e 2 (Brasil, 2011; Holschbach; Peek, 2018). Normalmente, são bactérias móveis, 

capazes de produzir ácido a partir da glicose, fermentando arabinose, maltose, manitol, 

manose, ramnose, sorbitol, trealose, xilose e dulcitol. As cepas de Salmonella de interesse 

clínico não fermentam lactose, são oxidase negativas, catalase positivas e apresentam 

resultados negativos para indol, Voges-Proskauer (VP), vermelho de metila (VM), 

malonato e ureia. Pela redução do enxofre, produzem sulfeto de hidrogênio (H₂S), devido 

à ação da enzima cisteína desulfurase. Além disso, são capazes de descarboxilar 

aminoácidos como lisina e ornitina, reduzir nitrato a nitrito e utilizar citrato como única 

fonte de carbono (Brasil, 2011; Gast; Porter Junior, 2020; Holschbach; Peek, 2018; 

Miranda et al., 2020). 
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Tabela 1 - Reações bioquímicas comparadas entre subespécies de Salmonella spp. 
 

ESPÉCIES S. enterica subsp. 
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n
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Subespécies 
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Testes bioquímicos e 

suas características 

Dulcitol + + - - - a + + 

ONPG (2h) - - + + - a + + 

Malonato - + + + - - - - 

Gelatinase - + + + + - + - 

Sorbitol + + + + + - + - 

Crescimento KCN - - - - + - + + 

L(+) Tartarato + - - - - - - + 

Galacturonato - + - + + + + ND 

Gama-glutamil 

transferase 
+ - + + + + + ND 

Beta-glucoronidase D D - + - D - ND 

Mucato + + + 
- 

(70%) 
- + + ND 

Salicina - - - - + - - ND 

Lactose - - 
+ 

(75%) 
+ 

(75%) 
- D - - 

Lise-fago O1 + + + + - + D ND 

Habitat animal normal Sangue quente Sangue frio e meio ambiente Pouco definido 

Legenda: + : ≥ 90% reações positivas; - : ≥ reações negativas; a: diferentes reações (sorovares); ND – não 

detectado; ONPG -orto-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo; KCN - cianeto de potássio; D – detectado. 
Fonte: Adaptado de Brasil, 2011. 

 

 

Tabela 2 - Características bioquímicas de Salmonella enterica sorovares Typhi, Paratyphi A. e 

Enterica 

Teste S. typhi S. Paratyphi A. S. enterica subsp. 
Enterica 

Glicose (gás) - + + 

Ácido dulcitol +/- + + 

Ácido arabinose -/+ + + 

Descarboxilação de lisina + - + 

Descarboxilação de ornitina - + + 

Dehidrolação de arginina +/- + + 

Produção de H2S +* -/(+) + 

Citrato de Simmons - - + 

Legenda: * - reação fraca; +: positivo; -: negativo; (+): 75% positivo após 48 horas. 
Fonte: Adaptado de Brasil, 2011. 
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As cepas de Salmonella possuem habitats naturais, sendo divididas em 

categorias conforme a especificidade de seus hospedeiros. Assim, existem as “altamente 

adaptadas ao homem”, que incluem cepas como S. Typhi e S. Paratyphi, causadoras da 

febre entérica; as “altamente adaptadas aos animais”, compreendendo cepas como S. 

Dublin, S. Choleraesuis, S. Typhisuis, S. Abortusequi, S. Pullorum e S. Gallinarum, 

responsáveis pelo paratifo em diferentes espécies animais; e as “zoonóticas”, que 

provocam gastroenterite em humanos e animais, sendo transmitidas principalmente por 

alimentos de origem animal, como ovos, aves, carnes e laticínios. Essas cepas apresentam 

distribuição mundial e estão associadas a altos índices de morbimortalidade (Brasil, 2011; 

Bäumler et al., 1998; Stevens; Kingsley, 2021). 

A virulência das cepas de Salmonella é multifatorial, envolvendo diversos 

mecanismos que contribuem para sua patogenicidade. Essas bactérias apresentam 

mobilidade, facilitando a colonização intestinal, e possuem capacidade de penetrar e se 

replicar em células epiteliais. Além disso, produzem uma variedade de toxinas, incluindo 

enterotoxinas, citotoxinas e endotoxinas. Conjuntamente, esses fatores permitem que 

Salmonella estabeleça infecções gastrointestinais e sistêmicas em animais e seres 

humanos, tornando-se um patógeno de significativa relevância clínica e sanitária (Brasil, 

2011; Koczerka et al., 2021; Lamichhane et al., 2024). Estudos indicam que a produção 

dessas toxinas está associada a manifestações como secreção intestinal, diarreia e dano à 

mucosa. A intensidade da resposta clínica varia entre cepas e condições do hospedeiro, 

indicando que as toxinas contribuem para a doença, mas não explicam isoladamente sua 

gravidade ou evolução (Chopra et al., 1999). 

Em pacientes imunologicamente saudáveis, a infecção por Salmonella pode 

variar desde formas assintomáticas até episódios de diarreia autolimitante (Brasil, 2011; 

Galán-Relaño, 2023; Marzel et al., 2016). No entanto, quando os sintomas se manifestam 

de forma mais agressiva, a doença pode se apresentar como gastroenterite, febre entérica 

ou septicemia (com ou sem infecções localizadas). A gravidade dos sintomas está 

diretamente relacionada à cepa que infecta o hospedeiro, sendo Salmonella enterica 

Typhimurium e Salmonella enterica Enteritidis as mais preocupantes para a saúde pública 

(Ajmera; Shabbir, 2023; Brasil, 2011; Lamichhane et al., 2024). 

Já para a indústria avícola três outros sorovares se destacam: Salmonella enterica 

sv Heidelberg, Salmonella enterica sv Minnesota e Salmonella enterica sv Mbandak. 

Esses sorovares possuem elevada adaptação ao ambiente produtivo, persistência em 

diferentes etapas da cadeia de produção e capacidade de sobreviver a condições adversas 
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de processamento e sanitização. Tais sorovares são frequentemente associados tanto a 

contaminações ambientais quando à contaminação de produtos finais, representando um 

desafio para a segurança dos alimentos (Shah et al., 2017). 

A salmonelose configura-se como uma das zoonoses de maior relevância em 

saúde pública em razão da complexidade de seu controle, da ampla variedade de 

hospedeiros, da emergência e reemergência de diferentes sorovares e da rápida 

disseminação na população, já que a principal via de transmissão ocorre pela ingestão de 

alimentos contaminados (Brasil, 2011). A Salmonella spp. pode colonizar produtos 

lácteos e animais de produção, que funcionam como veículos e reservatórios do patógeno. 

Contudo, os surtos em humanos são mais frequentemente associados ao consumo de carne 

e ovos de aves contaminadas (Nunes et al., 2025). 

A transmissão da salmonelose está intimamente relacionada à cadeia alimentar, 

o que a caracteriza como uma das principais doenças transmitidas por alimentos (DTA) 

em escala mundial (Brasil, 2011). A detecção da bactéria em produtos de origem animal 

se apresenta como um grande desafio, uma vez que, muitos hospedeiros permanecem 

assintomáticos e as técnicas de diagnóstico disponíveis apresentam limitações para a 

identificação do microrganismo nesses produtos (Geinoro et al., 2025; Lu et al., 2024, 

Brasil, 2011; Patel; Wolfram; Desin, 2024). Tal contexto favorece a persistência da 

Salmonella spp. ao longo da cadeia produtiva, aumentando o risco de exposição humana 

(Brasil, 2011; Oh; Choi; Lee, 2025; Weerasooriya et al., 2024). 

Os boletins epidemiológicos sobre DTA’s causadas por Salmonella spp. 

apresentam informações vagas quanto ao número de casos anuais em nível mundial. 

Estima-se que isso se deva à subnotificação da doença, resultante do seu caráter 

autolimitante, do acesso limitado ao sistema de saúde por parte de parcela significativa 

da população, da insuficiência de vigilância laboratorial e da infraestrutura sanitária 

inadequada (Kumar et al., 2025; Li et al., 2022; Wiens et al., 2024). Globalmente, estima- 

se que sejam mais de 93,8 milhões de casos anuais com 155.00 mortes (Galán-Relaño et 

al., 2023). Em âmbito nacional, os dados mais recentes estimam que, entre 2004 e 2023, 

ocorreram mais de 13.954 casos de DTA’s, dos quais 7,4% foram causados por Salmonella 

spp., sendo o sorotipo Enteritidis identificado em 74% desses eventos (Guedes, 2024). 

A dificuldade em obter dados epidemiológicos oficiais sobre salmonelose no 

Brasil, deve-se ao fato de a doença ser classificada como de notificação obrigatória apenas 

quando diagnosticada em aves e, principalmente, quando envolvem sorovares de interesse 

à saúde pública, como S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium 
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(Brasil, 2013). Por outro lado, a salmonelose humana não tifoide não é considerada de 

notificação obrigatória em casos isolados, devido ao seu caráter autolimitante em 

indivíduos saudáveis, embora alguns óbitos possam ocorrer em populações de risco 

(Brasil, 2025a). Já os casos isolados de febre tifóide, causada por Salmonella Typhi, estão 

incluídos na lista de notificação obrigatória em razão da gravidade da doença (Brasil, 

2025b). 

A salmonelose representa um desafio crescente à saúde pública, em grande parte 

devido à resistência antimicrobiana que a Salmonella spp. vem apresentando ao longo 

dos anos (Brasil, 2011). Diversos estudos indicam que essas bactérias, frequentemente, 

exibem resistência a classes de antibióticos como tetraciclinas, aminoglicosídeos e 

sulfonamidas, frequentemente associadas ao uso na produção animal (Fatima et al., 2023; 

Tiba-Casas et al., 2024). 

Contudo, do ponto de vista clínico, a maior preocupação atual reside na 

emergência de cepas resistentes a fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geração e 

macrolídeos, que constituem as principais opções terapêuticas para o tratamento de 

infecções humanas graves por Salmonella spp, sendo o perfil de resistência fortemente 

dependente do sorovar envolvido (Sivanandy et al., 2024). Essa resistência compromete 

a eficácia do tratamento convencional, aumenta o risco de falhas terapêuticas e reforça a 

necessidade de monitoramento contínuo das cepas isoladas, bem como o 

desenvolvimento de estratégias alternativas, como terapias com bacteriófagos e o uso 

racional de antibióticos, para o controle da doença em nível clínico e populacional. 

 
2.2 BACTERIÓFAGOS 

 

Os bacteriófagos ou fagos, são vírus que infectam especificamente bactérias e 

utilizam a maquinaria celular do hospedeiro para sua replicação, caracterizando-se, 

portanto, como parasitas intracelulares obrigatórios. São encontrados na natureza de 

forma mais abundante do que as próprias bactérias, desempenhando um papel essencial 

na regulação das populações bacterianas e na manutenção do equilíbrio dos ecossistemas 

(Alessa et al., 2025; Huang et al., 2024). 

Os bacteriófagos foram descobertos no início do século XX pelo microbiologista 

britânico Frederick Twort, em 1915, que descreveu a existência de um “agente filtrável” 

capaz de lisar culturas bacterianas. Dois anos depois, em 1917, o pesquisador Félix 

d’Hérelle descreveu a capacidade desses vírus de infectar e se replicar dentro de bactérias, 
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ou seja, de “devorá-las”, e cunhou o termo bacteriófago (bacteriófago vem do grego e 

significa “devorador de bactérias”, resultante da junção de bactéria com o grego verbo 

fagein, que significa “comer”). Ele também foi o primeiro a propor o uso terapêutico 

desses vírus (Aswani; Shukla, 2021; Morongiu et al., 2022; Wei, 2015). 

Aprofundando as pesquisas, verificou-se que os bacteriófagos apresentam dois 

ciclos de vida distintos: o ciclo lítico e o lisogênico. Essa diferenciação entre os ciclos é 

relevante porque o ciclo lisogênico permite que o bacteriófago permaneça nas populações 

bacterianas por longos períodos, enquanto o ciclo lítico evidencia o potencial de seu uso 

em terapias (Harada et al., 2018; Howard-Varona et al., 2017). 

No ciclo lítico, o fago adsorve à bactéria hospedeira, transloca o seu genoma 

para o citoplasma da célula bacteriana, assume o controlo da maquinaria celular 

bacteriana, replica o seu genoma e usa o maquinário celular bacteriano para produzir 

proteínas virais que são depois montadas em novas partículas virais que lisam a bactéria 

hospedeira, liberando a progênie fágica (Harada et al., 2018). No ciclo lisogênico, o 

genoma viral se integra ao cromossomo bacteriano formando um profago, que é replicado 

juntamente com o ácido desoxirribonucleico (DNA) bacteriano durante sua divisão 

celular normal. Em função de estímulos específicos, como danos ao DNA (radiação 

ultravioleta), estresse ambiental ou nutricional, ação de produtos químicos e concorrência 

de outros fagos, o profago pode sofrer excisão do cromossoma bacteriano e entrar em um 

ciclo lítico (Shang et al., 2025; Venturini et al., 2022). A Figura 2 apresenta o esquema 

dos ciclos de vida dos bacteriófagos, lítico e lisogênico. 
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Figura 2 - Representação esquemática dos ciclos de vida lítico e lisogênico dos bacteriófagos 
 

Fonte: Adaptado de American Academy of Microbiology, 2014 

 

 

 

Logo após a descoberta dos bacteriófagos, iniciaram-se experimentos voltados 

ao uso desses vírus como agentes terapêuticos contra infecções bacterianas, 

especialmente na Europa Oriental e na antiga União Soviética, marcando o início do que 

hoje se conhece como terapia fágica (Myelnikov, 2018; Niazi, 2025). 

Apesar do sucesso inicial das pesquisas com bacteriófagos, a descoberta da 

penicilina em 1928 e sua ampla disseminação na década de 1940 acabaram suplantando 

o uso dos fagos como alternativa terapêutica (Niazi, 2025). A preferência pelos 

antibióticos pode ser explicada por diversos fatores, incluindo maior previsibilidade e 

eficácia, limitações técnicas e de formulação nos primeiros estudos com bacteriófagos, 

espectro de ação restrito destes últimos e a rapidez com que os antibióticos produziam 

efeitos clínicos (Chanishvili, 2012; Myelnikov, 2018). Atualmente, o uso excessivo de 

antibióticos, não apenas como tratamento, mas também como promotores de crescimento 

na produção animal e como medidas profiláticas na sociedade, tem levado 

microrganismos a desenvolver resistência contra grande parte dos antibióticos 

disponíveis. Além disso, essas resistências surgem em um ritmo muito superior ao da 
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descoberta e desenvolvimento de novos fármacos (Diallo; Dublanchet, 2023; Niazi, 2025; 

Silva et al., 2022). 

 

 

2.3 BACTERIÓFAGOS NO BIOCONTROLE DE PATÓGENOS BACTERIANOS 

 

Atualmente o biocontrole de Salmonella spp. nas grandes indústrias é realizado 

através de biocidas, tais como compostos à base de peróxidos, como ácido paracético e 

peróxido de hidrogênio; compostos cloro/clorados, como dióxido de cloro e hipoclorito 

de sódio ou ainda; compostos de amônia quarternária, que são amplamente empregados 

nas rotinas de limpeza e sanitização de superfícies (Chaves et al., 2024). Esses agentes 

atuam por meio da oxidação de componentes celulares, desnaturação de proteínas e 

desorganização da membrana bacteriana, levando à inativação ou morte de 

microrganismos, como a Salmonella spp. (Chaves et al., 2024; Condell, et al., 2012). 

Apesar de haver estudos que indicam que o uso de tais formulações seja essencial 

para os programas de higienização industrial, sua eficácia ainda é bastante variável em 

função do tipo de superfície, da presença ou ausência de matéria orgânica e da capacidade 

de formação de biofilmes pelas cepas bacterianas envolvidas, o que leva à necessidade do 

uso de múltiplos agentes sanitizantes, bem como ao controle rigoroso de sua aplicação 

(Condell et al., 2012; Hamilton et al., 2025). 

Nesse contexto, surgem os bacteriófagos como uma estratégia alternativa e 

complementar aos sanitizantes já utilizados. Os bacteriófagos apresentam elevada 

especificidade para o seu hospedeiro bacteriano, ligando-se a receptores presentes na 

superfície das membranas bacterianas (Degroux et al., 2023; Silva; Storms; Sauvageau, 

2016). Sua especificidade, em associação ao seu ciclo lítico, que provoca a lise bacteriana, 

torna-os ferramentas promissoras no combate as infecções bacterianas em seres humanos 

e animais (Dunne et al., 2018; Gómez-Ochoa et al., 2022). 

Uma das principais vantagens do uso de fago é a sua capacidade de se multiplicar 

no sítio da infecção em presença da bactéria-alvo. Isso possibilita um efeito terapêutico 

prolongado após apenas a administração de uma dose, o que reduz a necessidade de 

reaplicações frequentes (Alvi; Asif; Rehman, 2021; Chanthavong et al., 2025). Além da 

lise direta promovida no ciclo lítico, muitos fagos produzem enzimas como as 

endolisinas, capazes de degradar a parede bacteriana e apresentar eficácia contra 

biofilmes (Mayorga-Ramos et al., 2024; Shutherland et al., 2004). Por serem agentes 
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naturais, amplamente distribuídos na biosfera, os fagos oferecem grande potencial como 

alternativa aos antibióticos sintéticos convencionais (Naureen et al., 2020; Niazi, 2025). 

A viabilidade de aplicação dos bacteriófagos tem sido explorada em diferentes 

setores. Na indústria de alimentos, coquetéis fágicos vêm sendo testados para reduzir as 

cargas de patógenos causadores de DTA’s em matérias-primas, superfícies e produtos 

finais, seja por meio da incorporação em embalagens, seja por tratamentos aplicados antes 

ou após as etapas de preparo e processamento. Essas abordagens têm resultado no 

aumento do tempo de prateleira e na redução de surtos, sem promover alterações nas 

características sensoriais ou físico-químicas dos produtos (Wang; Priyadarshi; Rhim, 

2023; Narayanan; Bhaskar; Han, 2024). Na aquicultura comercial, bacteriófagos têm sido 

investigados como agentes de controle contra patógenos de peixes e crustáceos, 

apresentando resultados promissores quando aplicados na água de cultivo, na ração ou 

por imersão (Almeida; Pereira; Moreirinha, 2016; Gang; Nitin, 2019). No setor agrícola 

são estudados para o controle de fitopatógenos como Xanthomonas, Pseudomonas e 

Erwinia, aplicados via pulverização em folhas, em tratamento de sementes ou em 

formulações para o solo, com resultados iniciais positivos na redução da dependência de 

defensivos agrícolas (Gang; Nitin, 2019). Já em ambientes industriais, têm sido 

empregados para descontaminação de efluentes, tratamento de águas e higienização de 

superfícies, reforçando sua versatilidade como agentes antimicrobianos (Shivaram et al., 

2023). 

Dentre suas vantagens em relação aos antibióticos e sanitizantes convencionais, 

destacam-se: elevada especificidade, preservando a microbiota dos alimentos, do 

ambiente e dos animais (Endersen; Coffey, 2020); capacidade de manter-se ativo 

enquanto houver bactéria-alvo, o que possibilita aplicação em dose única (Rogovski et 

al., 2021); ação eficaz contra biofilmes devido à produção de endolisinas (Mayorga- 

Ramos et al., 2024); baixo potencial de toxicidade para organismos eucariotos (OECD, 

2022); e possibilidade de serem incorporados em embalagens, sprays ou como aditivos 

sem modificar o produto final (Wang; Priyadarshi; Rhim, 2023). 

Entretanto, o uso terapêutico de fagos apresenta limitações. A elevada 

seletividade desses vírus exige formulações em coquetéis capazes de abranger os 

diferentes agentes envolvidos em uma infecção, bem como a identificação rápida das 

bactérias-alvo (Altamirano; Barr, 2019). Assim como ocorre com os antibióticos, as 

bactérias podem desenvolver resistência aos fagos, seja por mutações nos receptores ou 

por outros mecanismos de defesa, o que torna necessária a utilização de coquetéis, a 
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rotação de fagos e a combinação com outros antimicrobianos (Egido et al., 2022; Zeng et 

al., 2024). Soma-se a isso a instabilidade das formulações frente a condições ambientais 

(pH, temperatura, radiação UV) e processos industriais (Khan; Joshi, 2025), além dos 

potenciais impactos ecológicos em ecossistemas complexos, que requerem avaliação 

prévia de riscos (Egido et al., 2022). 

Outro desafio é a ausência de regulamentação padronizada, que varia entre 

países e setores de aplicação (alimentício, agrícola e veterinário), dificultando a 

consolidação de marcos legais para produção e comercialização (Fürst-Wilmes, 2025). 

Além disso, ainda há necessidade de padronizar parâmetros como pureza, concentração e 

qualidade dos preparados, bem como realizar mais estudos pré-clínicos e clínicos para 

comprovação de segurança e eficácia (Furfarim; Payne; Chang, 2018; Fürst-Wilmes, 

2025). A percepção pública também representa barreira, já que o termo “vírus” pode gerar 

resistência entre consumidores e produtores, tornando essencial investir em comunicação 

científica transparente acerca da segurança e dos mecanismos de ação dos fagos 

(Thompson et al., 2024). 

No Brasil, diversas instituições têm concentrado esforços em pesquisas com 

bacteriófagos aplicados ao biocontrole, incluindo Universidade de Sorocaba (Uniso), 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), Universidade Federal de 

Viçosa (UFV), Universidade de São Paulo (USP), entre outras. Estudos da Uniso têm 

abordando saúde animal (Pereira, 2023; Pereira et al., 2023; Balcão et al., 2022a; 

Guerrero, 2024; Belline, 2022), produção de alimentos (Mota, 2023; Santos, 2025) e 

controle ou prevenção da contaminação microbiana (Vila et al., 2024). 

Paralelamente, observa-se a ampliação da aplicação prática dessa tecnologia no 

setor produtivo, com o desenvolvimento de produtos por diversas empresas, sobretudo no 

Leste Europeu. A indústria avícola concentra atualmente o maior número de formulações 

comerciais à base de bacteriófagos, possivelmente em decorrência das restrições impostas 

pela legislação europeia ao uso de antibióticos, adotadas como medida para conter a 

disseminação de bactérias resistentes, bem como da facilidade de incorporação desses 

agentes à ração das aves (Segundo-Arizmendi et al., 2025). Nesse contexto, uma empresa 

brasileira tem demonstrado resultados promissores na redução da contaminação por 

Salmonella de diferentes sorovares, por meio da aplicação do coquetel de bacteriófagos 

INSPEKTOR®, desenvolvido pela empresa PHaGElab (Segundo-Arizmendi et al., 2025; 

Pino et al., 2025). No entanto, apesar desses avanços, a consolidação do uso de 
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bacteriófagos no Brasil ainda está condicionada ao estabelecimento de regulamentação 

específica pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) (Fürst-Wilmes, 2025). 

Os resultados indicam que os bacteriófagos possuem potencial para reduzir a 

contaminação na cadeia produtiva e impedir a disseminação de bactérias multirresistentes 

a antimicrobianos (Gonçalves, 2013; Soto-Lopez, 2018; Vaz et al., 2021). Contudo, assim 

como em outros países, ainda não há regulamentação específica, o que dificulta o avanço 

da aplicação comercial. Nesse cenário, o desenvolvimento de marcos legais aliados às 

políticas públicas que incentivem a redução do uso indiscriminado de antibióticos pode 

consolidar os fagos como aliados estratégicos na saúde pública e na segurança alimentar 

nacional (Fürst-Wilmes, 2025). 

Em suma, os bacteriófagos apresentam múltiplas vantagens e um potencial 

significativo como alternativa no biocontrole de bactérias patogênicas em diversos 

contextos. Entretanto, sua substituição plena de antibióticos e sanitizantes ainda demanda 

superação de desafios técnicos, científicos e sociais. 

 

 

2.4 SOROCABA E REGIÃO METROPOLITANA 

 
Sorocaba é reconhecida como uma importante cidade do interior paulista, com 

uma população estimada em 762.172 habitantes (IBGE, 2025). O município figura entre 

aqueles com maior crescimento populacional absoluto do país e destaca-se por ser a sede 

da Região Metropolitana de Sorocaba (RMS) (PMS, 2025). 

A RMS foi oficialmente instituída pela Lei Complementar Estadual nº 1.241/2014 

(São Paulo, 2014), marco que consolidou a integração e a cooperação entre os municípios, 

favorecendo a busca por soluções conjuntas aos desafios regionais e impulsionando o 

desenvolvimento de forma articulada. Localizada no estado de São Paulo, a Região 

Metropolitana de Sorocaba é composta por 27 municípios e, em 2018, contava com uma 

população de aproximadamente 2,1 milhões de habitantes distribuídos em uma área de 

11.611,48 km² (Silva et al., 2021). 

A economia regional apresenta-se diversificada, sustentada por diversos setores 

produtivos, entre os quais se destacam as indústrias automobilística, metalúrgica, têxtil, 

cerâmica e de alimentos. Além disso, a região figura como a principal produtora agrícola 

entre as regiões metropolitanas paulistas, caracterizando-se pela expressiva diversidade 

de sua produção. A agropecuária da região de Sorocaba apresenta-se variada, abrangendo 
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atividades de pecuária de corte e de leite, além da produção de carne suína, aves e ovos. 

Entre as principais culturas agrícolas destacam-se a cana-de-açúcar, citros, frutas, 

hortaliças, cebola, alho, batata, feijão e milho (Silva et al., 2021). Na Região 

Metropolitana de Sorocaba, Capela do Alto, Porto Feliz e Araçoiaba da Serra são as 

cidades que lideram a avicultura (Agrimidia, 2017). 

No Brasil, surtos de salmonelose têm sido relatados ao longo dos últimos 50 anos, 

ocorrendo de forma ampla em diferentes regiões do país. A contaminação da carne de 

aves pode ocorrer durante o abate ou o processamento, sendo mais frequente em pequenos 

estabelecimentos, que geralmente não dispõem de infraestrutura adequada. Nessas 

condições, aumentam os riscos de contaminação cruzada e a exposição dos trabalhadores, 

que muitas vezes realizam a evisceração manual (Stella et al., 2021). 

Visto que o Brasil é um grande produtor mundial de carne de frango e o constante 

aumento dos relatos de casos de Salmonella resistentes a diferentes antibióticos, 

pesquisadores começaram a buscar terapias alternativas para o tratamento dessa 

enfermidade, dentre elas, o estudo dos fagos tem ganhado destaque (Passos, 2020). 

Neste sentido, a prospecção de fagos líticos a partir de bactérias patogênicas 

endêmicas, como a Salmonella, presentes na região de Sorocaba, representa uma 

estratégia direcionada e de potencial impacto econômico positivo. O isolamento de cepas 

hospedeiras locais é fundamental para se obter e caracterizar bacteriófagos estritamente 

líticos, eficazes contra os patógenos de relevância regional. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Isolar cepas de Salmonella spp. provenientes de Sorocaba/SP e região, bem como 

isolar e caracterizar bacteriófagos líticos eficazes no combate a esses patógenos 

bacterianos. 

 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Isolar cepas de Salmonella spp.; 

• Caracterizar os isolados bacterianos de Salmonella spp. através de análises 

bioquímicas e genômicas; 

• Isolar bacteriófagos líticos contra os isolados de Salmonella spp.; 

• Propagar, purificar e caracterizar as partículas fágicas isoladas, tanto do ponto de 

vista físico-químico, quanto do ponto de vista biológico; 

• Avaliar a eficácia dos bacteriófagos isoladamente e em coquetel, a vários valores 

de Multiplicidade de Infecção, para o controle dos isolados bacterianos de 

Salmonella spp. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 MATERIAL 

 

 

4.1.1 Equipamentos analíticos e outros 

 

Para o isolamento e propagação de bactérias e bacteriófagos, os equipamentos 

utilizados foram: cabine de segurança biológica de classe II tipo B2 (modelo 4SP- 

SBIIB2-1266/4, SP-Labor, Presidente Prudente, SP, Brasil), autoclave vertical (modelo 

Autoclave Digital CS 50L, Prismatec, Manaus, AM, Brasil), estufa de incubação 

microbiológica (modelo 502, Fanem, São Paulo, SP, Brasil), centrífuga Eppendorf 

(modelo AG 22331, Hamburgo, Alemanha), e agitador mecânico com aquecimento 

(modelo TE 0181, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). 

O sistema de filtração esterilizante utilizado (StericupTM-GP, membrana de 

poliétersulfato (PES) com tamanho de poro de 0,22 µm de diâmetro) foi adquirido da 

empresa Merck-Milipore (Darmstadt, Alemanha). 

Para purificação da água utilizou-se equipamento Master System All (modelo 

MS2000, Gehaka, São Paulo, SP, Brasil). 

As análises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis 

da Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA). 

O microscópio ótico utilizado para a visualização das bactérias coradas foi da 

marca Olympus CBA (Olympus Optical do Brasil, Barueri, SP, Brasil). 

O equipamento empregado na análise de eletroforese em gel de poliacrilamida 

com dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE) foi um sistema Mini-Protean® Tetra Cell 4-gel 

para eletroforese vertical da Bio-RAD (Califórnia CA, USA), com fonte de alimentação 

PowerPac™ HC (Bio-RAD, Califórnia CA, USA) e ainda banho seco digital também da 

Bio-RAD (Califórnia CA, USA). 

Para as análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) utilizou-se 

Microscópio Eletrônico de Transmissão JEOL, modelo JEM 2100 (Tokyo, Japão) do 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo – Campus São Carlos. 
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4.1.2 Reagentes e outros 

 

Todos os produtos e reagentes utilizados, de grau PA (Puro para Análise), foram 

adquiridos das seguintes empresas: Dinâmica Química Contemporânea Ltda (Diadema, 

SP, Brasil), Sigma-Aldrich Brasil (Cotia, SP, Brasil) e Labsynth Produtos para 

Laboratório (Diadema, SP, Brasil). 

A água utilizada foi purificada até alcançar resistividade de 18,18 MΩ·cm e 

condutividade de 0,05 µS·cm⁻¹ por meio do sistema Master All MS2000 (Gehaka, São 

Paulo, SP, Brasil). Quando necessário, foi esterilizada em autoclave vertical (modelo 

Digital CS 50L, Prismatec, Manaus, AM, Brasil). 

Os meios de cultura Tryptic Soy Agar (TSA), Tryptic Soy Broth (TSB) foram 

adquirido da empresa Kasvi Brasil (Pinhais, SP, Brasil), caldo Brain Heart Infusion (BHI) 

foi fornecido pela Sigma-Aldrich Brasil (Cotia, SP, Brasil), enquanto o ágar 

bacteriológico sólido foi adquirido da Gibco Diagnostics (Madison, WI, EUA). O meio 

de cultura ágar Shigella-Salmonella (ágar SS) foi comprado do fabricante TM MEDIA 

(Titan Biotech Ltd, Delhi, India) e o caldo Rappaport Vassiliadis do fabricante Laborclin 

Produtos para Laboratório Ltda (Pinhais, PR, Brasil). 

Para os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de 

sódio (SDS-PAGE), o tampão de disrupção foi preparado com Trizma-Base (hidroximetil 

aminometano), β-mercaptoetanol, sulfato de dodecil de sódio, glicerol, azul de 

bromofenol, tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de amônio, todos adquiridos 

da Bio-RAD (Califórnia, CA, EUA). Os marcadores moleculares utilizados foram do tipo 

Pre-Stained Precision Plus Protein™ Dual Color, também da Bio-RAD (Califórnia, CA, 

EUA). 

O kit para identificação bacteriana Enterokit B® foi adquirido da empresa 

Probac do Brasil Produtos Bacteriológicos Ltda (São Paulo, SP, Brasil), sendo composto 

pelos meios de cultura EPM, MILi e Citrato Simmons. As galerias API 20E® para 

identificação bacteriana foram obtidas da empresa bioMérieux Brasil SA (Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil). 

 

 

4.1.3 Material biológico 

 

As cepas bacterianas utilizadas para determinar a ampla faixa de hospedeiros 

(host range) estão discriminadas na Tabela abaixo (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Cepas bacterianas de coleção utilizadas nos ensaios de gama de hospedeiros (host 

range) e eficiência de plaqueamento (EOP) dos dois bacteriófagos isolados. 
 

Bactéria Referência 

Salmonella enterica CCCD-S004 

Escherichia coli CCCD-E003 

Escherichia coli CCCD-E004 

Enterococcus fecalis CCCD-E002 

Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004 

Pseudomonas aeruginosa DSM-19871 

Streptococcus agalactiae CCCD-S015 

Klebsiella pneumoniae CCCD-K001 

Enterobacter cloacae CCCD-E010 

Proteus mirabilis CCCD-P001 

Staphylococcus aureus CCCD-S009 

Acinetobacter baumanii ATCC-19606 

Pseudomonas syringae pv. garcae IBSBF- 152 

Pseudomonas syringae pv. garcae IBSBF- 2212 

Legenda: IBSBF - Coleção de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico do Estado de São Paulo; 

DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; ATCC - American Type Culture 

Collection; CCCD- Coleção de Cultura Cefar Diagnóstica. 

Fonte: Elaboração própria 

 

 

 

4.2 MÉTODOS 

 

 

4.2.1 Preparação dos meios de cultura 

 

Foram utilizados os meios de cultura abaixo descritos, sendo: 

Brain Heart Infusion (BHI): foi preparado na proporção 37 g do meio desidratado para 

1000 mL de água purificada. Em seguida, o meio foi acondicionado tubos de ensaio de 5 

mL, levados à autoclave para esterilização e armazenados em geladeira para uso posterior. 

 

Caldo Rappaport Vassiliadis: foram adicionados 26,6 g do meio à 1000 mL de água 

purificada. Em seguida, foram adicionados em tubos de ensaio de 4 mL e levados a 

autoclave para esterilização e armazenados em geladeira para uso posterior. 

 

Ágar Shigella – Salmonella (ágar SS): foram preparados na proporção 63 g do meio 

desidratado para 1000 mL de água purificada. Como se trata de um meio seletivo, não 

pode ser levado a autoclave. Assim, o meio foi preparado utilizado um Erlenmeyer de 500 

mL esterilizado para a mistura da água com o meio e, em seguida com o auxílio do bico 

de Bunsen ferveu-se a mistura e, em seguida verteu-se o meio em placas de Petri (cerca 

http://www.biologico.sp.gov.br/uploads/files/pdf/IBSBF_colecao(1).pdf
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de 20 mL em cada placa). As placas foram levadas a estufa a 37 ºC por 24 h, para o teste 

de contaminação. 

 

Tryptic Soy Agar (TSA): pesou-se 24 g de TSA desidratado e 9,6 g de ágar e adicionou- 

se em 800 mL de água purificada. Após esterilização, o meio de cultura foi vertido em 

placas de Petri descartáveis. As placas foram armazenadas a 4 °C até utilização. 

 

Meio Molten Top-Agar-TSB: adicionou-se 15 g de TSB desidratado e 3 g de ágar em um 

frasco Schott de 500 mL e completou-se com água purificada. O meio foi autoclavado e, 

posteriormente, armazenado em estufa a 47 °C para mantê-lo no estado líquido. 

 

Caldo TSB 2x (Tryptic Soy Broth): adicionou-se 48 g de TSB desidratado em 800 mL 

de água purificada num frasco Schott, e esterilizou-se em autoclave. Após resfriamento, 

o caldo foi mantido a 4 °C. 

 

SM Buffer: adicionou-se 6,06 g de Tris-base a 50 mL de água purificada, após a 

dissolução, o pH foi ajustado para 7,5 com ácido clorídrico (HCl). Em seguida 

acrescentou-se à solução 5,8 g de cloreto de sódio (NaCl) e 2 g de sulfato de magnésio 

(MgSO4) completou-se com água purificada totalizando 1000 mL. Na sequência, o 

tampão foi levado à autoclave para esterilização. 

 

 

4.2.2 Isolamento e caracterização bacteriana 

 

 

4.2.2.1 Coleta e preparo de amostras 

 

Foram coletadas amostras de fezes de frangos semidomiciliados de diferentes 

localizações, na região de Sorocaba, São Paulo. Os pontos de coleta foram escolhidos em 

áreas com criação familiar, caracterizadas por baixo manejo sanitário e reduzido controle 

de doenças. Os locais foram identificados com ajuda da tecnologia Sistema de 

Posicionamento Global (do inglês, Global Positioning System - GPS). A Tabela 4 abaixo 

aponta o local da coleta da amostra e a origem. 
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Tabela 4 – Local das amostras ambientais coletadas para identificação de bactérias e isolamento 

de Salmonella spp. 
 

Número Cidade Coordenadas GPS 

1 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP 23º30’09.30” S, 47º20’01.33”W 

2 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP 23º30’09.30” S, 47º20’01.33”W 

3 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP 23º30’09.30” S, 47º20’01.33”W 

4 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP 23º30’09.30” S, 47º20’01.33”W 

5 Votorantim, SP 23º32’00.16” S, 47º23’48.88”W 

6 Votorantim, SP 23º31’45.96”S, 47º26’10.64”W 

7 Sorocaba, SP 23º29’31.77”S, 47º24’13.46”W 

8 Sorocaba, SP 23º29’42.74”S, 47º25’01.21”W 

9 Salto de Pirapora, SP 23º40’53.65”S, 47º32’08.82”W 

10 Salto de Pirapora, SP 23º36’53.31”S, 47º32’15.06”W 

11 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP 23º30’51.76”S, 47º22’13.56”W 

12 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP 23º30’47.37”S, 47º22’08.66”W 

13 Brigadeiro Tobias, Sorocaba, SP 23º30’0,75”S, 47º21’56.83”W 

14 Sorocaba, SP 23º30’51.51”S, 47º23’54.09”W 

15 Sorocaba, SP 23º30’11.09”S, 47º24’12.81”W 

16 Sorocaba, SP 23º30’15.37”S, 47º24’12.81”W 

17 Capela do Alto, SP 23º32’14.91”S, 47º45’38.94”W 

18 Sorocaba, SP 23º30’38,93”S, 47º27’34.49”W 

19 Iperó, SP 23º27’12.39”S, 47º33’14.25”W 

20 Iperó, SP 23º27’12.39”S, 47º33’14.25”W 

21 Iperó, SP 23º27’12.39”S, 47º33’14.25”W 

22 Iperó, SP 23º27’12.39”S, 47º33’14.25”W 

23 Araçoiaba, SP 23º31’52.16”S, 47º30’25.56”W 

24 Sorocaba, SP 23º26’55.68”S, 47º22’58.03”W 

25 Sorocaba, SP 23º27’01.17”S, 47º21’30.71”W 

26 Sorocaba, SP 23º26’55.68”S, 47º22’06.69”W 

27 Sorocaba, SP 23º25’27.32”S, 47º28’56.14”W 

28 Sorocaba, SP 23º25’15.41”S, 47º28’38.10”W 

29 Sorocaba, SP 23º25’56.96”S, 47º28’57.74”W 

30 Sorocaba, SP 23º25’56.96”S, 47º28’57.74”W 

31 Sorocaba, SP 23º25’56.96”S, 47º28’57.74”W 

32 Sorocaba, SP 23º25’35.79”S, 47º26’57.33”W 

33 Sorocaba, SP 23º25’34.40’S, 47º26’59.85”W 

34 Sorocaba, SP 23º26’29.94”S, 47º28’19.15”W 

35 Sorocaba, SP 23º26’43.41”S, 47º28’46.42”W 

36 Sorocaba, SP 23º26’43.41”S, 47º28’53.85”W 

37 Sorocaba, SP 23º26’47.68”S, 47º28’55.59”W 

38 Sorocaba, SP 23º26’47.68”S, 47º28’55.59”W 

39 Sorocaba, SP 23º26’47.73”S, 47º28’54.35”W 

40 Sorocaba, SP 23º25’20.40”S, 47º30’22.50”W 

41 Sorocaba, SP 23º29’41.56”S, 47º25’02.20”W 

42 Sorocaba, SP 23º30’18.38”S, 47º25’05.58”W 

43 Sorocaba, SP 23º30’18.27”S, 47º25’06.12”W 

44 Sorocaba, SP 23º30’10.62”S, 47º25’14.04”W 

Legenda: S = latitude Sul; W = longitude Oeste. Fonte: Elaboração própria. 
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As coletas foram realizadas com auxílio de swabs estéreis, que foram 

imediatamente acondicionados em tubos contendo meio de enriquecimento Brain Heart 

Infusion (BHI). As amostras foram transportadas até o laboratório em caixas térmicas com 

gelo reciclável. As amostras foram homogeneizadas manualmente para garantir a 

adequada suspensão dos microrganismos e incubadas a 37 °C por 24 h. Em seguida, 

foram semeadas em placas de Petri por estriamento em quadrantes (técnica de streak 

plate), utilizando uma alça de platina estéril previamente mergulhada na suspensão. Para 

o cultivo bacteriano, foi utilizado o meio de cultura ágar Shigella-Salmonella (SS). 

 

 

4.2.2.2 Identificação dos isolados bacterianos 

 

As amostras coletadas para isolamento e identificação de Salmonella foram 

inicialmente semeadas em ágar Shigella-Salmonella (SS) (Lee et al., 2015). As colônias 

que apresentaram características típicas, como centro enegrecido, foram então inoculadas 

em caldo Rappaport Vassiliadis. Na sequência, foram submetidas a coloração de Gram e 

analisadas em microscópio ótico para evidenciar sua coloração e morfologia (Brasil, 

2013). Para a confirmação bioquímica, utilizou-se Enterokit B® que fornece um perfil 

metabólico inicial. Posteriormente, foram empregadas galerias API20E® permitindo a 

identificação mais precisa com base em um painel de reações bioquímicas específicas 

para enterobactérias (Biomérieux, 2024; Miranda et al., 2020). As amostras que 

mantiveram perfil compatível com Salmonella foram submetidas à análise molecular por 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com o objetivo de confirmar a identificação 

bacteriana e assegurar que pertenciam ao gênero Salmonella. Por fim, foi realizada a 

análise genômica para confirmação da espécie e caracterização aprofundada, incluindo 

eventuais marcadores de resistência e variantes genéticas. As etapas são apresentadas de 

forma detalhada abaixo. 

 

4.2.2.2.1 Crescimento em meio de cultura ágar Shigella-Salmonella (SS) 

 

As amostras, após inoculação em meio BHI, foram semeadas por estriamento em 

ágar SS. Este meio é seletivo e diferencial sendo utilizado para triagem preliminar de 

colônias com morfologia compatível com Salmonella spp. (Lee et al., 2015). 
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4.2.2.2.2 Crescimento em caldo Rappaport Vassiliadis 

 

As amostras que mostraram crescimento característico no meio ágar SS foram 

cultivadas em caldo Rappaport Vassiliadis, que é um meio seletivo para Salmonella, 

promovendo o seu crescimento e inibindo outras bactérias entéricas (Laborclin, 2019). 

As que apresentaram turvamento do meio, foram estriadas novamente em ágar SS como 

primeira etapa confirmatória para Salmonella spp. (Brasil, 2013). 

 

 

4.2.2.2.3 Coloração de Gram 

 

Uma unidade formadora de colônia (UFC) foi transferida para uma lâmina de 

vidro de microscópio e espalhada cuidadosamente. Após secagem ao ar, foi adicionada 

uma gota do corante cristal violeta, deixando-o reagir por um min. Em seguida, a lâmina 

foi lavada com um leve jato de água purificada, e aplicou-se uma gota de lugol, 

aguardando-se mais um min. A amostra foi então lavada com álcool por 30 s para o 

processo de descoloração. Por fim, adicionou-se uma gota de fucsina por 30 s e a lâmina 

foi novamente lavada com água destilada. A amostra foi analisada ao microscópio óptico 

(Pinto; Ribeiro, 2020; Brasil, 2013). 

 

 

4.2.2.2.4 Enterokit B® 

 

O Enterokit B® é composto pelos meios de cultura EPM, MILi e Citrato 

Simmons. O meio EPM é utilizado para indicar fermentação em glicose e produção de 

gás, produção de H2S, hidrólise de ureia e desaminação do triptofano. O meio MILi 

permite a avaliação da motilidade bacteriana, da produção de indol e da descarboxilização 

da lisina. O meio Citrato de Simmons evidencia a utilização do citrato como única fonte 

de carbono. Para o teste com os kits foram usadas somente as amostras que apresentaram 

crescimento e coloração de Gram compatível com as características de colônias de 

Salmonella (Enterokit B, 2025). 

Para a utilização do kit, a bactéria é inoculada em diferentes tubos de ensaio, 

cada um contendo um meio de cultura específico, desenvolvido para avaliar 

características bioquímicas distintas do microrganismo, tais como a capacidade de 

fermentar glicose ou de produzir sulfeto de hidrogênio (H₂S). Após a incubação, a leitura 
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dos resultados é feita observando as mudanças de cor ou outras reações que ocorrem nos 

tubos. Cada uma das 9 (nove) provas bioquímicas recebe um valor numérico. Se a prova 

for positiva (ou seja, a bactéria reagiu), atribui-se um número específico. Se a prova for 

negativa (não houve reação), atribui-se o valor 0. Os valores numéricos de todas as provas 

são somados para gerar um código numérico único. Esse código de quatro dígitos é então 

comparado com uma tabela de referência fornecida pelo fabricante. Nessa tabela, cada 

código corresponde a um tipo específico de bactéria. Dessa forma, o código numérico 

atua como a "assinatura" bioquímica da bactéria, permitindo sua identificação (Probac, 

2024). 

 

 

4.2.2.2.5 Galerias API20E® 

 

As galerias foram utilizadas conforme as instruções do fabricante e os resultados 

analisados por comparação com uma base de dados (Biomérieux, 2024). Inicialmente, é 

fundamental que os microrganismos do grupo Enterobacteriaceae ou outros bacilos 

Gram-negativos não fastidiosos estejam isolados e recém-cultivados em meio de cultura 

apropriado. Uma vez garantida essa condição, prossegue-se com a preparação da galeria 

e das respectivas amostras. 

Após a inoculação com a suspensão bacteriana, as amostras são incubadas sob 

condições controladas, geralmente por um período de 18 a 24 h a uma temperatura de 35 

a 37 °C, permitindo o desenvolvimento metabólico das bactérias. Durante esse período, 

é possível observar alterações visuais, tais como mudanças de cor ou a formação de gás, 

indicativos de atividade enzimática específica de cada cepa. Em seguida, a coloração 

observada é comparada com a tabela de referência fornecida no manual da API (Anexo 

11). Essa comparação é fundamental para a identificação correta das bactérias, uma vez 

que cada reação apresenta um perfil característico de cor ou formação de gás. Os testes 

utilizados estão organizados e apresentados de forma esquemática na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Testes bioquímicos da galeria API20E® 
 

Sigla Teste Substrato/Função Bioquímica Resultado Positivo 

ONPG β-galactosidase 
Hidrólise da ONPG liberando o- 

nitrofenol 
Amarelo 

ADH Arginina di-hidrolase Descarboxilação da argenina Roxo 

LDC 
Lisina 

Descarboxilase 
Descarboxilação da argenina Roxo 

OCD Ornitina descarboxilase Descarboxilação da argenina Roxo 

CIT Citrato (Simmons) 
Uso de citrato como única fonte de 

carbono → alcalinização 
Azul esverdeado 

H₂S 
Produção de sulfeto de 

hidrogênio 
Redução de compostos sulfurados 

→ FeS preto 
Preto 

URE Urease 
Hidrólise da ureia → liberação de 

NH₃ → alcalinização 
Rosa (pH alcalino) 

TODA Triptofano desaminase 
Desaminação do triptofano (com 

FeCl₃) 
Marrom 

avermelhado 

IND Indol 
Degradação do triptofano → indol 

(reagente Kovacs) 
Anel vermelho 

VP Voges–Proskauer Produção de acetina (via butanodiol) Rosa/vermelho 

GEL Gelatinase Hidrólise de gelatina 
Difusão preta no 

meio 

GLU Glicose 
Fermentação da glicose → 

acidificação 
Amarelo 

MAN Manitol 
Fermentação do manitol → 

acidificação 
Amarelo 

INO Inositol 
Fermentação do inositol → 

acidificação 
Amarelo 

SOR Sorbitol 
Fermentação do sorbitol → 

acidificação 
Amarelo 

RHA Ramnose 
Fermentação da ramnose → 

acidificação 
Amarelo 

SAC Sacarose 
Fermentação da sacarose → 

acidificação 
Amarelo 

MEL Melibiose 
Fermentação da melibiose → 

acidificação 
Amarelo 

AMY Amigdalina 
Fermentação da amigdalina→ 

acidificação 
Amarelo 

ARA Arabiose 
Fermentação da arabinose → 

acidificação 
Amarelo 

Fonte: Adaptado de Biomérieux, 2024 

 

 

 

O ensaio é realizado, inicialmente, com a preparação da galeria. Para a preparação 

da galeria, adicionam-se 5 mL de água purificada nos microtubos, utilizando uma pipeta 

descartável, com o objetivo de criar um ambiente úmido. Em relação às amostras, cada 

uma deve ser diluída em um tubo estéril contendo 5 mL de água destilada estéril. Após a 

diluição, a solução deve ser utilizada imediatamente. Para a inoculação nos microtubos, 

recomenda-se o uso de uma pipeta descartável, tomando cuidado para evitar a formação 

de bolhas. A solução preparada deve ser distribuída em cada microtubo, preenchendo-os 

parcialmente, com exceção dos testes Citrato (CIT), Gelatinase (GEL) e Voges– 
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Proskauer (VP), que devem ser preenchidos até a formação de menisco convexo, evitando 

a presença de ar. Nos testes Arginina di-hidrolase (ADH); Lisina descarboxilase (LDC), 

Ornitina descarboxilase (OCD), Produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) e Urease (URE) 

deve-se acrescer uma gota de óleo mineral, para criar um ambiente de anaerobiose. Após 

esses procedimentos, incubar a 36 ºC ± 2 ºC, por 18 – 24 h. Para a interpretação, é 

necessário que pelo menos três testes, exceto Glicose (GLU), apresentem resultados 

confiáveis. Em seguida, devem-se adicionar os reagentes apropriados aos respectivos 

microtubos. No microtubo Triptofano desaminase (TDA), aplicar uma gota do reagente 

Triptofano desaminase (TDA); no Indol (IND), uma gota do reagente JAMES (p- 

dimetilaminocinamaldeído dissolvido em álcool e ácido clorídrico); e no Voges– 

Proskauer (VP), uma gota do reagente VP1 (Reagente 1 para Voges-Proskauer composto 

de α-naftol em etanol) seguida de uma gota do reagente VP2 (Reagente 2 para Voges- 

Proskauer composto de hidróxido de potássio 40%). Para o teste VP deve-se aguardar 10 

min antes da leitura dos resultados (Biomérieux, 2024). Os testes indicam positividade 

ou negatividade de acordo com a escala de cores que o microtubo assume, seguindo o 

Quadro de Leitura disponibilizado no Anexo 11. Para fins comparativos, a Figura 3 

apresenta um exemplo de resultados positivos e negativos obtidos na galeria API 20E. 

(Biomérieux, 2024; Miranda et al., 2020). 

 

 
Figura 3 – Imagens de testes negativos e positivos das Galerias API20E 

 

Fonte: Biomérieux, 2024 
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4.2.2.2.6 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

As bactérias que apresentaram turvação no meio Rappaport-Vassiliadis, 

crescimento de colônias enegrecidas em ágar SS, morfologia Gram-negativa, resultado 

positivo para Salmonella no Enterokit B® e porcentagens superiores a 20% para 

Salmonella spp. nas galerias API 20E foram selecionadas para análise adicional. Essas 

amostras foram enviadas ao laboratório VetLab - Centro de Diagnóstico Laboratorial 

Veterinário (Sorocaba, SP, Brasil) para confirmação por Reação em Cadeia da Polimerase 

em Tempo Real (PCR qualitativo), utilizando o kit comercial BAX® System PCR Assay 

for Salmonella (Hygiena, 2025). 

O processo consiste em três etapas, sendo o primeiro a desnaturação do DNA à 

95 ºC, onde as fitas duplas de DNA se separam. Em seguida primers específicos ligam- 

se nas regiões alvos da sequência, essa etapa é chamada de anelamento. Por último uma 

enzima (DNA polimerase) estende esses primers sintetizando uma nova fita de DNA 

complementar, chamada de extensão. Essas três etapas compõem um ciclo. A cada ciclo, 

a quantidade de DNA-alvo é duplicada. Esse ciclo é repetido cerca de 40 vezes, levando 

à um aumento exponencial da quantidade de DNA, o que permite, por exemplo, a 

identificação bacteriana através da comparação das sequências amplificadas com bases 

de dados genéticos (Analytical Methods Committee, 2013; Khehra; Padda.; Swift, 2023; 

Valones et al., 2009). 

 

4.2.2.2.7 Anotação genômica 

 

As bactérias com resultado positivo no PCR para Salmonella foram 

encaminhadas para análise genômica no Laboratório Central de Tecnologias de Alto 

Desempenho em Ciências da Vida da Universidade Estadual de Campinas (LaCTAD – 

Unicamp). Foram utilizados dados de sequenciamento Illumina Paired-End com 151 

pares de bases (151 bp). As análises realizadas incluíram: extração do DNA bacteriano; 

verificação da qualidade dos dados; trimming e filtragem dos reads; montagem dos reads 

Illumina; predição de genes e; anotação funcional dos genes. 

A extração do DNA de cada bactéria foi realizada utilizando o kit Qiagen 

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen Biotecnologia, Hilden, Alemanha), e a quantificação foi 

realizada por fluorimetria, utilizando o Qubit (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para o 

trimming e a filtragem dos reads, foi utilizado o software Trimmomatic. A montagem dos 
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reads foi realizada com o software SPAdes (versão 4.0.0). O mapa genômico circular foi 

feito através da plataforma on-line Proksee (https://proksee.ca). 

 

 

4.2.3 Curva de crescimento bacteriano 

 

Após as bactérias serem isoladas e confirmadas como Salmonella spp. por PCR 

qualitativo, uma unidade formadora de colônia (UFC) foi retirada, com o auxílio de uma 

alça estéril, inoculada em 125 mL de caldo TSB estéril e incubada a 37 °C por 36 h. A 

densidade óptica (OD) da cultura foi avaliada por espectrofotometria a 610 nm em 

intervalos de tempo predeterminados. Nas primeiras 5 h, amostras foram coletadas a cada 

30 min; nas 7 h seguintes, a cada h; e, posteriormente, mais três amostras foram retiradas 

nos tempos de 24, 36 e 48 h. Foram feitas curvas de crescimento das bactérias isoladas e 

em coquetel (envolvendo as duas bactérias) nas mesmas condições (1:1). 

 

 

 

4.2.4 Cultura bacteriana em placa de Petri (tapete bacteriano) 

 

Foram utilizados 100 µL de suspensão bacteriana, ajustada a uma densidade 

óptica (OD) a 610 nm de 0,5, os quais foram adicionados a 5 mL de Molten Top-Agar a 

37 °C, em um tubo Falcon estéril de 15 mL. A mistura foi suavemente homogeneizada e 

vertida sobre placas de Petri contendo meio TSA sólido previamente preparado. As placas 

foram então incubadas a 37°C por 24 h. 

 

 

 

4.2.5 Isolamento, amplificação e purificação de bacteriófagos contra 

Salmonella spp. 

 

As metodologias para isolamento, purificação e propagação dos bacteriófagos 

seguiram as determinações de Balcão e Vila (2023). 

https://proksee.ca/
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4.2.5.1 Coleta das amostras para isolamento de bacteriófagos 

 

As amostras para o isolamento de bacteriófagos foram coletadas a partir de 

fontes ambientais em Sorocaba e região/SP, como terra e água de lagos e rios. A Tabela 6 

indica os locais de coleta das amostras. 

Tabela 6 – Caracterização das amostras coletadas para identificação e isolamento de 

bacteriófagos líticos segundo localização e matriz ambiental 
 

Número Origem Cidade Coordenadas GPS 

1 Riacho Sorocaba, SP 23º29’46.81” S, 47º27’49.61” W 

2 Solo Sorocaba, SP 23º29’46.81” S, 47º27’49.61” W 

3 Lago Sorocaba, SP 23º30’59.67” S, 47º28’18.08” W 

4 Riacho Sorocaba, SP 23º31’28.83” S, 47º28’05.47” W 

5 Lago Sorocaba, SP 23º30’59.67” S, 47º27'53.73” W 

6 Riacho Sorocaba, SP 23º30'52.56” S, 47º26'39.98” W 

7 Rio Sorocaba, SP 23º29'37.63” S, 47º26'46.89” W 

8 Lago Sorocaba, SP 23º31'14.30” S, 47º29'13.53” W 

9 Solo Sorocaba, SP 23º31'11.96” S, 47º30'12.78” W 

10 Solo Votorantim, SP 23º31'16.84” S, 47º30'10.45” W 

11 Lago Sorocaba, SP 23º28'54.43” S, 47º25'48.19” W 

12 Esgoto Sorocaba, SP 23º28'52.24” S, 47º25'43.12” W 

13 Solo Sorocaba, SP 23º31'51.79” S, 47º26'39.97” W 

Legenda: S = latitude Sul; W = longitude Oeste. 
Fonte: Elaboração própria 

 

 

4.2.5.2 Enriquecimento das amostras 

 

Para as amostras líquidas, foram utilizados diretamente 50 mL, enquanto, para as 

amostras sólidas, foram pesados 10 g, aos quais se adicionaram 50 mL de tampão SM, 

em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, foram adicionados 50 mL de 

caldo TSB 2X e 50 µL de uma suspensão bacteriana de Salmonella spp., com densidade 

óptica em 610 nm (OD) ajustada para 0,5. As amostras foram incubadas em estufa a 37 °C 

por 24 h. Após esse período, as amostras foram centrifugadas a 9000 rpm por 10 min. Os 

sobrenadantes foram cuidadosamente coletados, microfiltrados utilizando filtros com 

poros de 0,22 µm e armazenados em tubos Falcon estéreis. 
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4.2.5.3 Teste da gota ou spot-test 

 

Com o auxílio de uma micropipeta foram adicionados 10 µL do filtrado anterior, 

sobre o tapete bacteriano previamente preparado. A placa de Petri foi incubada por 24 h 

a 37 ºC. Após o período de incubação, a presença de halos de lise indicou a ocorrência de 

bacteriófagos, enquanto sua ausência indicou resultado negativo. 

 

 

4.2.5.4 Isolamento de placas bacteriofágicas 

 

Uma fita de papel filtro estéril embebida na solução fágica filtrada foi aplicada 

sobre um tapete bacteriano previamente preparado, começando pelo topo até esgotar todo 

o líquido do papel em uma fileira. Com uma nova fita não umedecida na solução, 

arrastou-se novamente no tapete bacteriano, cobrindo metade da camada anterior, 

repetindo-se o procedimento até cobrir a totalidade da placa de Petri. A placa foi incubada 

a 37 ºC por 24 h. Após esse período, buscou-se uma única placa bacteriofágica isolada, e 

picou-se com um palito de madeira estéril. Esse bacteriófago isolado foi transferido para 

uma nova placa com tapete bacteriano, picando-a diversas vezes em diferentes pontos (do 

topo ao fim, na horizontal). 

Por último uma nova fita de papel filtro estéril foi deslizada por cima dos pontos 

picados e a placa novamente incubada a 37 ºC por 24 h. Esse processo foi repetido três 

vezes para garantir o isolamento de um único bacteriófago. 

 

 

4.2.5.5 Amplificação de partículas fágicas 

 

Com o auxílio de um palito de madeira estéril, e a partir de uma única placa 

fágica isolada, picou-se 10 placas de Petri previamente preparadas com tapete bacteriano, 

diversas vezes na horizontal, do topo até o fim da placa. Com uma fita de papel filtro 

estéril, deslizou-se acima da camada picada. As placas foram levadas à incubação a 37 ºC 

por 24 h. Após incubação e, verificando se ocorreu lise completa nos tapetes bacterianos, 

foram adicionados 5 mL de tampão fágico em cada placa de Petri, as quais foram vedadas 

e armazenadas a 4ºC por 12 h. 
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4.2.5.6 Purificação das partículas fágicas 

 

Após 12 h de incubação a 4 ºC, o líquido presente nas placas na etapa anterior 

foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, e adicionado clorofórmio na proporção 10:1. 

A solução foi centrifugada a 2500 rpm por 20 min e, em seguida, o sobrenadante foi 

cuidadosamente removido e filtrado em Stericup® com membrana esterilizante de 0,22 

µm. Esta suspensão foi armazenada a 4 ºC, sendo considerada a solução estoque do 

bacteriófago. 

 

 

4.2.5.7 Determinação do título fágico 

 

O título da suspensão fágica (UFP/mL, unidade formadora de placas por 

mililitros) foi estabelecido por meio do plaqueamento das suspensões fágicas diluídas em 

série, utilizando o método de ágar de dupla camada. Depois do período de incubação, as 

placas bacteriofágicas formadas foram contadas, considerando somente as placas com 20 

a 200 lises fágicas ou UFP. O título fágico da concentração do estoque de bacteriófagos 

foi calculado usando a Equação 1. A metodologia aplicada seguiu as determinações de 

Balcão e Vila (2023). 

1 1 
𝑇𝑖𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑓𝑎𝑔𝑖𝑐𝑜 = 𝑈𝐹𝑃 𝑥 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 

𝑥 
𝑉. 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜 (𝑚𝐿) 

 
(Equação 1) 

Onde: UFP é o número de unidades formadoras de placa; e V. inóculo é o volume de 

inóculo em mL 

 

4.2.6 Caracterização físico-químicas dos bacteriófagos isolados 

 

Os bacteriófagos isolados foram caracterizados físico-quimicamente por meio 

da determinação do perfil de absorção no espectro de luz UV-Vis e do coeficiente de 

extinção molar. O perfil das proteínas estruturais foi obtido por eletroforese em gel de 

poliacrilamida, e as características morfológicas foram analisadas por meio de imagens 

de microscopia eletrônica de transmissão (MET). 
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4.2.6.1 Perfil de absorção das partículas fágicas por varredura espectral UV-Vis 

 

Foram realizadas varreduras no espectro eletromagnético, abrangendo as regiões 

do ultravioleta e do visível (190 a 1100 nm). Para isto, foram utilizadas diluições das 

suspensões concentradas dos bacteriófagos (200 μL de suspensão concentrada de 

bacteriófago em 2800 μL de tampão fágico SM). 

 

 

4.2.6.2 Determinação do coeficiente de extinção molar ( 𝜺) 

 

Cinco diluições foram realizadas em tampão fágico SM, utilizando diferentes 

volumes da suspensão concentrada do bacteriófago (10, 25, 50, 100, 150 e 200 μL para 

volume final total de 2000 μL). As soluções foram analisadas no comprimento de onda 

que gerou a máxima absorção na varredura espectral UV-Vis (251 nm) e em 320 nm 

(comprimento de onda em que os cromóforos das partículas fágicas absorvem pouca luz), 

sendo obtida a diferença entre os valores. A subtração do valor de absorvância em 320 

nm visa corrigir de forma aproximada o espalhamento de luz provocado pelas partículas 

de bacteriófagos e particulados não fágicos. Depois da leitura e, usando o título fágico 

obtido foi aplicada a equação de Beer-Lambert (Equação 2). 

 

𝐴𝑏𝑠 = 𝜀 . 𝐿 . 𝐶 

(Equação 2) 

Onde: Abs é a absorvância; 𝜀 é o coeficiente de extinção molar; L é o percurso ótico 

da cubeta (1cm) e C é o título fágico UFP/ mL. 

 

 

4.2.6.3 Eletroforese em gel de policrilamida com dodecilsulfato de sódio (SDS- 

PAGE) 

 

Para determinar o perfil de proteínas estruturais dos bacteriófagos e suas 

distribuições de pesos moleculares, 500 μL das suspensões concentradas dos 

bacteriófagos foram adicionados a um volume igual (500 μL) de tampão de disrupção 

(1,51% (m/v) Tris-Base, 0,5% (v/v) β-mercaptoetanol, 4% (m/v) dodecilsulfato de sódio 

(SDS), 10% (v/v) glicerol, e 0,012% (m/v) azul de bromofenol) em tubo Eppendorf® 

(com tampa previamente perfurada) e aquecido a 100 °C durante 10 min. Na sequência, 

realizou-se análise eletroforética do sobrenadante das amostras (20 μL) e de marcadores 
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de peso molecular (5 μL de Pre-stained Precision Plus Protein™ Dual Color Standards 

da Bio-RAD, com padrões de proteínas com pesos moleculares entre 10 kDa e 250 kDa), 

com os géis (gel de concentração com 5% (m/m) acrilamida-bisacrilamida / gel de 

separação com 12% (m/m) acrilamida-bisacrilamida) corridos a uma voltagem de 200 V, 

20 mA por gel, 20 W, durante 60 min. Após corrida, os géis foram corados com Coomassie 

Brilliant Blue R-250 e fotografados para análise. 

 

 

4.2.6.4 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

Para a análise dos bacteriófagos por microscopia eletrônica de transmissão, 

foram preparadas grades de cobre com 3 mm de diâmetro, naturalmente hidrofóbicas 

(Ultrathin Formvar/Carbon on a 200 mesh copper grid, Electron Microscopy Sciences, 

Hatfield PA, EUA). Para a coloração negativa, uma grade foi imersa em uma gota da 

solução concentrada de fagos. Em seguida, a grade foi mergulhada em 3 μL de solução 

aquosa de acetato de uranila a 2% (pH 7, m/m) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 

deixada secar ao ar. Após 30 segundos, o excesso de corante foi cuidadosamente 

removido com papel de filtro, conforme o protocolo descrito por Balcão et al. (2022a, b). 

A visualização e documentação das amostras foram realizadas em Microscópio 

Eletrônico de Transmissão JEOL, modelo JEM 2100 (Tokyo, Japão), equipado com 

filamento de LaB6, operando a 200 kV e oferecendo resolução de 0,23 nm. As imagens 

foram capturadas com uma câmera CCD de alta resolução da GATAN Inc., modelo 

ORIUS™ 832.J4850 SC1000B (Pleasanton CA, EUA), com resolução de 11 Mp (4,0 × 

2,7 k pixels / 9 × 9 µm²). A aquisição das imagens digitais foi feita utilizando o software 

Gatan Microscopy Suite (Digital Micrograph, versão 2.11.1404.0, Gatan Inc.). 

 

 

 

4.2.7 Caracterização biológica dos bacteriófagos isolados 

 

Para a caracterização biológica dos fagos, foram seguidos os métodos descritos 

por Balcão e Vila (2023). Realizou-se a curva de crescimento de um só ciclo síncrono 

(OSGC), destinada à determinação dos parâmetros de crescimento dos bacteriófagos 

(período de eclipse, período latente, período de acumulação intracelular e tamanho de 

explosão). Também foi feita a curva de adsorção para estimar a taxa de adsorção dos fagos 

à bactéria hospedeira. A seguir, foram avaliadas a gama de hospedeiros (host range) e a 
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eficiência de plaqueamento (EOP), a fim de determinar o potencial de infecção do 

bacteriófago. Por fim, foram determinadas as curvas de inativação bacteriana in vitro. 

4.2.7.1 Gama de hospedeiros (host range) e eficiência de plaqueamento (EOP) 

 

A gama de hospedeiros do bacteriófago foi determinada por meio do teste da 

gota ou spot-test utilizando as cepas bacterianas listadas na Tabela 1. 

Foram utilizados 5 mL de meio MTA-TSB, previamente inoculados com 100 µL 

das diferentes cepas bacterianas e sobrepostos ao meio TSA sólido. Na sequência, as 

placas de Petri foram inoculadas com 5 µL da suspensão de bacteriófago. As placas foram 

incubadas na temperatura ótima de crescimento da cepa bacteriana (37 ºC) e avaliadas 

quanto à formação de placas de lise após 24 h. 

A sensibilidade das bactérias ao bacteriófago recém-isolado foi determinada pela 

presença de zonas de lise claras no tapete bacteriano. As bactérias testadas foram 

classificadas com base na translucidez dessas zonas: (+) para zona de lise clara (bactéria 

suscetível) e (–) para ausência de lise (bactéria resistente). O teste de eficiência de 

plaqueamento (EOP) foi realizado apenas nas bactérias que apresentaram resultado 

positivo no spot-test. A Eficiência de Plaqueamento (EOP) foi calculada pela razão entre 

o título obtido na infecção de cada bactéria-alvo e o título obtido na infecção da cepa 

hospedeira original de isolamento, considerada como 100% de eficiência, conforme a 

Equação (3). Os valores de EOP foram apresentados como a média de três ensaios 

independentes e classificados em relação ao hospedeiro de isolamento nos seguintes 

níveis: elevado (≥ 50%), moderado (10% – 0,1%), baixo (0,1% – 0,001%) ou ineficiente 

(≤ 0,001%). 
 

 

 

𝐸𝑂𝑃 = 
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑈𝐹𝑃 𝑑𝑎 𝑏𝑎𝑐𝑡é𝑟𝑖𝑎 𝑎𝑙𝑣𝑜 

 

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑈𝐹𝑃 𝑑𝑎 𝑏𝑎𝑐𝑡é𝑟𝑖𝑎 ℎ𝑜𝑠𝑝𝑒𝑑𝑒𝑖𝑟𝑎 

(Equação 3) 

Onde: EOP = Eficiência de plaqueamento; UFP= unidade formadoras de placas. 



60 
 

 

4.2.7.2 Curva de adsorção das partículas fágicas 

 

Para a determinação do tempo adsorção dos fagos foi utilizada uma suspensão 

bacteriana previamente preparada em 25 mL de meio líquido TSB, incubada à 

temperatura ótima de crescimento da bactéria hospedeira (37 ºC) até atingir a fase 

exponencial, correspondente a uma densidade óptica (OD) de 0,5 a 610 nm. A partir dessa 

suspensão, foi ajustada a multiplicidade de infecção (MOI) para 0,001, definida como a 

razão entre a concentração de partículas virais e a concentração de células bacterianas, de 

modo a garantir, que cada partícula fágica tenha pelo menos uma célula bacteriana 

hospedeira. Aguardou-se 30 s (tempo zero), coletou-se uma alíquota de 50 µL da amostra 

e foram realizadas diluições seriadas até 10⁻⁵. Em seguida, foram feitas coletas de 

alíquotas do mesmo volume a cada 5 min durante os primeiros 30 min do ensaio. Após 

esse período, as coletas foram realizadas em intervalos de 10 min, até completar um total 

de 150 min de experimento. As alíquotas de 50 µL coletadas foram imediatamente 

transferidas para 400 µL de meio TSB suplementado com 50 µL de clorofórmio, 

garantindo a inativação das células bacterianas. Nas diluições subsequentes (10⁻² a 10⁻⁵), 

a adição de clorofórmio não é necessária. As placas de Petri foram armazenadas em estufa 

a 37 ºC por 24 h, para contagem posterior das placas fágicas, considerando as contagens 

entre 3 e 30 placas fágicas. Os resultados obtidos foram aplicados a Equação 4 (Harada 

et al., 2022). O ajuste não-linear dos dados experimentais normalizados de adsorção dos 

fagos ao modelo matemático mencionado foi realizado utilizando a função Solver do 

Microsoft Excel (Microsoft, Redmond WA, EUA). 

 

 

 

 

𝑃𝑡 Φ 𝛿. 𝑋 
−Φ( 

𝛿.𝑋0+Φ 

 =  {1 + 
 0 

. 𝑒 Φ ).𝑡} 
𝑃𝑜 𝛿. 𝑋0 + Φ Φ 

(Equação 4) 

Onde: Pt e P0 são as concentrações de fago (UFP mL-1) nos tempos t e 0; 

respectivamente;  é a taxa de adsorção do fago (de primeira ordem) nas células hospedeiras 

bacterianas suscetíveis (UFC-1 mL min-1); ϕ é a taxa de dessorção dos fagos (de primeira ordem) 

dos complexos reversíveis fago-bactéria (min-1); X0 representa a concentração inicial de células 

bacterianas (UFC mL-1) não infectadas (suscetíveis); e t é o tempo de infecção (min). 
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4.2.7.3 Curva em um só ciclo síncrono de crescimento (OSGC) 

 

Os parâmetros de crescimento do bacteriófago foram determinados por meio da 

curva de um só ciclo de crescimento síncrono (OSGC, do inglês One-Step Growth Curve), 

com base em três experimentos independentes. A aplicação da OSGC possibilitou a 

caracterização dos principais parâmetros do ciclo replicativo do fago na cepa bacteriana 

hospedeira, incluindo os períodos de eclipse, latente e de acumulação intracelular, além 

do tamanho de explosão (burst size) ou rendimento de morfogênese. Na curva OSGC, o 

período de eclipse corresponde ao intervalo de tempo após a penetração e injeção do 

genoma fágico no citoplasma da célula hospedeira, durante o qual ocorre a biossíntese e 

montagem dos novos bacteriófagos, mas ainda sem liberação de partículas virais. O 

período latente abrange o tempo entre a infecção e a lise celular, momento em que os 

fagos formados são liberados. A fase de acumulação intracelular é definida como a 

diferença entre o período latente e o período de eclipse. O tamanho de explosão (burst 

size) refere-se ao número de partículas virais produzidas por célula infectada (progenia 

fágica). Os dados experimentais obtidos foram representados graficamente e ajustados 

por regressão não linear utilizando um modelo matemático sigmoidal de quatro 

parâmetros (modelo 4-PL — Four-Parameter Logistic Regression), conforme descrito na 

Equação 5 (Balcão e Vila, 2023; Harada et al., 2022). 

𝑃0 − 𝑃∞ 
𝐿𝑜𝑔 ( 𝑃𝑡) = 𝑃∞ +  𝑡 𝐵 

1 + ( ) 
𝐴 

(Equação 5) 

Onde: Pt representa a concentração de fago (UFP/mL) no momento t; P0 representa a 

concentração de fago em t = 0; P representa concentração de fago em t= ∞; A é o ponto de 

inflexão da curva; B é o declive que define a inclinação da curva e; t é o tempo (min). 

 

4.2.7.4 Curvas de inativação bacteriana in vitro a vários valores de MOI, utilizando 

os bacteriófagos isoladamente e em coquetel 

 

A inativação bacteriana pelos bacteriófagos isolados foi avaliada por meio de 

ensaios laboratoriais in vitro, utilizando multiplicidades de infeção (MOI) de 0,01, 1, 10 

e 100. Os testes foram realizados individualmente para cada fago e também com um 

coquetel contendo ambos, nos mesmos valores de MOI. 
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A cultura bacteriana hospedeira foi preparada a uma concentração de 1,0 × 10⁵ 

UFC/mL, enquanto as suspensões fágicas foram ajustadas para alcançar os MOIs 

desejados. Para cada condição, suspensões bacterianas e fágicas foram inoculadas em 

tubos de vidro esterilizados contendo 10 mL de meio TSB e incubadas a 37 °C, sem 

agitação. As proporções utilizadas foram as seguintes: 

• MOI 0,01: bactéria (1 × 10⁵ UFC/mL) e fago (1 × 10³ UFP/mL); 

• MOI 1: bactéria (1 × 10⁵ UFC/mL) e fago (1 × 10⁵ UFP/mL); 

• MOI 10: bactéria (1 × 10⁵ UFC/mL) e fago (1 × 10⁶ UFP/mL); 

• MOI 100: bactéria (1 × 10⁵ UFC/mL) e fago (1 × 10⁷ UFP/mL). 

 

 

Para a formulação do coquetel fágico, foram adicionados os volumes 

congruentes de cada fago até que a concentração final do coquetel fosse de 1x1010 

UFP/mL. Em seguida foram adicionados às bactérias para se atingir os MOIs previamente 

estabelecidos. 

Em cada ensaio, foram preparados dois controles: (i) um contendo apenas a 

suspensão fágica e (ii) outro contendo apenas a cultura bacteriana. A amostra 

experimental foi composta pela adição simultânea da bactéria e do(s) fago(s), conforme 

o MOI correspondente. As amostragens foram realizadas nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 

12 e 24 h de incubação. Em cada intervalo, coletaram-se 50 µL de cada tubo, transferidos 

para microtubos contendo 450 µL de tampão fágico, nos quais foram realizadas diluições 

seriadas até 10⁻⁸. Para a quantificação bacteriana, 5 µL das amostras do controle 

bacteriano e dos tratamentos foram plaqueados em meio TSA. Para a quantificação das 

partículas fágicas, o mesmo volume (5 µL) foi plaqueado em placas de Petri com ágar em 

dupla camada, contendo um tapete bacteriano recém-semeado (100 µL de cultura 

bacteriana adicionados a 4,5 mL de meio MTA-TSB). Todas as placas foram incubadas a 

37 °C para posterior contagem das unidades formadoras de colônia (UFC) e unidades 

formadoras de placa (UFP). 

 

4.2.7.5. Frequência de mutantes bacterianos espontâneos resistêntes aos fagos 

Foram isoladas dez colônias de cada amostra de Salmonella spp. sensíveis aos 

respectivos fagos, as quais foram inoculadas individualmente em 5 mL de caldo TSB 

(Tryptic Soy Broth). Os inóculos foram incubados por 18 h, sob condições adequadas, 

para a realização do experimento. Em seguida, tubos tipo Eppendorf contendo 450 µL de 
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PBS foram preparados para a obtenção de diluições seriadas até 10⁻⁷, as quais foram 

realizadas individualmente a partir de cada inóculo. 

As diluições seriadas entre 10⁻⁵ e 10⁻⁷ das bactérias sensíveis foram plaqueadas 

em meio TSA (Tryptic Soy Agar) pelo método de incorporação. Paralelamente, as 

diluições seriadas de 10⁰ a 10⁻⁴ foram plaqueadas utilizando 100 µL da suspensão 

bacteriana, adicionados a 200 µL da suspensão de fagos (1 × 10⁸ UFP/mL), em 4,0 mL 

de meio MTA-TSB, sendo a mistura vertida sobre placas contendo TSA. 

Todas as placas de Petri foram incubadas por 24 h, e as colônias formadas na 

superfície do ágar foram posteriormente contadas. A frequência de emergência de 

mutantes espontâneos do hospedeiro bacteriano resistentes aos fagos foi calculada pela 

razão entre o número de bactérias resistentes semeadas em ágar de dupla camada (obtidas 

a partir das bactérias que emergiram na presença das partículas de fagos) e o número total 

de bactérias sensíveis semeadas por incorporação (preparadas a partir da cultura sem 

fagos), conforme descrito por Balcão e Vila (2023). Foram realizados três ensaios 

independentes. 



64 
 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A Salmonella spp. é uma bactéria de interesse em saúde, uma vez que é uma das 

principais bactérias causadoras das Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA). Estas 

doenças espalham-se pelo mundo inteiro, levando a diferentes surtos, hospitalizações e 

óbitos (Knodler; Elfenbein, 2019; Silva et al., 2019). 

A preocupação torna-se ainda maior ao se verificar os índices de resistência de 

diferentes tipos de bactérias causadoras das DTAs, incluindo a Salmonella spp. Diante 

desse cenário, torna-se imprescindível a busca por novos métodos de tratamento. Nesse 

contexto, destaca-se o crescente interesse no uso de bacteriófagos, devido à sua 

especificidade e eficiência como agentes terapêuticos alternativos (Benevides, 2019; 

Ricke et al., 2020). 

 

 

5.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS BACTERIANOS 

 

As amostras de fezes de frangos foram coletadas próximas de propriedades com 

características de criação familiar, ou seja, sem caráter industrial, com manejo sanitário 

limitado e sujeitas a fiscalizações menos frequentes dos produtos ali originados. Essa 

escolha baseou-se, principalmente, na maior ocorrência de falhas de manejo sanitário em 

pequenas granjas, fator que pode favorecer a disseminação de Salmonella spp. tanto entre 

os animais quanto nos produtos derivados (Maia et al., 2011; Schwartz; Abreu, 2014). 

Destaca-se ainda o estudo de Miranda et al. (2020), que analisando amostras de fezes de 

um plantel industrial de frangos destinados ao consumo humano, não encontraram índices 

significativos de Salmonella spp., atribuindo esse resultado ao rigoroso controle sanitário 

da propriedade. 

No presente estudo, foram coletadas 44 amostras de fezes de frangos visando à 

detecção de Salmonella, seguidas de isolamento e identificação do agente. O reservatório 

mais comum de Salmonella é o trato gastrointestinal de uma ampla gama de animais 

domésticos e selvagens, por isto, a escolha de fezes de frangos como amostras (Ferrari et 

al., 2019). 

O desenvolvimento de métodos eficientes e confiáveis para a detecção de 

Salmonella é essencial, considerando a relevância da salmonelose para a saúde pública. 

Os testes utilizados para a identificação do patógeno podem ser classificados em 
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diferentes categorias, de acordo com o princípio analítico empregado, incluindo métodos 

de cultura convencionais, ensaios imunológicos, testes baseados em ácidos nucléicos, 

ensaios bioquímicos miniaturizados e biossensores (Lee et al., 2015). 

Inicialmente, todas as amostras foram incubadas em meio nutritivo BHI (Brain 

Heart Infusion). Destaca-se que, embora esse caldo não seja seletivo para Salmonella 

spp., ainda é o recomendado pela Portaria nº 126 do Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 1995) por apresentar bons resultados, conforme 

observado por Miranda et al. (2020). No entanto, o uso do BHI é questionado por 

pesquisadores como Stoppa et al. (2015), que demonstraram maior eficiência no uso de 

meios seletivos, como Tetrationato, Selenito e Rappaport-Vassiliadis. Em seus estudos, 

esses meios apresentaram desempenho superior na recuperação de Salmonella spp., 

reforçando a importância da seletividade no processo de isolamento bacteriano. 

As amostras que apresentaram turvação no meio BHI, indicativo de crescimento 

bacteriano, foram semeadas em ágar Shigella-Salmonella (SS) e incubadas a 37 ºC por 

24 h, como etapa inicial do processo de identificação microbiológica. Utilizou-se o meio 

ágar SS, que é um meio de cultura seletivo e diferencial, permitindo a identificação visual 

das colônias de Salmonella spp. O ágar SS é capaz de inibir o crescimento de bactérias 

indesejadas e evidenciar características típicas de Salmonella spp. O ágar SS contém sais 

biliares, verde brilhante e citrato de sódio, que atuam como agentes seletivos, inibindo o 

crescimento de microrganismos Gram-positivos. A presença de lactose no meio permite 

a diferenciação entre bactérias fermentadoras e não fermentadoras desse açúcar. As 

bactérias lactose-positivas, ao fermentarem a lactose, produzem ácido, o qual, na presença 

do indicador vermelho de fenol, promove a formação de colônias de coloração rosa. Já as 

bactérias lactose-negativas formam colônias incolores ou transparentes. Além disso, a 

presença de tiossulfato de sódio e citrato férrico permitem a detecção da produção de 

sulfeto de hidrogênio (H₂S), evidenciada pelo aparecimento de centros enegrecidos nas 

colônias. A presença de colônias incolores ou com centro enegrecido (devido à produção 

de H₂S) é indicativa da possível presença de bactérias do gênero Salmonella, uma vez que 

o ágar SS apresenta coloração original vermelho-alaranjada. O escurecimento ocorre pela 

ação do tiossulfato de sódio e do citrato férrico, que reagem com o sulfeto de hidrogênio 

produzido por algumas cepas, formando um precipitado negro. Já as colônias incolores, 

que não fermentam lactose nem produzem H₂S, também podem representar cepas de 

Salmonella ou Shigella (Brasil, 2020). 
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Das 44 amostras coletadas, quatorze (14) apresentaram crescimento compatível 

com o de Salmonella spp. em meio ágar Shigella-Salmonella, e os resultados estão 

expressos na Tabela 7. 

 
Tabela 7 - Morfologia e coloração das colônias de amostras cultivadas em ágar Shigella- 

Salmonella (SS) sugestivas de Salmonella spp. 
 

Amostra Foto 

 

 

Amostra 4 

 

 

 

 

Amostra 6 

 

 

 

Amostra 7 

 
 

 

Amostra 11 

 

 

 

Amostra 12 

 

 

 

Amostra 13 

 

 

 

Amostra 18 
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Amostra 20 

 

 

 

Amostra 22 

 

 

 

Amostra 23 

 

 

 

Amostra 29 

 

 

 

Amostra 34 

 

 

 

Amostra 36 

 

 

 

Amostra 39 

 

Legenda: Cor original do meio: vermelho-alaranjado. Colônias incolores ou com centro negro (H₂S): 
suspeita de Salmonella 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

Conforme apresentado na Tabela 7, quatorze (14) amostras apresentaram 

crescimento compatível com as características típicas de colônias de Salmonella spp., as 

quais se distinguem pelo centro enegrecido, resultante da produção de sulfeto de 
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hidrogênio (H₂S) (Lee, 2015; Embrapa, 2016). Apesar de duas amostras (41 e 42) terem 

apresentado produção de H2S, não houve o aparecimento de colônias isoladas para serem 

consideradas suspeitas de Salmonella spp., como indica o fabricante (TM Media, 2022). 

O ágar SS é um meio de cultura seletivo que inibe o crescimento de bactérias 

Gram-positivas e de algumas Enterobacteriaceae que não pertencem aos gêneros Shigella 

e Salmonella. É considerado o principal meio para o isolamento e identificação de 

Salmonella spp. a partir de amostras fecais, uma vez que, existem meios mais específicos 

para Shigella. Apesar de sua seletividade, é possível observar o crescimento de outras 

bactérias, como Escherichia coli, Enterococcus spp., Klebsiella spp. e Proteus spp. No 

entanto, essas colônias geralmente apresentam características morfológicas distintas no 

meio, o que permite sua diferenciação visual (Titan Biotec, 2024). 

No ágar SS, as colônias de Salmonella spp. apresentam-se intensamente 

enegrecidas devido à produção de H₂S. As colônias de Shigella spp. são tipicamente 

transparentes, enquanto Proteus spp. formam colônias também transparentes, porém com 

centro escurecido pela produção de H₂S. As colônias de Escherichia coli têm coloração 

rosada e aspecto purulento; Klebsiella spp. apresentam colônias rosadas, com textura 

cremosa e; Enterococcus spp. formam colônias transparentes. A Salmonella spp. é a que 

apresenta melhor crescimento em mais de 50% dos cultivos. Já Shigella tem crescimento 

entre 40 a 50% dos casos, Proteus spp. entre 30 a 40%, E. coli e Klebsiella com 

crescimento entre 20 a 30% dos casos e Enterococcus spp. menos de 10% dos casos (TM 

Media, 2022). 

Os aspectos das colônias foram observados também nas pesquisas de Alamos et 

al. (2018), Laranjeira et al. (2020), Rezende et al. (2016) e Rodrigues (2016), nos quais 

amostras ambientais foram cultivadas em ágar SS, utilizando o método de esgotamento. 

Esses trabalhos obtiveram resultados positivos para Salmonella spp., com padrões de 

crescimento semelhantes aos observados neste estudo, demonstrando, assim, a 

efetividade do ágar SS na diferenciação de culturas com base na coloração das colônias. 

Como etapa inicial para a identificação bacteriana, foi realizada a coloração de 

Gram nas 14 amostras que apresentaram crescimento compatível com Salmonella spp. 

em ágar SS. As amostras testadas apresentaram coloração Gram-negativa (coloração 

rosa/vermelha), conforme esperado na literatura para Salmonella spp. (Brasil, 2011). 

A teoria mais aceita para explicar a coloração de Gram baseia-se nas diferentes 

propriedades de permeabilidade da parede celular dos microrganismos, que resultam na 

distinção das cores observadas ao microscópio entre bactérias Gram-positivas e Gram- 
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negativas. As bactérias Gram-positivas são caracterizadas pela coloração roxa ou violeta, 

enquanto as Gram-negativas apresentam coloração rosa ou vermelha (Brasil, 2001; 

Tanaka, 2024). Segundo essa teoria, todas as células são inicialmente coradas com violeta 

de genciana. Em seguida, é aplicado o lugol, que promove a fixação do corante por meio 

da formação do complexo iodo-pararosanilina. Após a aplicação do álcool como 

descolorante, as bactérias com parede celular rica em peptidoglicano (mureína) retêm o 

corante violeta, permanecendo roxas ou violeta. Já as bactérias cuja parede celular é 

composta predominantemente por lipídios, como os ácidos graxos, perdem o corante 

violeta e adquirem a coloração do corante secundário, a safranina, apresentando-se em 

tons de rosa ou vermelho (Brasil, 2001). 

A Salmonella spp. é uma bactéria Gram-negativa pertencente à família das 

Enterobacteriaceae, como acontece com grande parte das bactérias de interesse da saúde 

pública (Brasi, 2011; Carneiro, Costa, 2020; Miranda et al., 2020; Oliveira, Paula; 2021; 

Silva, 2014; Silva, 2018). Dessa forma, todas as amostras foram consideradas como 

potenciais Salmonella dando sequência aos ensaios de identificação. 

As amostras foram inicialmente enriquecidas em meio BHI seguindo a indicação 

do MAPA, pela portaria nº126 (Brasil, 1995). Porém pesquisadores como Stoppa et al. 

(2015) e Silva (2023) evidenciaram a maior eficiência do caldo Rappaport Vassiliadis 

para o crescimento seletivo para amostras suspeitas de Salmonella. Assim, como uma 

forma de confirmação, antes de testes mais específicos, todas as 14 amostras foram 

inoculadas em caldo Rappaport Vassiliadis que é um caldo nutritivo específico e seletivo 

da Salmonella (Laborclin, 2019). As amostras que mostraram turvação do caldo 

Rappaport Vassiliadis, foram reconfirmadas como positivas para Salmonella spp. 

A próxima etapa foi o emprego de testes bioquímicos, usando-se o Enterokit B® 

da empresa Probac do Brasil Produtos Bacteriológicos Ltda (São Paulo, SP, Brasil). De 

acordo com o fabricante, o Enterokit B® é composto por meios específicos com a 

finalidade de testar nove (9) características bioquímicas, permitindo assim identificar a 

grande maioria das enterobactérias isoladas de amostras clínicas ou ambientais. Foram 

testadas as amostras positivas crescidas em ágar SS e caldo Rappaport Vassiliadis e 

constatadas como Gram-negativas. Os resultados observados após de 24 h à temperatura 

de 37 ºC estão compilados na Tabela 8. 
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Tabela 8 - Resultados das amostras incubadas no Enterokit B ® 
 

  Amo stra 4   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 0 LTD 0 Lisina 2 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 1 Resultado = 1 Resultado = 2 

Interpretação (112) → Salmonella typhi 
 

  Amo stra 6   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 2 LTD 0 Lisina 0 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 3 Resultado = 1 Resultado = 0 

Interpretação (310) → Salmonella paratyphi 
 

  Amo stra 7   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 2 LTD 0 Lisina 2 

H2S 0 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 2 Resultado = 1 Resultado = 2 

Interpretação (212) → Salmonella cholerausis, Hafnia alvei, Serratia liquefacius 
 

  Amos tra 11   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 0 LTD 0 Lisina 2 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 1 Resultado = 1 Resultado = 2 

Interpretação (112) → Salmonella typhi 
 

  Amos tra 12   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 2 LTD 0 Lisina 0 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 3 Resultado = 1 Resultado = 0 

Interpretação (310) → Salmonella paratyphi A. 
 

  Amos tra 13   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 4 Indol 4 

Gás 2 LTD 2 Lisina 0 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 1 

Resultado = 3 Resultado = 7 Resultado = 5 

Interpretação (112) → Salmonella typhi 
 



71 
 

 

 
  Amos tra 18   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 2 LTD 0 Lisina 0 
H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 3 Resultado = 1 Resultado = 0 

Interpretação (310) → Salmonella paratyphi 
 

  Amos tra 20   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 4 Indol 4 

Gás 2 LTD 2 Lisina 0 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 1 

Resultado = 3 Resultado = 7 Resultado = 5 

Interpretação (375) → Proteus vulgaris 
 

  Amos tra 22   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 2 LTD 0 Lisina 0 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 3 Resultado = 1 Resultado = 0 

Interpretação (310) → Salmonella paratyphi 
 

  Amos tra 23   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 4 Indol 4 

Gás 0 LTD 2 Lisina 0 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 1 

Resultado = 1 Resultado = 7 Resultado = 5 

Interpretação (175) → Proteus vulgaris 
 

  Amos tra 29   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 0 LTD 0 Lisina 0 
H2S 0 Motilidade 1 Citrato 1 

Resultado = 0 Resultado = 1 Resultado = 1 

Interpretação (011)→ Citrobacter freundii 
 

  Amos tra 34   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 0 LTD 0 Lisina 0 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 1 

Resultado = 1 Resultado = 1 Resultado = 1 

Interpretação (111) → Citrobacter freundii 
 

  Amos tra 36   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 0 

Gás 2 LTD 0 Lisina 2 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 3 Resultado = 1 Resultado = 2 

Interpretação (312) → Salmonella spp. 
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  Amos tra 39   

Teste Algarismo 1 Teste Algarismo 2 Teste Algarismo 3 

Lactose 0 Urease 0 Indol 4 

Gás 2 LTD 0 Lisina 2 

H2S 1 Motilidade 1 Citrato 0 

Resultado = 3 Resultado = 1 Resultado = 6 

Interpretação (316) → Edwardsiella tarda 
 

Legenda: LTD = desaminação do triptofano; H2S = produção de sulfato de hidrogênio. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Como é possível observar (Tabela 8), das amostras suspeitas verificou-se que 

somente nove (9) positivaram para Salmonella spp. 

Apesar das amostras apresentarem características compatíveis com Salmonella 

spp. no ágar SS, observou-se alguma incongruência nos resultados obtidos com o 

Enterokit B®. Esse fato não é inédito, tendo sido relatado também por Sales et al. (2021), 

que identificaram problemas semelhantes em suas pesquisas. 

Essas divergências podem ser explicadas pelas igualdades nas características 

bioquímicas entre Salmonella spp. e Proteus spp. Ambas são negativas para lactose, lisina 

e oxidase, produzem gás, são urease positivas, realizam a desaminação do triptofano e 

produzem sulfeto de hidrogênio (H₂S) (Pozza et al., 2012; Silva et al., 2019; Zappa, 

2015). Diante dessas semelhanças, é plausível supor que ocorra uma reação cruzada nos 

testes bioquímicos, resultando em positividade para ambas as bactérias em alguns testes. 

Com o objetivo de esclarecer as dúvidas quanto à identificação dos 

microrganismos pelo Enterokit B®, recorreu-se a outro método de avaliação das 

características bioquímicas. Desta forma, optou-ser pela utilização das galerias API 

20E®, da empresa bioMérieux do Brasil (Rio de Janeiro, Brasil). 

As galerias API 20E® são sistemas qualitativos utilizados para a identificação 

de bactérias pertencentes à família Enterobacteriaceae e de outros bacilos Gram- 

negativos não fastidiosos. Para isso, foram utilizados 20 microtubos contendo substratos 

desidratados, nos quais foi inoculada a suspensão bacteriana a ser testada, promovendo a 

reconstituição do meio. As reações produzidas, após o período de incubação à temperatura 

ideal, constituem mudanças de colorações nesses microtubos, permitindo identificação 

das bactérias, de acordo com o Quadro de Leitura, fornecido no Manual das Galerias 

(BioMérieux, 2024), e disponibilizado no Anexo 11. 

Todas as quatorze (14) amostras foram testadas em galerias API20E ®, e os 

resultados positivos estão apresentados abaixo (Figuras 4, 5 e 6). 
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Figura 4 - Perfil bioquímico obtido pela galeria API20E ® e interpretação dos resultados da 

amostra 12 
 

 

 

 

 

 
Poço Teste Reagente Resultado Interpretação Código 

1 ONPG Não + Produz β-galactosidase 1 

2 ADH Não + Hidrolisa arginina 2 

3 LDC Não + Descarboxila lisina 4 

4 ODC Não + Descarboxila ornitina 1 

5 CIT Não + Usa citrato 2 

6 H2S Não + Produz H2S 4 

7 URE Não + Produz urease 1 

8 TDA TDA + Possui atividade de TDA 2 

9 IND James + Produz indol 4 

10 VP VP1+VP2 - Não produz acetoína 0 

11 GEL Não + Gelatinase 2 

12 GLU Não + Fermenta glucose 4 

13 MAN Não + Fermenta manitol 1 

14 INO Não - Não fermenta Inositol 0 

15 SOR Não + Fermenta sorbitol 4 

16 RHA Não + Fermenta ramnose 1 

17 SAC Não - Não fermenta sacarose 0 

18 MEL Não + Fermenta melibiose 4 

19 AMY Não - Não fermenta amigdalina 0 

20 ARA Não + Fermenta arabinose 2 

FINAL  

7776552 Salmonella enterica spp. Arizonae (100,0%) 

Outros resultados 3776552 
Salmonella enterica spp. Arizonae 

Citrobacter braakii 

Legenda: ONPG = β-galactosidase (Ortonitrofenil- βD- galactopiranosidase); ADH = arginina dihidrolase; 

LDC = lisina descabroxilase; ODC = Ornitina descarboxilase; CIT = citrato; H2S = produção de sulfato de 

hidrogênio; URE = urease; TDA = triptofano desaminase; IND = produção de indol; VP = produção de 

acetoína (Voges Proskauer); GEL = gelatinase; GLU = fermentação – oxidação (glucose); MAN = 

fermentação – oxidação (manitol); INO = fermentação – oxidação (inositol); SOR = fermentação – 

oxidação (sorbitol); RHA = fermentação – oxidação (ramnose); SAC = fermentação – oxidação (sacarose); 

AMY = fermentação – oxidação (amigdalina); ARA = fermentação – oxidação (arabinose); James = 

reagente p-dimetilaminocinamaldeído dissolvido em álcool e ácido clorídrico. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 5 - Perfil bioquímico obtido pela galeria API20E ® e interpretação dos resultados da 

amostra 29 
 

 

Poço Teste Reagente Resultado Interpretação Código 

1 ONPG Não + Produz β-galactosidase 1 

2 ADH Não + Hidroliza arginina 2 

3 LDC Não - Não descarboxila lisina 0 

4 ODC Não + Descarboxila ornitina 1 

5 CIT Não + Usa citrato 2 

6 H2S Não + Produz H2S 4 

7 URE Não - Não produz urease 0 

8 TDA TDA - Não possui atividade de TDA 0 

9 IND James - Não produz indol 0 

10 VP VP1+VP2 - Não produz acetoína 0 

11 GEL Não - Não gelatinase 0 

12 GLU Não + Fermenta glucose 4 

13 MAN Não + Fermenta manitol 1 

14 INO Não - Não fermenta Inositol 0 

15 SOR Não + Fermenta sorbitol 4 

16 RHA Não + Fermenta ramnose 1 

17 SAC Não + Fermenta sacarose 2 

18 MEL Não + Fermenta melibiose 4 

19 AMY Não - Não fermenta amigdalina 0 

20 ARA Não + Fermenta arabinose 2 

FINAL  

3704572 

Citrobacter freundii (70,3%) 

Salmonella enterica spp. arizonae (25,2%) 

Citrobacter braakii (3,8%) 

 

Outros possíveis 

resultados 

3700572 
Citrobacter freundii (69,9%) 
Salmonella enterica spp. arizonae (25%) 

3700552 

Salmonella enterica spp. arizonae (84,2%) 

Citrobacter braakii (12,7%) 
Salmonella spp. (2,7%) 

Legenda: ONPG = β-galactosidase (Ortonitrofenil- βD- galactopiranosidase); ADH = arginina dihidrolase; 

LDC = lisina descabroxilase; ODC = Ornitina descarboxilase; CIT = citrato; H2S = produção de sulfato de 

hidrogênio; URE = urease; TDA = triptofano desaminase; IND = produção de indol; VP = produção de 

acetoína (Voges Proskauer); GEL = gelatinase; GLU = fermentação – oxidação (glucose); MAN = 

fermentação – oxidação (manitol); INO = fermentação – oxidação (inositol); SOR = fermentação – 

oxidação (sorbitol); RHA = fermentação – oxidação (ramnose); SAC = fermentação – oxidação (sacarose); 

AMY = fermentação – oxidação (amigdalina); ARA = fermentação – oxidação (arabinose); James = 

reagente p-dimetilaminocinamaldeído dissolvido em álcool e ácido clorídrico. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 6 - Perfil bioquímico obtido pela galeria API20E ® e interpretação dos resultados da 

amostra 36 
 

 

 

 

 
Poço Teste Reagente Resultado Interpretação Código 

1 ONPG Não - Não produz β-galactosidase 0 

2 ADH Não - Não hidroliza arginina 0 

3 LDC Não + Descarboxila lisina 4 

4 ODC Não + Descarboxila ornitina 1 

5 CIT Não + Usa citrato 2 

6 H2S Não + Produz H2S 4 

7 URE Não - Não produz urease 0 

8 TDA TDA - Não possui atividade de TDA 0 

9 IND James - Não produz indol 0 

10 VP VP1+VP2 - Não produz acetoína 0 

11 GEL Não - Não gelatinase 0 

12 GLU Não + Fermenta glucose 4 

13 MAN Não + Fermenta a manitol 1 

14 INO Não - Não fermenta Inositol 0 

15 SOR Não + Fermenta sorbitol 4 

16 RHA Não - Não fermenta ramnose 0 

17 SAC Não - Não fermenta sacarose 0 

18 MEL Não + Fermenta melibiose 4 

19 AMY Não - Não fermenta amigdalina 0 

20 ARA Não + Fermenta arabinose 2 

FINAL  

4704542 
Salmonella spp. (99,4%) 
Salmonella enterica spp. Arizonae (0,5%) 

Outros possíveis resultados 6704542 
Salmonella spp. (98,6%) 
Salmonella enterica spp. Arizonae (1,3%) 

Legenda: ONPG = β-galactosidase (Ortonitrofenil- βD- galactopiranosidase); ADH = arginina dihidrolase; 

LDC = lisina descabroxilase; ODC = Ornitina descarboxilase; CIT = citrato; H2S = produção de sulfato de 

hidrogênio; URE = urease; TDA = triptofano desaminase; IND = produção de indol; VP = produção de 

acetoína (Voges Proskauer); GEL = gelatinase; GLU = fermentação – oxidação (glucose); MAN = 

fermentação – oxidação (manitol); INO = fermentação – oxidação (inositol); SOR = fermentação – 

oxidação (sorbitol); RHA = fermentação – oxidação (ramnose); SAC = fermentação – oxidação (sacarose); 

AMY = fermentação – oxidação (amigdalina); ARA = fermentação – oxidação (arabinose); James = 

reagente p-dimetilaminocinamaldeído dissolvido em álcool e ácido clorídrico. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Como é possível evidenciar, após os ensaios realizados com as galerias 

API20E® constatou-se a identificação de três (3) cepas de Salmonella spp. (amostras 12, 

29 e 36). No Apêndice 1 é possível visualizar as fichas de identificação devidamente 

preenchidas. 

A interpretação de cada galeria é colorimétrica, exigindo uma análise individual 

e única e, portanto, sujeitas a erros. Assim, resultados indicativos como “perfil inválido” 

podem ser justificados através da interpretação divergente da escala colorimétrica ou pela 

bactéria não ser da família Enterobacteriaceae. 
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Faustino (2020) utilizando galerias API20E® constatou sua sensibilidade e 

efetividade na identificação bacteriana. Contudo, também deixou claro a necessidade de 

outros métodos de confirmação, dada a semelhança bioquímica da Salmonella spp. com 

outras bactérias da família Enterobacteriaceae, em função, principalmente, da produção 

de H2S. Diversos pesquisadores como Nunes e Gianani (2020), Brandão, Umeda e 

Fillipis (2018) e Alves et al. (2015) em suas respectivas pesquisas, também discutiram o 

uso das galerias API20E® e compararam a semelhança entre Proteus spp. e Salmonellas 

spp. Desta forma é possível expandir as mesmas observações feitas nas intepretações do 

Enterokits B®, para possíveis reações cruzadas em função de características bioquímicas 

semelhantes em diferentes bactérias. 

Para eliminar quaisquer dúvidas, as amostras que apresentaram resultados 

positivos tanto no Enterokit B® quanto nas galerias API20E®, bem como aquelas com 

percentual de identificação superior a 25% nas galerias API20E®, foram encaminhadas 

ao laboratório VetLab – Centro de Diagnóstico Laboratorial Veterinário (Sorocaba, SP) 

para análise por PCR qualitativo (amostras 12, 29 e 36). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica amplamente utilizada 

em pesquisa e diagnóstico, destinada à amplificação de sequências específicas de DNA. 

Trata-se de um método rápido, sensível e altamente específico, capaz de gerar milhões de 

cópias de um fragmento-alvo a partir de quantidades mínimas de material genético 

(Analytical Methods Committee, 2013; Khehra; Padda.; Swift, 2023; Valones et al., 

2009). 

Os resultados obtidos identificaram a amostra 29 como negativa para Salmonella 

spp. e as amostras 12 e 36 como positivas, sendo chamadas no presente trabalho de 

Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36. Os resultados foram inseridos no Anexo 12. 

 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO GENÔMICA DAS SALMONELLA SPP. 

 
Após a confirmação das duas (2) cepas bacterianas isoladas com Salmonella 

foram feitas aa análisae genômicas com o objetivo de identificar as características 

genéticas dos microrganismos isolados. Este procedimento é essencial para compreensão 

do seu potencial patogênico, variabilidade genética e possíveis mecanismos de resistência 

a antibióticos (Holmes et al., 2018; Török, Peacock, 2012). A partir disto, buscou-se 
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bacteriófagos líticos específicos, capazes de reconhecer e infectar as cepas-alvo, visando 

o desenvolvimento de estratégias eficazes para seu controle. 

Na primeira etapa da análise genômica, foi feita a extração do DNA bacteriano. 

Para isto, foi utilizado o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, Hilden, Alemanha), 

conforme as intruções do fabricante. O protocolo de extração de DNA é baseado na lise 

celular, seguida pela adsorção seletiva do DNA em uma membrana sílica, em meio 

concentrado com solução salina (Qiagen, 2023). A quantificação do DNA foi realizada 

utilizando o sistema Qubit® Fluoromenter (Thermo Fisher Scientific, EUA), que utiliza 

sondas fluorescentes específicas para DNA de fita supla, o que permite a mensuração da 

concentração de DNA sem interferências de proteínas, RNA ou resíduos. Por fim, o 

controle de qualidade do DNA extraído foi avaliado quanto à integridade e à pureza, as 

quais foram determinadas, respectivamente, por eletroforese em gel de agarose e pela 

razão de absorbância (A260/A280). 

A análise dos genomas bacterianos foi realizada utilizando a plataforma Illumina 

MiSeq, amplamente reconhecida pela rapidez e precisão no sequenciamento de genomas 

completos (Quick et al., 2015; MiSeq™ System Illumina, 2024). O sequenciamento de 

genomas procarióticos seguiu a abordagem Whole Genome Shotgun (WGS), que 

compreende quatro etapas principais: (i) extração e purificação do DNA, (ii) 

sequenciamento shotgun, (iii) montagem computacional do genoma, e (iv) anotação e 

finalização do genoma (Silva, 2021). A montagem genômica envolve a união de leituras 

sobrepostas para formar contigs, que podem ser posteriormente organizados em scaffolds, 

representando sequências contínuas e ordenadas, com possíveis regiões desconhecidas 

preenchidas por lacunas (Silva, 2021; Wick; Holt, 2019). 

As informações utilizadas para avaliar a qualidade das montagens genômicas das 

amostras Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36 estão apresentadas na Tabela 9. O 

número reduzido de contigs (16 e 20, respectivamente) e os valores elevados de N50 

(2.506.382 pares de bases e 2.490.316 pares de bases) (pb) indicam montagens contínuas, 

com grande parte do genoma representada em poucos fragmentos. O N50 é um parâmetro 

utilizado para avaliar o comprimento dos contigs montados, correspondendo ao menor 

tamanho de contig a partir do qual o somatório de todas as sequências de consenso 

representa 50% do tamanho total do genoma. Esse índice é fundamental para a avaliação 

da qualidade de montagens genômicas bacterianas, pois valores mais elevados de N50 

indicam maior continuidade e, consequentemente, maior qualidade da montagem do 

genoma (Silva, 2021). 
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O valor de L50 igual a 1 em ambas as amostras demonstrou que um único contig 

foi responsável por metade do tamanho total da montagem, o que evidenciou a presença 

de um contig principal extenso. O tamanho total dos genomas montados foi de 

aproximadamente 4,95 Mbp para Salmonella spp. 12 e 4,89 Mbp e de para Salmonella 

spp. 36, valores compatíveis com o genoma típico de Salmonella enterica (Jacobsen et 

al., 2011). O conteúdo GC foi de 52% em ambas as amostras, conforme esperado para o 

gênero (Reen et al., 2005). Além disto os resultados indicaram baixa ocorrência de bases 

indefinidas (“N’s”), apenas 2 por 100 kpb em ambas as bactérias isoladas, o que reforçou 

a qualidade das montagens obtidas (Gurevich et al., 2013). 

 
Tabela 9 - Métricas de qualidade das montagens genômicas das amostras Salmonella 12 e 

Salmonella 36 
 

Parâmetro Salmonella spp. 12 Salmonella spp. 36 

Nº de contigs 16 20 

Maior contig (pb) 2.506.382 2.490.316 

Tamanho total (pb) 4.951.264 4.898.516 

N50 (pb) 2.506.382 2.490.316 

L50 1 1 

GC (%) 52 52 

N's por 100 kbp 2 2 
Legenda: Nº = número; pb= pares de bases; kbp = 1000 pares de bases; N50= 50% do tamanho total do 

genoma; L50 = número mínimo de contigs (ou scaffolds) necessários para cobrir 50% do tamanho total do 

genoma; GC (%) = relação em porcentagem da guanina- citocina; N's por 100 kbp =quantidade de bases 

indefinidas (representadas pela letra N) a cada 100 mil pares de bases. 

Fonte: Elaboração própria 

 

 

Na sequência, utilizou-se a plataforma on-line Proksee (https://proksee.ca) para 

elaboração dos mapas genômicos. As Figuras 7 e 8 ilustram os mapas genômicos das 

bactérias isoladas (Samonella spp. 12 e Salmonella spp. 36, respectivamente). Os mapas 

genômicos das amostras apresentam a organização circular do genoma, com anotação das 

regiões codificantes e elementos genéticos de interesse. Existem vários métodos para 

representar resultados de dados da anotação genômica, contudo ferramentas de 

visualização circular do genoma são cruciais, pois proporcionam interpretação rápida e 

visualização simplificada de dados gerais (Parveen et al., 2019; Grant et al., 2023). 

https://proksee.ca/
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Figura 7 - Mapa genômico Salmonella spp. 12 com genes de resistência destacados. 

 

Legenda: CDS (do inglês Coding Sequences); tRNA (do inglês Transfer RNA); rRNA (do inglês 

Ribossomal RNA); CARD (do inglês Resistance Gene Identifier). 
Fonte: Proksee (https://proksee.ca) 

 

Figura 8 - Mapa genômico Salmonella spp. 36 com genes de resistência destacados 
 

 

Legenda: CDS (do inglês Coding Sequences); tRNA (do inglês Transfer RNA); rRNA (do inglês 

Ribossomal RNA); CARD (do inglês Resistance Gene Identifier). 
Fonte: Proksee (https://proksee.ca) 

https://proksee.ca/
https://proksee.ca/
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Em um cenário de crescente preocupação com a saúde pública, a identificação de 

cepas bacterianas com diferentes perfis de resistência a antibióticos é de extrema 

importância. Cada gene pode conferir resistência a uma classe específica de antibióticos 

ou a um mecanismo de ação particular, existindo grande diversidade de determinantes de 

resistência a antibióticos e fatores de virulência (Escudeiro et al., 2019). 

Como indicado pelos mapas genômicos ambas as cepas, isoladas de fezes de 

frangos semidomiciliados, apresentaram genes de resistência acrD, mdtC, mdtB e acrB, 

achados muito comuns para bactérias do gênero Salmonella, como indicaram os 

pesquisadores Punchihewage-Son, Ranaweera e Parveen (2024). Esses genes geralmente 

são associados a bombas de efluxo, que são proteínas transmembranas que ativamente 

expulsam compostos tóxicos (antibióticos inclusos) para fora da célula bacteriana. Tal 

mecanismo está associado à resistência a múltiplas classes de antibióticos, como B- 

lactâmicos, fluorquinolonas, tetraciclinas e macrolídeos (Punchihewage-Son; 

Ranaweera; Parveen, 2024; Yamasaki et al., 2023). 

Dentre os genes de resistência destacados, é importante frisar a presença do gene 

acrB. Esse gene é determinante para a configuração da resistência a múltiplos antibióticos 

em Salmonella enterica, uma vez que ele codifica o principal componente funcional do 

sistema de efluxo em bacterías Gram-negativas. Esse gene atua como transportador da 

família Resistance-Nodulation-Division (RND), sendo responsável pela captação e 

expulsão ativa de grande parte dos antibióticos como fluorquinolonas, 𝛽-lactâmicos, 

tetraciclinas e macrolídeos (Baucheron et al., 2002; Ricci; Piddock, 2009; Wang-Kan et 

al., 2017). 

Estudos experimentais demonstram que a inativação do gene acrB resulta em 

aumento significativo da suscetibilidade bacteriana a diferentes classes de antibióticos, 

evidenciando sua contribuição direta para fenótipos de resistência clínica (Baucheron et 

al., 2002). Além disso, a expressão desse gene está integrada a complexas redes 

regulatórias, podendo ser modulada em resposta ao estresse ambiental e à exposição a 

antimicrobianos, o que favorece a adaptação bacteriana no ambiente do hospedeiro. 

Assim, a presença desse gene em ambas as cepas analisadas reforça o potencial dessa 

bactéria em persistir sob pressão seletiva e representa um fator crítico a ser considerado 

diante das possíveis limitações das opções terapêuticas disponíveis (Wang-Kan et al., 

2017; WHO, 2023). 

Portanto, esse achado acende um alerta, uma vez que essas bactérias podem 

representar um desafio significativo ao uso de antibióticos, resultando na limitação das 
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opções terapêuticas disponíveis para o tratamento de infecções por elas causadas (WHO, 

2023). Nesse contexto, destaca-se a importância do desenvolvimento e da avaliação de 

estratégias terapêuticas alternativas. 

 

5.3 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO 

 

A medição da curva de crescimento baseada na densidade óptica (OD) é um dos 

métodos mais comumente utilizados em microbiologia para monitorar o crescimento e a 

proliferação de microrganismos ao longo do tempo. Esse método fornece uma abordagem 

simples, confiável e rotineira para a compreensão de diversos aspectos do comportamento 

bacteriano (Krishnamurthi et al., 2021). Além disto, para o isolamento de partículas 

fágicas é fundamental a avaliação da curva de crescimento bacteriano, a fim de determinar 

o momento mais adequado para a infecção fago/bactéria. O ponto ideal ocorre durante a 

fase exponencial de crescimento, período em que as células bacterianas estão 

metabolicamente ativas e mais suscetíveis à infecção fágica, o que maximiza a eficiência 

da replicação viral (Santos, 2025). 

Foram realizadas curvas para cada uma das cepas identificadas como Salmonella 

spp. (amostras 12 e 36) (Figura 9) e, mais uma curva com um coquetel das duas cepas 

(Figura 10). O objetivo do coquetel bacteriano foi para observar se a curva de crescimento 

se alteraria quando as cepas entrassem em competição por recursos. Sistemas biológicos 

compartilham diversas características fundamentais, como a capacidade de perceber e 

responder a estímulos externos, regular processos internos, absorver substratos, processar 

energia e crescer (ou se reproduzir). Muitas dessas propriedades, senão todas, influenciam 

diretamente a taxa de crescimento e reprodução dos microrganismos (Fernández- 

Martínez; Javelle; Hoskisson, 2024). Contudo, algumas vezes, os microrganismos, 

mesmo dentro da mesma espécie, apresentam funções diferentes devido à plasticidade 

fenotípica em função dos subgrupos distintos (Kumakura et al., 2023). Desta forma, as 

curvas de crescimento foram realizadas com as duas bactérias isoladas, e com um 

coquetel, para observar se o crescimento entre elas poderia ser afetado, uma vez que, 

espera-se poder utilizar bacteriófagos isolados e/ou em coquetel para combater estas 

bactérias. 
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Figura 9 - Curvas de crescimento da Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36 
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Fonte: Elaboração própria 

 

As curvas de crescimento apresentaram comportamento semelhante, 

permanecendo em fase de latência nas primeiras 2 h (0 a 120 min). Em seguida, foi 

iniciada a fase de crescimento exponencial, momento em que foi observada diferença 

entre as duas cepas. A Salmonella 12 manteve-se nessa fase por aproximadamente 2,5 h 

(150 a 300 min), enquanto a Salmonella 36 permaneceu por cerca de 4,5 h (150 a 420 

min), apresentando ainda um crescimento mais acentuado em comparação à Salmonella 

12. Posteriormente, ambas entraram na fase estacionária que demorou cerca de 7 h para 

Salmonella 12 (300 a 720 min) e 5 h para Salmonella 36 (420 a 720 min). A fase 

estacionária é caracterizada pela desaceleração do crescimento e posterior morte celular, 

em decorrência do esgotamento dos nutrientes no meio (Manna et al., 2023). 
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Figura 10 - Curva de crescimento do coquetel bacteriano contendo a Salmonella spp. 12 e a 

Salmonella spp. 36 
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Fonte: Elaboração própria 

 

 

Ao analisar o comportamento das bactérias em coquetel crescendo nas mesmas 

condições (125 mL de caldo TSB estéril, sendo incubada a 37 °C por 36 h), podem ser 

observadas respostas semelhantes. Permaneceram em fase de letargia por 2,5 h (0 a 150 

min), entraram em fase de crescimento exponencial por 5,5 h, permaneceram em fase 

estacionária por 4 h e entraram em fase de morte em 720 min. A pequena diferença 

apresentada entre as bactérias crescendo individualmente e crescendo no coquetel, pode 

ocorrer pela competição por nutrientes entre as cepas, inibições diretas de uma cepa sobre 

a outra e, diferenças fisiológicas entre elas (Ram et al., 2019). 

 

 

5.4 ISOLAMENTO, PURIFICAÇÃO E PROPAGAÇÃO DE 

BACTERIÓFAGOS E DETERMINAÇÃO DO TÍTULO FÁGICO 

Os bacteriófagos são vírus altamente específicos para diferentes tipos de 

bactérias, capazes de infectá-las e provocar sua lise e consequente morte celular. A 

principal característica dos fagos, sendo essa também a sua maior vantagem, é a 

especificidade de infecção (Vaz et al., 2022). 
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Salmonella spp. é um patógeno prevalente que causa grande preocupação em 

saúde pública em todo o mundo e o uso de bacteriófagos, entre outras possibilidades, 

surgiu como uma alternativa aos antibióticos para inibir o crescimento de Salmonella ssp. 

(Wessels et al., 2021). Neste sentido, a busca por bacteriófagos para o combate a 

Salmonella ssp. em granjas pode ser interessante. 

O uso de bacteriófagos é bastante versátil. Eles podem ser aplicados para 

combater infecções em humanos e animais, atuar como agentes de biocontrole em plantas 

ou alimentos, e até mesmo em biossensores. No entanto, todas essas aplicações seguem 

etapas de trabalho semelhantes, sendo isolamento, purificação, caracterização e, se 

possível, a análise do genoma. Os bacteriófagos são a forma de vida mais abundante na 

Terra e podem ser encontrados em quase todos os habitats, como solo, água e alimentos. 

A escolha da fonte ambiental para o isolamento é baseada em um princípio 

simples, os fagos são encontrados onde seus hospedeiros bacterianos estão presentes. O 

solo é uma fonte ideal porque contém uma grande diversidade e quantidade de bactérias, 

o que aumenta a chance de encontrar fagos (Abdelsattar et al., 2022; Santos, 2025). Por 

isso, coletou-se uma amostra de solo próximo às criações de frangos, com o objetivo de 

isolar fagos líticos específicos contra a bactéria Salmonella, que é um patógeno comum 

nesse tipo de ambiente. Na sequência, foram realizadas as etapas de enriquecimento da 

amostra, spot test, ampliação, purificação e determinação do título fágico. 

Para a detecção de bacteriófagos em amostras ambientais, as mesmas foram 

submetidas a um processo de enriquecimento, seguido da realização do spot test sobre 

um tapete bacteriano. A formação de halos translúcidos nas áreas de inoculação indicou 

a presença de fagos líticos. Foram isolados três (3) fagos líticos para Salmonella spp. 12 

e três (3) para Salmonella spp. 36. Contudo, considerando a morfologia das placas (placas 

claras, não turvas), título elevado e sua estabilidade de propagação no laboratório (Weber- 

Dąbrowska et al., 2016) foram selecionados dois (2) bacteriófagos, para os ensaios 

sequentes. A Figura 11 apresenta imagens de halos de lise dos fagos isolados e 

selecionados, tendo como hospedeiras as bactérias oriundas das amostras 12 e 36. 
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Figura 11 - Spot-tests para Salmonella spp. tendo como hospedeiras as bactérias isoladas das 

amostras 12 e 36 
 

Legenda: As amostras para isolamento dos fagos líticos contra Salmonella spp. 12 (A) e Salmonella spp. 

36 (B) foram coletadas em: A= lago do Clube de Campo Sorocaba (23º29'37.63"S, 47º26'46.89"W); 

B = esgoto do Clube de Campo Sorocaba (23º31'14.30"S, 47º29'13.53"W) 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 

Os bacteriófagos selecionados, para dar segmento aos experimentos, foram os 

isolados das amostras de lago e esgoto, cujas coordenadas são 23º28'54.43" S, 

47º25'48.19" W e 23º28'52.24" S, 47º25'43.12" W, respectivamente. A denominação dos 

mesmos se deu de acordo com as orientações de Adriaenssens e Brister (2017). O 

bacteriófago isolado tendo como bactéria hospedeira Salmolella ssp. extraída da amostra 

12 foi denominado Salmonella phage Vb_SentM_S𝜙12 ou simplesmente SENT-12A. O 

bacteriófago isolado tendo como bactéria hospedeira Salmonella ssp. obtida da amostra 

36 foi denominado Salmonella phage Vb_SentM_S𝜙36 ou simplesmente SENT-36A. 

Para a amplificação, isto é, para o aumento do número de células viáveis, a 

estratégia mais adequada consiste no uso das bactérias hospedeiras. Contudo, a escolha 

da técnica de purificação ideal para os bacteriófagos pode variar conforme a aplicação 

pretendida. No presente estudo, empregou-se centrifugação em baixa velocidade 

associada ao uso de clorofórmio (0,1–1% v/v) (Abdelsattar et al., 2022). Embora a 

metodologia não promova a remoção de endotoxinas, o processo é apropriado para 

aplicações voltadas ao biocontrole. 

A quantificação de fagos em amostras biológicas, por meio da determinação do 

título fágico, constitui uma etapa fundamental na condução de pesquisas envolvendo 

bacteriófagos. O título fágico permite estimar a quantidade de partículas fágicas presentes 
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em suspensões concentradas após os processos de purificação. A enumeração de fagos é 

essencial tanto para a produção e o desenvolvimento de produtos baseados em 

bacteriófagos quanto para sua aplicação em fagoterapia e em estratégias de biocontrole 

na área de alimentos (Ács et al., 2020). Além disso, o título de bacteriófagos é um dos 

fatores que podem influenciar diretamente sua eficácia na terapia fágica, uma vez que o 

uso terapêutico requer elevados títulos de fagos líticos, geralmente próximos a 10⁹ 

UFP/mL (Artawinata et al., 2023). 

Os métodos laboratoriais baseados em cultivo em placa são geralmente preferidos, 

pois permitem a visualização e a contagem de unidades formadoras de placas (UFPs) (Vaz 

et al., 2024). Entre esses, destaca-se o método clássico do ensaio de dupla camada de 

ágar, que é praticado no nosso laboratório. 

No presente trabalho obteve-se títulos de 5,43x1015 para o bacteriófago 

denominado SENT-12A e 1,40x1013 para o SENT-36A, adequados para vários propósitos. 

 

 

5.5 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA E BIOLÓGICA DOS 

BACTERIÓFAGOS 

Os bacteriófagos são a “matéria escura” do universo biológico devido à sua vasta 

diversidade genética e à grande quantidade de genes com funções desconhecidas. 

Presentes em diversos ambientes, eles formam uma população antiga e dinâmica, porém 

pouco se sabe sobre suas relações evolutivas e filogenéticas. Para melhor compreendê- 

los, diferentes características físicas e biológicas são avaliadas, como morfologia 

estrutural, tipo de material genético, espectro de hospedeiros e ciclo de vida. Esses dados 

são essenciais para classificá-los e para aplicações em terapia fágica, biocontrole e 

biotecnologia (Pope et al., 2015). 

 

5.5.1 Observação da morfologia das placas de lise 

 

A técnica de sobreposição dupla em ágar é um ensaio clássico, de baixo custo e 

fácil execução, utilizado para determinar a concentração de fagos em uma amostra e 

analisar a morfologia das placas formadas pela sua atividade sobre bactérias hospedeiras. 

Nesse método, os fagos são misturados às bactérias em um meio de ágar de baixa 

concentração (ágar mole), que é então sobreposto a uma camada de ágar sólido em placa 

de Petri. 
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Após a incubação, as placas de lise resultantes tornam-se visíveis, possibilitando 

a quantificação dos fagos e a observação de diferentes padrões morfológicos. Essas 

informações são valiosas para a caracterização e diferenciação entre bacteriófagos 

(Ramesh et al., 2019). A Figura abaixo (Figura 12) apresenta as placas dos bacteriófagos 

isolados. 

O fago SENT-12A, produziu placas de diâmetro em torno de 1,2 mm, algumas 

apresentando bordas difusas e menos translúcidas. Já o fago SENT-36A produziu placas 

fágicas menores (diâmetro entre 1,0 a 0,7mm), com bordas bem definidas e aspecto 

translúcido. 

 
Figura 12 - Placas de Petri com halos de lise dos bacteriófagos isolados 

A B 

Legenda: A – Fago SENT-12A; B – Fago SENT-36A 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

5.5.2 Varredura espectral UV-VIS e coeficiente de extinção molar (𝜺) 

 

A análise espectral na faixa UV-Vis permite diferenciar bacteriófagos com base 

em seus cromóforos. Os cromóforos são grupos químicos ou regiões de uma molécula 

capazes de absorver energia luminosa e, quando excitados, podem induzir alterações 

conformacionais que possibilitam a distinção entre diferentes moléculas (Shukla et al., 

2012). As proteínas estruturais dos bacteriófagos são as principais contribuidoras para o 

espectro de absorção na faixa UV. O coeficiente de extinção molar também é uma 

característica físico-química que diferencia os bacteriófagos entre si (Santos, 2025) 
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As curvas das varreduras espectrais dos fagos SENT-12A e SENT- 36 A estão 

disponibilizadas na Figura 13. A absorbância máxima do fago SENT-12A foi em torno de 

257 nm e a mínima próxima a 240nm, o que é um indicativo de ausências de debris 

oriundos de células bacterianas. A varredura espectral do fago SENT- 36A indicou pico 

máximo de absorbância em aproximadamente 264 nm e mínimo em torno de 240 nm, 

valores que também sugerem a ausência de detritos provenientes de células bacterianas. 

O coeficiente de extinção molar do fago SENT-12A está apresentado na Figura 

14, sendo calculado em 2,168 x 10-15 (UFP/mL)-1 cm-1. A Figura 15 mostra o coeficiente 

de extinção molar do fago SENT-36A estimado em 1,067 x 10-12 (UFP/mL)⁻¹ cm⁻¹. 

 
Figura 13 - Espectro de absorção na região UV-Vis obtido para o bacteriófago SENT-12A e 

SENT-36A 
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Legenda: Espectro de absorção na região UV-Vis obtido para o bacteriófago SENT-12A; Espectro 
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Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 14 - Curva de extinção molar (ε) do bacteriófago SENT-12A 
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Fonte: Elaboração própria 

 

Figura 15 - Curva de extinção molar (ε) do bacteriófago SENT-36A 
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5.5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

O SDS-PAGE (do inglês SDS - sodium dodecyl sulfate \ PAGE - polyacrylamide 

gel electrophoresis) é uma técnica muito usada na separação e análise de proteínas 

estruturais dos bacteriófagos com base em seu peso molecular, permitindo a visualização 

de proteínas com baixas concentrações. O SDS desnatura as proteínas e confere uma 

carga negativa uniforme, permitindo que elas migrem no gel. Através dessa técnica é 

possível realizar estudos bioquímicos, identificando a pureza, o peso molecular e análise 

de expressão gênica em diferentes condições experimentais (Oliveira et al., 2015). 

Portanto, essa é uma técnica essencial para a diferenciação de bacteriófagos. 

Na Figura 16, é possível ver que os fagos isolados apresentam diferentes perfis 

protéicos, como bandas distruibuídas em distintas faixas de peso molecular, variando de 

11 a 135 kDa. A presença de múltiplas bandas indica a complexidade estrutural fágicas, 

indicando que cada isolado possui um conjunto característico de proteínas estruturais. 

Figura 16 - Imagem de gel de eletroforese SDS-PAGE após coloração com Coomassie Brilliant 

Blue R-250 com as bandas das proteínas estruturais dos bacteriófagos e as bandas das 

proteínas dos marcadores de peso 
 

Lengenda: kDa: kilodalton. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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5.5.4 Determinação das características morfológicas dos bacteriófagos por 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

Os bacteriófagos são diferenciados com base em diversas características físico- 

químicas e biológicas, sendo a morfologia, observada por meio da microscopia eletrônica 

de transmissão (MET), uma das mais relevantes (Thung et al., 2018). A MET colabora 

com a classificação de fagos, sendo a natureza do bacteriófago deduzida pela morfologia 

viral (Aprea et al., 2015). 

O método utilizado para a visualização foi por microscopia de transmissão 

eletrônica por coloração negativa. É um método simples para examinar partículas virais 

isoladas, na qual uma gota da suspensão de bacteriófagos é espalhada sobre um suporte 

e, em seguida, incorporada em uma solução de sal de metal pesado, tipicamente acetato 

de uranila. O método é chamado de coloração negativa porque a forma macromolecular 

é vista pela exclusão do corante, e não pela ligação do corante (Orlova, 2019). 

As Figuras 17 e 18 apresentam fotomicrografias obtidas por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET) dos bacteriófagos isolados. Pelas imagens ambos 

pertencem à classe Caudoviricetes, uma vez que apresentaram cauda longa e contrátil 

(Turner et al., 2023). 

 
Figura 17 - Microfotografia do fago isolado para a bactéria hospedeira a Salmonella spp. 12 por 

microscopia eletrônica de transmissão 
 

Fonte:Elaboração própria 
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Figura 18 - Microfotografia do fago isolado para a bactéria hospedeira a Salmonella spp. 36 por 

microscopia eletrônica de transmissão 
 

 

 
Fonte:Elaboração própria 

 

 

 

5.6 CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA DO BACTERIÓFAGO 

 

A diversidade dos bacteriófagos é considerada extremamente ampla, embora 

ainda haja conhecimento limitado a seu respeito. Dessa forma, a caracterização 

morfológica, físico-química e biológica desses vírus constitui um conjunto de parâmetros 

fundamentais para sua aplicação em diferentes áreas biotecnológicas (Jurczak-Kurek et 

al., 2016). 

 

5.6.1 Determinação da gama de hospedeiros (host range) e da eficiência de 

plaqueamento (EOP) 

 

Bacteriófagos são parasitas obrigatórios de bactérias, caracterizados pela 

amplitude de hospedeiros que podem infectar. Essa “gama de hospedeiros” depende tanto 

dos genótipos e morfologias do fago e do hospedeiro bacteriano, quanto do ambiente em 

que interagem. A gama de hospedeiros corresponde à diversidade taxonômica de bactérias 

que um fago é capaz de infectar com sucesso e, constitui uma das características centrais 

a serem compreendidas nesses vírus (Holtappels et al., 2019). Essa especificidade é 

determinada por uma série de interações moleculares entre o fago e o hospedeiro ao longo 

do ciclo de infecção. Embora muitos fagos-modêlo bem estudados apresentem uma gama 
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estreita de hospedeiros, estudos ecológicos e metagenômicos recentes têm revelado que 

existem fagos com especificidades variando de altamente restritas até relativamente 

amplas (Jonge et al., 2019). Enquanto alguns fagos podem infectar apenas uma ou 

algumas cepas bacterianas, outros podem infectar muitas espécies ou até mesmo bactérias 

de diferentes gêneros (Ross et al., 2016). Há muitas pesquisas voltadas à compreensão 

dos mecanismos moleculares que permitem a infecção de múltiplos hospedeiros, bem 

como de sua evolução. Esses mecanismos são fundamentais para esclarecer o papel 

ecológico dos fagos em comunidades microbianas naturais e, ao mesmo tempo, avaliar 

sua utilidade em diferentes contextos de aplicação, como na terapêutica, na indústria e na 

biotecnologia (Jonge et al., 2019). 

A tabela abaixo (Tabela 10) apresenta o rost range e a eficiência de 

plaqueamento (EOP) dos bacteriófagos isolados. A eficiência de plaqueamento é a razão 

entre o número de placas observadas em um determinado hospedeiro e o número de placas 

observadas em um hospedeiro de referência. Embora houve a formação de halos de lise 

por ação dos fagos em contato com algumas bactérias (P. aeruginosa por ambos os fagos 

e S. agalactiae pelo fago SENT-36A) não podem ser considerados fagos eficientes. 

Considerando os valores de eficiência de plaqueamento obtidos, e que i) EOP = 1 → 

vírus/plasmídeo tem a mesma eficiência no hospedeiro testado e no de referência; ii) EOP 

< 1 → há menor eficiência (menos placas formadas) e; iii) EOP ≈ 0 → o vírus 

praticamente não consegue infectar esse hospedeiro, pode-se afirmar que o fago SENT- 

12A é ineficiente para Pseudomonas aeruginosa e com eficiência moderada para 

Streptococcus agalactiae, assim como fago SENT-36A é ineficiente para a Pseudomonas 

aeruginosa. 
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Tabela 10 - Determinação da gama de hospedeiros do bacteriófago isolado (host range) e da sua 

eficiência de plaqueamento (EOP) em cepas bacterianas susceptíveis 
 

 Fago SENT-12A 
(5,43x1015) 

Fago SENT-36ª 
(1,40x1013) 

Cepa bacteriana 
Host 

range 
EOP % Host range EOP % 

Salmonella enterica 
(CCCD-S004) 

(-) (-) 
 

(-) (-) 
 

Escherichia coli 

(CCCD-E003) 
(-) (-) 

 
(-) (-) 

 

Escherichia coli 
(CCCD-E004) 

(-) (-) 
 

(-) (-) 
 

Enterococcus fecalis 

(CCCD-E002) 
(-) (-) 

 
(-) (-) 

 

Pseudomonas aeruginosa 
(CCCD-P004) 

(+) 3,76x105 <0,001% (+) 4,01x105 <0,001% 

Pseudomonoas aeruginosa 

(DSM-19871) 
(-) (-) 

 
(-) (-) 

 

Streptococcus agalactiae 
(CCCD-S015) 

(+) 3,14x1011 0,6% (-) (-) 
 

Klebsiella pneumoniae 

(CCCD-K001) 
(-) (-) 

 
(-) (-) 

 

Enterococcus cloacae 
(CCCD-E010) 

(-) (-) 
 

(-) (-) 
 

Proteus mirabilis 

(CCCD-P001) 
(-) (-) 

 
(-) (-) 

 

Staphylococcus aureus 
(CCCD-S009) 

(-) (-) 
 

(-) (-) 
 

Acinetobacter baumanii 

(ATCC-19606) 
(-) (-) 

 
(-) (-) 

 

Pseudomonas syringae pv. 
garcae (IBSBF- 152) 

(-) (-) 
 

(-) (-) 
 

Pseudomonas syringae pv. 

garcae (IBSBF- 2212) 
(-) (-) 

 
(-) (-) 

 

Legenda: IBSBF - Coleção de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico do Estado de São Paulo; 

ATCC -American Type Culture Collection; CCCD- Coleção de Cultura Cefar Diagnóstica; (-): Zona sem 

lise; (+): Zona com lise. 

Fonte: Elaboração própria 

 

 

5.6.2 Curva de adsorção das células bacterianas hospedeiras 

 

O primeiro passo da infecção por um bacteriófago (fago) é a fixação do vírion à 

bactéria hospedeira suscetível. Esse processo de adsorção é geralmente descrito pela 

cinética de ação de massa, que pressupõe, de forma implícita, que tanto a densidade do 

hospedeiro quanto a taxa de adsorção influenciam igualmente a eficiência do processo. 

Essa forma é fundamental para determinar a eficiência de infecção e o potencial lítico do 

fago, uma vez que, cepas de fagos com maior taxa de adsorção teriam um tempo de lise 

ideal mais curto e vice-versa (Shao; Wang, 2008). 

Os resultados obtidos (Figura 19) demonstraram que as partículas do 

bacteriófago SENT-12A foram totalmente adsorvidas às células de Salmonella spp. 12 

http://www.biologico.sp.gov.br/uploads/files/pdf/IBSBF_colecao(1).pdf
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A. Curva de Adsorção Fago SENT-12A 

X0 = 1,00E+08 UFC/mL 

𝛿 = 3,80E-10 PFU-1 CFU-1 mL-1 hr-1 

𝜙 = 1,00E-07 hr-1 

 

após 60 min de contato, enquanto o bacteriófago SENT-36A apresentou adsorção 

completa em 50 min. A taxa de adsorção, determinada por ajuste não linear, foi de 

3,80x10-¹⁰ UFP⁻¹·UFC⁻¹·mL⁻¹·h⁻¹ para o fago SENT-12A e 4,00x10-¹⁰ 

UFP⁻¹·UFC⁻¹·mL⁻¹·h⁻¹ para o fago SENT-36A. 

 
Figura 19 - Curva de adsorção dos fagos SENT-12A(A) e SENT-36A(B) nas células bacterianas 

de Salmonella spp. 12 e Salmonella spp. 36, respectivamente 

 

Legenda: X0 = Concentração inicial de células bacterianas não infectadas; 𝛿 = Taxa de adsorção das 

partículas fágicas; 𝜙 = taxa de dessorção das partículas fágicas dos complexos reversíveis fago-bactéria; 

Pt/Po= proporção de fagos em relação ao total inicial; Theo= curva teórica; Upper Cl= limite superior; 

Lower Cl= limite inferior. 
Fonte: Elaboração própria. 
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Esses resultados indicam que ambos os fagos apresentaram alta capacidade de 

reconhecimento e ligação às células hospedeiras, embora o fago SENT-36A tenha 

demonstrado cinética de adsorção ligeiramente mais rápida. Diferenças nesse parâmetro 

podem estar associadas à variação na densidade ou acessibilidade dos receptores 

bacterianos, bem como à estrutura das fibras caudais e outras proteínas envolvidas na 

ancoragem (Ge et al., 2023). 

A taxa de adsorção observada para ambos os fagos está dentro da faixa relatada 

para fagos líticos de Salmonella spp., que geralmente varia entre 10⁻⁸ e 10⁻¹¹ 

mL·min⁻¹·UFC⁻¹. Esses resultados assemelham-se com o estudo de Pereira (2023), que 

isolou dois bacteriófagos para Salmonella enterica, ambos se comportando de maneira 

muito similar. Isso reforça que os fagos isolados neste estudo apresentam afinidade 

adequada aos receptores bacterianos, característica desejável para potenciais aplicações 

biotecnológicas e terapêuticas. 

Além disso, o tempo relativamente curto de adsorção completa (≤ 60 min) sugere 

que o processo ocorre de forma eficiente, permitindo rápida iniciação do ciclo lítico (Ge 

et al., 2023). Essa característica é relevante, especialmente em contextos de biocontrole, 

nos quais fagos com adsorção mais rápida podem resultar em menor tempo de lise 

bacteriana e maior eficiência de infecção em ambientes complexos (Zemb et al., 2013). 

 

5.6.3 Curva em um só ciclo síncrono de crescimento (OSGC) 

 

A curva em um só ciclo síncrono de crescimento (OSGC) permite determinar 

parâmetros do ciclo de vida dos bacteriófagos como o período de eclipse, que consiste no 

processo de síntese e montagem interna dentro da célula hospedeira, onde não há 

partículas virais detectáveis fora das células; o período de latência, que é o intervalo de 

tempo entre infecção e a liberação de novas partículas fágicas e; o burst size, que 

representa o número médio de partículas fágicas produzidas pela célula infectada. Os 

impactos virais sobre as populações microbianas dependem dos fenótipos de interação, 

que incluem características virais como a taxa de adsorção, o período latente e o o burst 

size, sendo assim, são parâmetros importantes no estudo de bacteriófagos (Dominguez- 

Mirazo et al., 2024). 

Bacteriófagos com longos períodos de latência podem ser menos úteis como 

fagos terapêuticos. Porém, é válido ressaltar que taxas de crescimento em laboratório 
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podem não refletir com precisão as taxas de crescimento em pacientes, biofilmes ou 

outros locais de potencial aplicação terapêutica (Hyman, 2019). 

O bacteriófago SENT-12A (Figura 20 A) apresentou período de eclipse de 25 

min, período de latência de 30 min; período de acumulação intracelular (diferença entre 

período latente e período de eclipse) de 5 min; e produziu 9,87 bacteriófagos/célula 

hospedeira. Já o bacteriófago SENT-36A (Figura 20 B) apresentou período de eclipse de 

25 min; período de latência de 40 min; período de acumulação intracelular (diferença 

entre período latente e período de eclipse) de 15 min; e produziu 9,64 bacteriófagos/célula 

hospedeira. 

Figura 20 - Curva de um só ciclo de crescimento síncrono (OSGC) do bacteriófago SENT-12A 

(A) e SENT-36A (B) em cultura com crescimento em fase exponencial de Samonella 

spp. 12 e Salmonella spp. 36, respectivamente 

 

 
Legenda: PFU/ mL = Plaque Forming Units/mL; min = minutos. 

Fonte: Elaboração própria 
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O fago SENT-12A e SENT-36A apresentaram períodos de eclipse bastante 

semelhantes (25 min), indicando que ambos necessitam de quase meia hora para sintetizar 

e montar novas partículas fágicas dentro da célula hospedeira. Essa similaridade pode 

significar que as estratégias de replicação de cada bacteriófago são semelhantes ou 

dependem das mesmas vias metabólicas no hospedeiro. 

Apesar das semelhanças, os períodos de latência são distintos, visto que o fago 

SENT-36A é mais tardio (40 min) em comparação ao fago SENT-12A (30 min). Esse 

comportamento pode estar relacionado com a eficiência dos mecanismos de lise, à 

estabilidade do capsídeo, ou com a afinidade das proteínas líticas com a parede bacteriana. 

Fagos com períodos de latência mais longos, como o caso, podem sugerir produção de 

partículas virias mais estruturadas e estáveis, ainda que isso reduza a velocidade de 

disseminação (Cao et al., 2022). 

O burst size observado para ambos os bacteriófagos foi semelhante, indicando 

que apresentam capacidade comparável de produção de novas partículas virais por célula 

hospedeira. Embora esses valores possam ser considerados modestos, quando 

comparados aos relatados por Li et al. (2024), que caracterizaram um bacteriófago com 

burst size de 495 partículas por célula hospedeira, eles permanecem consistentes com o 

comportamento replicativo esperado para fagos com características semelhantes. Essa 

diferença de produção de partículas virais pode estar relacionada as variações nas 

condições fisiológicas da bactéria durante a infecção. Diversos estudos demonstraram que 

fatores ambientais, como disponibilidade de nutrientes e taxa de crescimento da célula 

hospedeira também influenciam diretamente a replicação viral, podendo resultar em burst 

sizes menores e períodos de latência mais longos (Kannoly et al., 2022; Lisac; Podgornik, 

2025). Dessa forma, os valores observados refletem a adaptação do ciclo de replicação 

fágica às condições experimentais empregadas, sem que isso indique redução de 

eficiência biológica. 

Pereira (2023) descreveu valores semelhantes de tempo de latência e burst size 

em fagos isolados contra Salmonella enterica, observando-se, desta forma, consistência 

entre os resultados. Essa concordância reforça a hipótese de que tais parâmetros se 

encontram dentro das faixas esperadas para fagos líticos que atuam sobre essa espécie 

bacteriana. Essa convergência de dados sugere que os bacteriófagos isolados neste estudo 

apresentam potencial para integrar formulações de biocontrole de Salmonella spp. em 

alimentos e/ou ambientes avícolas. 
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5.6.4 Curvas de inativação bacteriana in vitro a vários valores de MOI 

 

A multiplicidade celular de infecção (MOI) é um parâmetro essencial para 

descrever as interações entre vírions e células hospedeiras e prever a dinâmica de 

infecções. Especificamente, multiplicidade celular de infecção indica a razão entre 

concentração de vírus por concentração de células bacterianas. Nesse sentido, os ensaios 

de inativação bacteriana in vitro em diferentes MOI permitem indicar em quais 

proporções os bacteriófagos apresentam maior eficiência frente à bactéria-alvo (Zwart et 

al., 2013). 

Considerando as duas cepas distintas de Salmonella spp. e um fago específico 

para cada uma delas, os experimentos foram conduzidos individualmente nos MOI 0,01, 

1, 10 e 100. Posteriormente, os mesmos ensaios foram realizados utilizando a combinação 

das bactérias em coquetel e dos respectivos fagos, também em coquetel, a fim de avaliar 

o comportamento dos microrganismos em condições de interação. 

Os resultados estão representados na Figura 21 (bacteriófago SENT-12A em 

Salmonella spp. 12), na Figura 22 (bacteriófago SENT-36A em Salmonella spp. 36) e na 

Figura 24 (coquetel de fagos e bactérias). 

Observou-se que, tanto nos ensaios individuais quanto nos realizados em 

coqueteis, o MOI 1 apresentou a melhor inativação bacteriana. Isso indicou que 

proporções equivalentes entre fagos e bactérias favoreceram o contato fago-hospedeiro e 

otimizaram a lise celular. 

Valores muito baixos de MOI, como 0,01, tendem a resultar em menor taxa de 

infecção inicial, retardando a lise populacional (Adedon, 2011). Enquanto em valores 

elevados de MOI (100), a redução da eficiência da infecção fágica pode estar relacionada 

a um fenômeno conhecido como lysis from without (Abedon, 2011; Panteleev; 

Kulbachinskiy; Gelfenbein, 2025). Nessa condição, múltiplas partículas fágicas 

adsorvem simultanemamente à superfície de uma mesma célula bacteriana, promovendo 

danos extensivos à membrana celular e levando à morte bacteriana antes que o ciclo 

replicativo do fago seja completo (Hyman; Abedon, 2009; Adebon, 2011). Como 

consequência, embora ocorra a inativação bacteriana, não há produção efetiva de novos 

vírions, o que compromete a amplificação fágica no sistema e reduz a eficiência global 

da infecção. Esse tipo de lise não produtiva tem sido amplamente descrita em situações 

de MOI elevados e representa um fator limitante para estratégias de biocontrole baseadas 

em altas doeses iniciais de bacteriófagos (Hyman; Abedon, 2009; Adebon, 2011). 
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A superioride do MOI 1 observada nesse estudo está de acordo com os modelos 

teóricos e experimentais que indicam que MOIs intermediários frequetemente 

maximizam a eficiência de inativação bacteriana, ao permitir uma disseminação 

progressiva da infecção fágica por meio de múltiplos ciclos líticos (Chen et al., 2025). 

Esse comportamento é particularmente relevante em sistemas aplicados ao biocontrole, 

nos quais a manutenção da atividade fágica ao longo do tempo pode ser mais vantajosa 

do que uma infecção inicial excessivamente agressiva (Wiebe et al., 2024). 

Dessa forma, os resultados obtidos contribuem para o entendimento da dinâmica 

de infecção fágica em diferentes condições de multiplicidade de infecção e reforçam a 

importância da escolha adequada do MOI para o desenvolvimento de estratégias eficazes 

de biocontrole de Salmonella spp., tanto em contextos experimentais quanto em 

aplicações ambientais e produtivas. 

Figura 21 - Curva de inativação bacteriana in vitro. Bacteriófago SENT-12A, bactéria Salmonella 

spp. 12 
 

 

Legenda: C.B = Controle de Bactéria; TBF-B = bactéria mais fago, concentração de bactéria; TBF-F = 

bactéria mais fago, concentração de fago; CF = Concentração de fago; PFU/ mL = Plaque-Forming 

Units/mL; h = horas. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 22 - Curva de inativação bacteriana in vitro. Bacteriófago SENT-36A, bactéria Salmonella 

spp. 36 

 

Legenda: C.B = Controle de Bactéria; TBF-B = bactéria mais fago, concentração de bactéria; TBF-F = 

bactéria mais fago, concentração de fago; CF = Concentração de fago; PFU/ mL = Plaque-Forming 

Units/mL; h = horas. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 23 - Curva de inativação bacteriana in vitro - Coquetel 
 

 

 
Legenda: C.B = Controle de Bactéria; TBF-B = bactéria mais fago, concentração de bactéria; TBF-F = 

bactéria mais fago, concentração de fago; CF = Concentração de fago; PFU/ mL = Plaque-Forming 

Units/mL; h = horas. 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.6.5 Emergência de células bacterianas mutantes resistentes aos fagos 

 

O surgimento espontâneo de bactérias resistentes aos bacteriófagos constitui um 

fenômeno esperado em ensaios de biocontrole que utilizam esses agentes. Nesse contexto, 

a determinação da frequência de emergência de mutantes resistentes é fundamental para 

o monitoramento da eficiência do biocontrole e, para a avaliação da manutenção da 

capacidade lítica dos fagos ao longo do tempo (Silva; Wolff, 2020). 

A resistência bacteriana aos bacteriófagos pode ocorrer por diferentes 

mecanismos moleculares e fisiológicos. Entre os mais frequentes, destacam-se as 

estratégias que impedem a adsorção do fago à célula bacteriana, como a modificação, 

perda ou mascaramento dos receptores presentes na superfície celular. Outros 

mecanismos incluem a proteção conferida pela formação de biofilmes; o bloqueio da 

injeção do DNA fágico por meio da expressão de proteínas específicas, como a GP15; e 

a atuação dos sistemas de restrição-modificação, compostos por endonucleases de 

restrição associadas a metiltransferases, responsáveis pela degradação do material 

genético viral não metilado. Adicionalmente, muitas bactérias apresentam sistemas 

CRISPR-Cas, considerados mecanismos adaptativos de defesa, funcionalmente análogos 

a um sistema imunológico, capazes de reconhecer e neutralizar infecções fágicas 

recorrentes. Em bactérias Gram-negativas, mecanismos adicionais podem estar 

envolvidos, como a liberação de vesículas da membrana externa, capazes de sequestrar 

partículas fágicas no meio extracelular, reduzindo a eficiência da infecção (Samson et al., 

2013; Rostøl; Marraffini, 2019). 

No presente estudo, mutantes bacterianos resistentes foram observados após 24 h 

de incubação. As frequências de emergência foram de 1,01x10⁻³ (0,1015%) para o 

bacteriófago VB_Sent12A e de 0,99x10⁻³ (0,0990%) para o bacteriófago VB_Sent36A. 

Esses valores encontram-se descritos na Tabela 11 e indicam uma baixa, porém 

mensurável taxa de emergência de resistência. 

 
Tabela 11 - Determinação da frequência de emergência espontânea de células bacterianas 

mutantes resistentes ao bacteriófago 
 

 
Amostra controle 

(UFC/mL) 

Amostra tratada com 

bacteriófago 

(UFC/mL) 

Frequência de mutantes 

bacterianos resistentes ao 

bacteriófago 

VB_Sent12A 4,7x109 0,477x107 1,01x10-3 

VB_Sent36A 4,9 x109 0,49 x107 0,99x10-3 

Fonte: Elaboração própria 
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As baixas frequências observadas indicam que o surgimento espontâneo de 

resistência ocorre, neste caso, em proporções reduzidas. Esses resultados sugerem que os 

bacteriófagos avaliados mantêm elevada eficiência lítica frente às populações de 

Salmonella spp., sendo capazes de infectar e lisar a maior parte das células bacterianas 

sensíveis ao longo do período de incubação de 24 h. 
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6 CONCLUSÃO 

 

O trabalho desenvolvido alcançou seus objetivos ao isolar, caracterizar e avaliar 

o potencial de bacteriófagos líticos específicos contra cepas de Salmonella spp. obtidas 

na região de Sorocaba/SP, demonstrando a relevância desses fagos como alternativas 

promissoras para o controle biológico de Salmonella. Tal abordagem mostra-se relevante 

diante do crescente aumento da resistência antimicrobiana e da necessidade de estratégias 

sustentáveis voltadas à biossegurança alimentar. 

A partir das análises genômicas das bactérias isoladas de fezes de frangos, foram 

identificados genes de resistência a diferentes classes de antibióticos o que reforça a 

urgência na adoção de alternativas biotecnológicas para o controle de Salmonella em 

contextos produtivos e de saúde pública. 

Os resultados obtidos demonstram o potencial de aplicação dos bacteriófagos 

isolados como agentes de biocontrole de Salmonella spp., sobretudo em sistemas avícolas 

nos quais o uso de antimicrobianos ainda é recorrente. Além disso, o emprego de fagos 

regionais evidência a importância da pesquisa aplicada à realidade local, contribuindo 

para o desenvolvimento de soluções sustentáveis e ambientalmente seguras. 

Dessa forma, este trabalho oferece bases para o avanço no desenvolvimento de 

formulações fágicas voltadas à redução da contaminação bacteriana em cadeias 

produtivas de alimentos, bem como abre perspectivas para novas investigações sobre 

sinergismos entre fagos, elaboração de coquetéis personalizados e aplicações em 

diferentes matrizes alimentares. Em um cenário global de crescente resistência bacteriana, 

os achados desta pesquisa reafirmam a relevância da fagoterapia como uma estratégia 

promissora, sustentável e eficaz para o controle de patógenos de importância zoonótica. 
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7 TRABALHOS FUTUROS 

 

O trabalho aqui desenvolvido não contemplou a avaliação de fatores abióticos 

que podem influenciar a estabilidade e a eficiência dos bacteriófagos, tais como variações 

de temperatura, pH e exposição à radiação ultravioleta (UV). A análise desses parâmetros 

é fundamental para a compreensão da viabilidade e da persistência das partículas fágicas 

em diferentes condições ambientais e industriais. Dessa forma, recomenda-se que estudos 

futuros incluam a investigação desses fatores, a fim de aprofundar o entendimento sobre 

o comportamento dos fagos aqui isolados frente a distintas condições físico-químicas, 

bem como de ampliar a compreensão de seu real potencial de aplicação prática em 

sistemas de biocontrole. 

Além disto, recomenda-se a caracterização genômica dos fagos SENT-12A e 

SENT-36A, a fim de confirmar a ausência de genes associados à resistência a antibióticos 

ou à virulência, garantindo segurança para aplicações biotecnológicas. 

Torna-se relevante ainda avaliar a eficácia desses fagos em modelos in vivo e em 

diferentes matrizes alimentares, permitindo verificar seu desempenho em condições mais 

próximas às encontradas nos sistemas produtivos. 

Também se destaca a importância de investigar o potencial sinérgico entre fagos 

e antibióticos, visando maximizar a eficiência de lise bacteriana e reduzir o risco de 

surgimento de resistência. 

Outra linha promissora consiste no estudo de estratégias de imobilização e 

encapsulamento, com o objetivo de aumentar a estabilidade e a vida útil das formulações 

fágicas em aplicações comerciais. 

Por fim, recomenda-se a ampliação do monitoramento da diversidade fágica 

regional, de modo a estabelecer bancos de fagos representativos e adaptados às cepas 

locais de Salmonella spp., fortalecendo a base para programas contínuos de biocontrole e 

vigilância microbiológica. 

Pelo exposto, percebe-se que os desafios permanecem expressivos, mas deliniam 

oportunidades promissoras para o desenvolvimento de pesquisas inovadoras. 
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APENDICE I – Fichas com os resultados das galerias API20E por amostra 

com identificação do local de coleta e resultados. 
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ANEXO 1 – Certificado V Brazilian Congress of Development 
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ANEXO 2 – Certificado V Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciência e Tecnologia 
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ANEXO 3 – Certificado 27º Encontro de Pesquisadores e de Iniciação Científica - EPIC 
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ANEXO 4 – Certificado 21º Congresso Nacional de Meio Ambiente de Poços de Caldas 
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ANEXO 5 – Anais do evento I Colóquio Interdisciplinar PPGCF e PPGPTA, IV 

Simpósio em Ciências Farmacêuticas e II Simpósio em Processos Tecnológicos 

e Ambientais. 
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ANEXO 6 – Certificado 1º Encontro de Pesquisadores do Observatório de Desenvolvimento da Região Metropolitana de Sorocaba – 

EPO/2025. 
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ANEXO 7 – Certificado II Congresso Nacional de Agronomia On-line.. 
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ANEXO 8 – Certificado IV Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciências e Tecnologia. 
 



135 
 

ANEXO 9 – Certificado 28º Encontro de Pesquisadores e de Iniciação Científica. 
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ANEXO 10– Certificado 36º Congresso Brasileiro de Virologia e 20º Encontro de Virologia do Mercosul. 
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ANEXO 11 – Quadro de Leitura das Galerias API20E 
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ANEXO 12 – Resultados do teste de PCR realizados pela empresa VetLab das 

amostras 12, 29 e 36. 
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