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RESUMO 

 

A constante busca pelo aperfeiçoamento nos processos que garantam a segurança dos 

alimentos impulsionam estudos com o intuito de conhecer melhor as características de 

patógenos, que, quando presentes, causam impactos negativos ao setor avícola. 

Salmonella Heidelberg (SH) é o sorovar que se destacou nos últimos anos devido sua alta 

prevalência e multirresistência aos antimicrobianos. Buscou-se nesse trabalho 

informações quanto à formação de biofilmes, à suscetibilidade antimicrobiana, e à 

detecção de genes de virulência, permitindo, assim, melhor entendimento e maneiras 

alternativas de eliminação da SH. Encontramos variados perfis genotípicos (56), 

diferentes graus de formação de biofilme e altas taxas de multirresistência (125/126 - 

99,2%), sugerindo que há uma diversidade de isolados de SH em produtos avícolas, o que 

pode indicar a existência de fontes de contaminação variáveis na indústria de alimentos. 

Atualmente, o mundo está enfrentando um crescente surgimento de bactérias resistentes 

aos antibióticos e a necessidade de reduzir o seu uso indiscriminado é fundamental. A 

procura de novos compostos antimicrobianos a partir de espécies vegetais, como óleos 

essenciais (OEs), e o uso de bacteriófagos (fagos), tem se mostrado bastante expressiva. 

Os fagos são predadores naturais de bactérias, onipresentes no ambiente e com alta 

especificidade ao hospedeiro, inofensivo para homens e animais. Os OEs são utilizados 

desde a idade média nos mais diferentes ramos das indústrias farmacêutica, sanitária, 

agrícola e de alimentos, e sua atividade bactericida também é tida como destaque. Nesse 

contexto, ambos são considerados alternativas valiosas e uma oportunidade de reduzir o 

uso de antimicrobianos. Avaliou-se a capacidade de biocontrole com o uso de três 

bacteriófagos (UPF_BP1, UPF_BP2, UPF_BP3) isolados ou combinados (pool) para 

prevenção e remoção de biofilmes de SH em superfície de poliestireno, em tempos de 3, 

6 e 9 horas de ação. Os fagos individuais e em combinação demonstraram reduções na 

adesão de SH em até 83,4%, e remoção do biofilme pré-formado de até 64,0%. Ressalta-

se que o uso de combinações sinérgicas entre os fagos é a mais indicada por potencializar 

a redução, bem como o uso no condicionamento de superfícies ser mais eficaz do que em 

biofilmes pré-formados. No teste com os OEs, avaliou-se a ação in vitro de cinco óleos 

(orégano, canela, tomilho, cravo e gengibre) sobre os isolados de SH, avaliando atividade 

antimicrobiana em ágar difusão e concentração inibitória mínima (CIM). O orégano e a 

canela obtiveram ação antimicrobiana em baixas concentrações sobre os isolados. Além 

disso, o efeito do OE de orégano foi testado em matriz cárnea nas temperaturas de 12±1ºC 

e a 4±1ºC por 0, 1, 3 e 5 dias, sendo eficiente para redução da carga microbiana em 

diferentes temperaturas e tempo de contato com a matriz confrontada, enfatizando a 

importância da associação à baixas temperaturas. Com esses resultados temos disponíveis 

métodos naturais que podem ser alternativas para o controle desse patógeno, e contribuem 

para o futuro uso de bacteriófagos como medida de condicionamento de superfícies no 

biocontrole de biofilmes de SH. 

 

Palavras-chave: bacteriófagos, óleos essenciais, biofilme, susceptibilidade 

antimicrobiana, genes de virulência 
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ABSTRACT 

 

The constant search for improvement in processes that guarantee food safety, stimulate 

studies in order to better understand pathogens characteristics, if present, causes 

negative impacts to poultry sector. Salmonella Heidelberg (SH) is the sorovar that has 

stood out in recent years due to its high prevalence and antimicrobials resistence. The 

objective of this research was to find information regarding the biofilm formation, 

antimicrobial susceptibility, and virulence genes detection, thus allowing a better 

understanding and alternative ways to eliminate SH. We found varied genotypic profiles 

(56), different biofilm formation degrees and high multi-resistance rates (125/126 -

99.2%), suggesting that there is a diversity of SH isolates in poultry products, which may 

indicate existence of sources contamination at food industry. Currently, the world is 

facing an increasing emergence of antibiotic resistant bacteria and the need to reduce 

their indiscriminate use is fundamental. The search for new antimicrobial compounds 

from plant species, such as: the essential oils (EOs) and also the use of bacteriophages 

(phages), has been shown to be expressive. Phages are natural predators of bacteria, they 

are ubiquitous in environment and with high specificity to the host, harmless to man and 

animals. EOs have been used since middle ages in most different branches of 

pharmaceutical, sanitary, agricultural and food industries, and their bactericidal activity 

is also highlighted. In this context, both are considered valuable antimicrobial 

alternatives and an opportunity to reduce the use of antimicrobials. The biocontrol ability 

was evaluated using three bacteriophages (UPF_BP1, UPF_BP2, UPF_BP3) isolated or 

combined (pool) to prevent and remove SH biofilms on polystyrene surfaces, in 3, 6 and 

9 h of action. Individual and combined phages showed reductions in SH adherence up to 

83.4%, and preformed biofilm removal up to 64.0%. It´s noteworthy that the use of 

synergistic combinations between phages is most indicated, since it has enhanced 

reduction, as well as use in surface conditioning to be more effective than in preformed 

biofilms. In test with EOs, in vitro action of five oils (oregano, cinnamon, thyme, cloves 

and ginger) on SH isolates was evaluated, evaluating antimicrobial activity in diffusion 

agar, minimum inhibitory concentration (MIC). Oregano and cinnamon obtained 

antimicrobial action in low concentrations on isolates. In addition, the effect of EO of 

oregano was tested in a meat matrix at temperatures of 12±1ºC and at 4±1ºC for 0, 1, 3 

and 5 days, being efficient for reducing the microbial load at different temperatures and 

time of contact with the confronted matrix, emphasizing the importance of association 

with low temperatures. With these results we have available natural methods that can be 

alternatives for pathogen control and contribute to future use of bacteriophages as a 

measure of surface conditioning in SH biofilms biocontrol. With these results we have 

available natural methods that can be alternatives for pathogen control and contribute 

to future use of bacteriophages as a measure of surface conditioning in SH biofilms 

biocontrol. 

 

Keywords: bacteriophages, essential oils, biofilm, antimicrobial susceptibility, virulence 

genes 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O Brasil ocupa posição de destaque no cenário avícola mundial. Consolidou-se 

como um dos setores de maior importância para economia do país, produzindo 12,86 

milhões de toneladas de carne de frango em 2018. Deste total 31,9% foi destinado ao 

mercado externo, destacando o Brasil como o maior exportador mundial desde o ano de 

2004. Além disso no ano de 2018, 95.000 milhões de toneladas de carne de frango foram 

produzidas em todo o mundo, sendo o Brasil o segundo maior produtor e o maior 

exportador de carne de frango do mundo (ABPA, 2019). Frente a isso, é necessário manter 

os padrões de higiene e de qualidade como prioridades na indústria avícola. 

 A segurança dos alimentos caracteriza-se pela preocupação com os perigos que 

podem estar associados aos produtos que fazem parte da alimentação humana, sendo 

assim qualquer risco de origem física, química ou biológica é inaceitável (GODOY et al., 

2016). 

 A bactéria Salmonella spp. é um dos principais agentes causadores de infecção 

alimentar em humanos (VIEIRA et al., 2009), sendo os produtos de origem avícola as 

principais fontes de contaminação (GAST, 2008). A presença desse perigo 

microbiológico afeta negativamente o setor avícola, desse modo, toda produção brasileira 

é acompanhada por um completo e detalhado programa de controle do MAPA (Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento). Os produtos avícolas brasileiros são 

exportados para cinco continentes, e esses produtos devem atingir as certificações 

sanitárias para tal comércio. O controle de Salmonella spp. em matadouros-frigoríficos é 

rigoroso, pois além de ter relevância como causadora de doenças veiculadas por 

alimentos, possui reflexo econômico, causando perdas no mercado interno e em 

exportações. 

 O sucesso deste controle também está relacionado à vigilância epidemiológica 

através de técnicas fenotípicas e genotípicas, que auxiliam no estudo das características 

dos diversos sorovares de Salmonella. A atuação do governo com programas de controle 

para os sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium levou à redução de suas prevalências. 

Em contrapartida, nos últimos anos observou-se um aumento na prevalência de outros 

sorovares, como é o caso da Salmonella Heidelberg. 

 Quando microrganismos patogênicos, como Salmonella spp., formam biofilmes 

nas indústrias alimentícias, estas se tornam uma preocupação do ponto de vista da 
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segurança dos alimentos. O biofilme favorece a permanência do microrganismo no 

ambiente de processamento, sendo pontos de contaminação importantes, além de 

apresentarem maior resistência a sanitizantes químicos, tornando mais difícil a sua 

remoção (COSTERTON et al., 1995). 

 Com o intuito de minimizar a incidência de Salmonella spp. em aves e em toda 

sua cadeia produtiva, bem como na indústria de alimentos, geralmente se faz uso de 

antimicrobianos e de sanitizantes químicos. No entanto, existem preocupações a respeito 

da seleção de bactérias resistentes. Esse fato limita as opções de tratamento em casos de 

salmoneloses, representando uma preocupação extra com relação à saúde pública. 

A necessidade de reduzir o uso indiscriminado de antimicrobianos, tanto na 

medicina humana como na área veterinária, é fundamental. Se sabe que apesar das 

legislações vigentes proibirem a utilização de algumas classes de antibióticos como 

promotores de crescimento, está ainda é uma prática rotineira na produção animal. Por 

esses motivos, surge o interesse em tratamentos alternativos no controle de 

microrganismos patogênicos. 

 A procura de novos compostos antimicrobianos a partir de espécies vegetais, 

como o uso dos óleos essenciais, e também o uso de bacteriófagos utilizados na 

fagoterapia e no controle biológico, tem se mostrado bastante expressiva nos últimos 

anos. A busca por alternativas a fim de evitar a adesão bacteriana através do 

condicionamento de superfícies e redução do biofilme formado, com uso desses 

compostos, é uma importante ferramenta a ser estudada, principalmente frente a bactérias 

patogênicas de interesse em saúde pública. 

Nesse intuito, o objetivo deste estudo foi caracterizar a formação de biofilmes, o 

perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e de genes de virulência de isolados de 

Salmonella Heidelberg, bem como a capacidade de uso de bacteriófagos para prevenção 

e remoção de biofilmes, e a ação antimicrobiana de óleos essenciais. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a ação antimicrobiana de bacteriófagos e de óleos essenciais em diferentes 

isolados de Salmonella Heidelberg (SH), provenientes de amostras de matadouro-

frigorífico avícola, caracterizadas quanto à formação de biofilmes, à suscetibilidade 

antimicrobiana, e à detecção de genes de virulência. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Determinar a capacidade de formação de biofilme em microplacas de poliestireno. 

• Determinar o perfil fenotípico de resistência a onze antimicrobianos através do teste 

in vitro de sensibilidade por disco-difusão em ágar. 

• Caracterizar genotipicamente os isolados de SH através da detecção de 24 genes de 

virulência pela técnica de reação em cadeia da polimerase. 

• Avaliar o potencial lítico de três bacteriófagos (UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3) 

através do teste de ágar difusão em placas. 

• Avaliar o efeito anti-adesão e de remoção de biofilme de três bacteriófagos contra SH 

em superfície de poliestireno. 

• Avaliar a ação antimicrobiana de cinco óleos essenciais (Zingiber officinale, 

Origanum compactum, Cinnamomum cassia, Eugenia caryophyllus e Thymus vulgaris 

L.) frente a isolados de SH em matriz cárnea e pela técnica de ágar-difusão. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 O gênero Salmonella spp. 

 

O gênero Salmonella é pertencente à família Enterobacteriaceae. Essa família 

possui mais de 50 gêneros bacterianos, incluindo um grande número de patógenos, como 

Escherichia coli, Yersinia spp., Shigella spp., Salmonella spp. entre outros. Estudos 

genéticos estimam que os genomas de E. coli e de Salmonella enterica possuam uma 

diferença de apenas 10% nas suas sequências de DNA, sugerindo que estas espécies 

tenham derivado de um ancestral comum (JONG et al., 2010). 

A classificação reconhecida atualmente inclui duas espécies: Salmonella bongori e 

Salmonella enterica, esta com seis subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. 

enterica subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie 

diarizonae, S. enterica subespécie houtenae, S. enterica subespécie indica. Em 2007, o 

Instituto Pasteur descreveu em torno de 2.600 sorovares, através do esquema Kauffmann-

White-LeMinor (KWL), visando caracterizar os diferentes sorotipos do gênero com base 

em suas fórmulas antigênicas (FORSYTHE, 2013; GRIMONT & WEIL, 2007).  

O gênero Salmonella está amplamente distribuído no ambiente e no intestino de 

alguns animais em todo o mundo, e foi isolado e identificado pela primeira vez em 1885 

por Daniel Elmer Salmon. Salmonella é uma bactéria Gram negativa, anaeróbica 

facultativa, não formadora de esporos e com formato de bastonetes curtos. A maioria das 

espécies é móvel (com exceção dos sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum) e apresenta 

flagelos peritríquios. Fermenta a glicose produzindo ácido e gás, porém é incapaz de 

metabolizar a lactose e a sacarose. Possui como temperatura ótima de multiplicação 

aproximadamente 38oC e, de acordo com Tortora et al., (2012), a temperatura mínima de 

5oC. São microrganismos mesófilos, relativamente termossensíveis, podendo ser 

destruídos a 60oC por 15 a 20 minutos (FORSYTHE, 2013; BERGEY’S MANUAL, 

2015). 

Salmonella possui diferentes tipos de sorovares, identificados por estruturas 

presentes na sua parede bacteriana. Cientistas classificam os diferentes tipos de 

Salmonella em sorotipos, sendo que cada um possui sua história e local de isolamento, 

portanto, podendo se comportar de maneira diferente. Os sorotipos são grupos dentro de 

uma única espécie de microrganismos, tais como bactérias ou vírus, que partilham 

estruturas superficiais distintas. Por exemplo, as bactérias do gênero Salmonella são 
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parecidas ao microscópio, mas podem ser separadas em diversos sorotipos com base em 

duas estruturas na sua superfície: a porção mais externa das bactérias, chamado de 

antígeno O; e uma estrutura filiforme delgada, chamada antígeno H, a qual corresponde 

a parte flagelar. Alguns sorovares também possuem o antígeno Vi (capsular) (BRENNER 

et al., 2000).  

Os antígenos O são distinguidos pela sua diferença na composição. Os antígenos 

H distinguem-se pelo teor de proteína dos flagelos. Cada antígeno O e H tem um número 

de código único e os cientistas determinam o sorotipo baseado na combinação antigênica 

distinta de O e H (GRIMONT & WEILL, 2007).  

Os principais sorogrupos são A, B, C1, C2, D1, E1 e G, sendo 97% dos isolados de 

casos clínicos em humanos classificados a um destes grupos. Alguns sorotipos são 

encontrados somente em um tipo de animal ou em um único lugar, outros são encontrados 

em vários animais e em todo o mundo. Alguns podem causar doenças graves, enquanto 

outros causam doenças mais leves. Grupos de pessoas, como idosos, e crianças com 

sistemas imunitários enfraquecidos têm um maior risco de infecção por Salmonella, 

resultando em consequências para a saúde a longo prazo ou em morte (FIELDS, 2006).  

Mais de 2.600 sorotipos já foram descritos para Salmonella, mas como muitos são 

raros, sabe-se pouco sobre a maioria deles. Menos de 100 sorotipos são os responsáveis 

pela maioria das infecções humanas, cerca de 60% dos sorovares isolados pertencem à 

subespécie enterica (GRIMONT & WEILL, 2007; LIBBY et al., 2008). O que se estuda 

sobre cada sorotipo pode ajudar a entender melhor a doença e a história natural de todas 

as estirpes de Salmonella. 

 

3.2 Salmonella Heidelberg 

 

Com a atuação do governo brasileiro em programas de controle e de monitoramento 

de Salmonella, sorovares como S. Enteritidis e S. Typhimurium tiveram redução de suas 

prevalências. Em contrapartida, nos últimos anos observou-se uma ascensão de outros 

sorovares, como é o caso da Salmonella Heidelberg (FERRARI et al., 2019), pertencente 

ao grupo de Salmonella paratíficas, as quais podem causar doença em animais ou 

humanos. 

Salmonella Heidelberg (SH) é um dos sorovares de maior distribuição no mundo e 

está entre os 10 sorovares de Salmonella mais associados a doenças humanas, 

pertencendo ao sorogrupo O:4 (B) com formula antigênica 1,4, [5],12-r-1,2 (GRIMONT 
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& WEILL, 2007; CDC, 2016). Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (World 

Health Organization – WHO), em seu programa Global Salm-Surv (GSS), até o ano de 

2012, no Brasil S. Heidelberg esteve entre os 15 sorovares mais sorotipificados em 

amostras de animais, meio ambiente e na alimentação animal. É um dos sorovares mais 

detectados em seres humanos e mais prevalente em alimentos destinados para 

alimentação humana. Resultados semelhantes foram reportados em outros países, o que 

torna a pesquisa de S. Heidelberg essencial (WHO, 2016; WHO, 2017; WHO, 2017a). 

Segundo Robinsom (2013), S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Newport, S. Javiana 

e S. Heidelberg são os cinco sorovares mais comumente encontrados em casos de surtos 

de salmoneloses em todo o mundo, sem considerar a fonte de contaminação. Conforme 

dados do Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos (Center for 

Disease Control and Prevention – CDC), os quatro mais preocupantes sorovares de 

Salmonella relacionados à saúde pública são Typhimurium, Newport, Hadar e Heidelberg 

devido à sua associação com resistência a múltiplas drogas (CDC, 2016). Já no Brasil, os 

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

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

Heidelberg e Mbandaka (BRASIL, 2008).   

O sorovar Heidelberg é citado como o terceiro isolado mais frequente na avicultura 

no Canadá, sendo destaque em saúde pública e alternando com S. Enteritidis a posição de 

segundo ou terceiro sorovar mais isolado em humanos (DEMEZUK et al., 2003; 

CHITTICK et al., 2006). Nos Estados Unidos, S. Heidelberg é um dos principais 

sorovares que causam infecções em humanos, ocupando o 3º lugar com 3,9% dos 

isolamentos, após S. Enteritidis com 16,9% e S. Typhimurium com 16% (VIEIRA et al., 

2009; CDC, 2016). 

No Brasil, entre os anos de 1962 e 1991, em um estudo retrospectivo de 30 anos, S. 

Heidelberg já havia sido identificada em aves e produtos derivados (HOFER et al., 1997). 

Este sorovar foi isolado por Nascimento et al., (1997) em carcaças de frango, com a 

identificação de S. Enteritidis em 51% das amostras, S. Hadar em 26% e S. Heidelberg 

em 11%. Dickel (2004) avaliou o processo higiênico sanitário de abate de frangos em 

matadouros-frigoríficos no Sul do Brasil e relatou que carcaças, antes e depois do chiller, 

apresentaram respectivamente, 31,7% e 20% de positividade, sendo identificados os 

sorovares S. Heidelberg (63,9%), S. Enteritidis (31,9%), S. Worthington (2,1%) e S. 

Tennessee (2,1%).  
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Dentre as salmonelas que causam infecções em humanos, a S. Heidelberg vem se 

mostrando mais invasiva em comparação aos outros sorovares que causam gastroenterite, 

sendo que aproximadamente 13% dos casos desenvolvem infecção sistêmica 

(PHACASPC, 2007; JONES et al., 2008; DUTIL et al., 2010, CDC, 2016). 

De acordo com o Sistema de Alertas Rápidos para Gêneros Alimentícios e 

Alimentos para Animais (Food and Feed Safety Alerts - RASFF), S. Heidelberg esteve 

entre os sorovares mais encontrado nos anos de 2013 e 2014, bem como no ano de 2016 

e 2018 (RASFF, 2016; 2018). Sua crescente importância tem levado também a estudos 

em razão da frequente resistência à drogas antimicrobianas, como ceftiofur e ceftriaxona, 

limitando as opções de tratamento em casos de salmoneloses (PHACASPC, 2007; SHAH 

et al., 2017). 

 

3.3 Salmonelose e saúde pública 

 

Salmonella spp. é considerada uma bactéria cosmopolita, com distribuição em 

praticamente todos os países. A salmonelose é uma das mais comuns e amplamente 

distribuídas doenças alimentares, constituindo uma grande responsabilidade em saúde 

pública e representando um custo significativo em muitos países (VIEIRA et al., 2009). 

O número exato de casos clínicos não é conhecido devido à subnotificação, mas milhões 

de casos em seres humanos são mundialmente relatados todos os anos. A doença resulta 

em milhares de mortes, sendo responsável por um em cada quatro casos de diarreia no 

mundo (WHO, 2017a).  

A salmonelose é uma das zoonoses mais complexas em sua epidemiologia e 

controle, com padrões diferenciados de acordo com diversos fatores numa região, como 

diferenças nos hábitos alimentares, práticas de manipulação de alimentos, criação de 

animais, padrões de higiene e saneamento básico (RODRIGUES, 2011). No Brasil, de 

acordo com os dados da Vigilância Epidemiológica, no ano de 2018 foram identificados 

503 surtos de DTA notificados, com 6.803 doentes, 731 hospitalizados e 9 óbitos 

relacionados. De 2009 a 2018, obteve-se registro de 2.350 surtos. A região Sudeste lidera 

o histórico com mais notificações de casos de DTAs, seguida da região Nordeste. Os 

sintomas mais evidentes, os quais caracterizam os surtos são: diarreia, dor abdominal, 

vômito e náuseas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

Ainda no Brasil, em 90,5% dos casos de DTAs, os principais microrganismos 

envolvidos são: E. coli, Salmonella e S. aureus. Destes, até o ano de 2016, Salmonella foi 
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o patógeno mais isolado. Contudo, cabe ressaltar que no país, durante os anos de 2009 e 

2018, grande parte dos surtos não teve o microrganismo identificado, correspondendo a 

66,4%. Em 2018 dos alimentos suspeitos identificados a água foi a mais incriminada 

(29,9%), seguida pelos alimentos mistos (23,4%). Conforme notificações de anos 

anteriores, as residências continuaram sendo o local de ocorrência mais associado aos 

surtos de DTA (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

Conforme dados do CDC, 48 milhões de pessoas ficam doentes e outras 3.000 

morrem por ano em decorrência das DTAs, apenas nos Estados Unidos (CDC, 2013; 

CDC, 2014). Deste total, acredita-se que 1,2 milhões dos casos sejam causados por 

Salmonella spp. levando a mais de 23.000 hospitalizações e 450 mortes (CDC, 2014b). 

Segundo dados da Autoridade em Segurança dos Alimentos da Europa (European Food 

Safety Authority – EFSA), mais de 100.000 casos de salmonelose são reportados em 

humanos todos os anos, ocasionando custos de mais de 3 bilhões de euros por ano (EFSA, 

2015; EFSA, 2017). 

A Organização Mundial da Saúde estima que todos os anos as DTAs causam perda 

de qualidade de vida de 33 milhões de pessoas em todo o mundo, especialmente em 

crianças com menos de cinco anos, inclusive levando a óbito de cerca de 420.000 mil 

pessoas. Além disso, as doenças diarreicas são responsáveis por adoecer 550 milhões de 

pessoas e causar 230.000 mortes todos os anos. Os principais agentes etiológicos 

causadores são Salmonella não-tifoides, E. coli, Campylobacter e Norovírus (WHO, 

2018). 

O controle das salmoneloses representa um desafio para a saúde pública, devido ao 

surgimento de novos sorovares e à reemergência de outros em determinadas áreas, tanto 

nos países emergentes quanto naqueles industrializados, sendo assim, os esforços para o 

controle da Salmonella são muitas vezes dificultados pela diversidade de sorovares 

existentes (WHO, 2013). 

 

3.4 Patogenia de salmonelose em humanos 

 

Após a ingestão oral da Salmonella, as bactérias que sobrevivem ao baixo pH 

provocado pelo ácido clorídrico no estômago colonizam o intestino principalmente na 

região das placas de Peyer, onde estão localizadas as células M. Depois da colonização 

intestinal, a Salmonella spp. invade as células M e os enterócitos, com auxílio do Sistema 

de Secreção do Tipo III (SSTT) (GAL-MOR, 2014). Após a invasão celular, as células 
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bacterianas são fagocitadas por macrófagos. Quando os mesmos conseguem deter a 

bactéria, ela causa apenas a infecção local no trato digestivo. Por outro lado, quando as 

bactérias conseguem permanecer viáveis dentro de vacúolos nos macrófagos, ocorre a 

infecção sistêmica. Dentro dos macrófagos, Salmonella spp. consegue multiplicar-se e é 

levada a todo o organismo (BÄUMLER, 1997). 

A salmonelose pode causar infecções focais, febre entérica, septicemia e, o mais 

comum, a enterocolite. Uma pessoa infectada apresenta sinais clínicos como febre, 

cólicas abdominais e diarreia a partir de 12 a 72 horas após o consumo do alimento ou 

bebida contaminada. A doença pode durar de 4 a 7 dias, e a maioria das pessoas 

recuperam-se sem o uso de antibióticos. Entretanto, a severidade da doença depende do 

sorovar e da imunidade do hospedeiro (CDC, 2014). 

 

3.5 Patogenicidade e fatores de virulência em Salmonella 

 

Patogenicidade é definida como a capacidade de um microrganismo causar 

doença, enquanto que virulência refere-se à gravidade da doença ocasionada pelo agente. 

Os mecanismos de virulência bacterianos conferem uma melhor habilidade ao 

microrganismo de sobreviver, invadir, multiplicar e persistir dentro do hospedeiro 

(BECEIRO et al., 2013). 

A patogenicidade está intimamente relacionada aos fatores de virulência presentes 

nas cepas, com o sorovar envolvido, quantidade do inóculo, fatores de virulência 

expressos pelo microrganismo e do estado imunológico do hospedeiro. Sendo assim, 

Salmonella spp. pode ocasionar desde uma infecção gastrintestinal branda até uma 

infecção sistêmica (BECEIRO et al., 2013). 

O conjunto de fatores de virulência de Salmonella aumenta com o conhecimento 

contínuo sobre os mecanismos moleculares por trás da patogenicidade. Por exemplo, as 

proteínas efetoras envolvidas na sobrevivência e na replicação da Salmonella em 

vacúolos citoplasmáticos foram caracterizadas apenas recentemente. Já outros fatores de 

virulência, como plasmídeos de virulência, toxinas, fímbrias e flagelos são objeto de 

estudos há décadas, sendo classificados como fatores de virulência "clássicos" (VAN 

ASTEN & VAN DIJK, 2005; MILJKOVIC-SELIMOVIC et al., 2010). 

As fímbrias, os flagelos e o lipopolissacarídeo são componentes da estrutura 

bacteriana e possuem um papel importante na virulência das cepas. A camada de 

lipopolissacarídeo (LPS) da parede celular é um exemplo. Os lipídeos presentes no LPS, 
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denominados endotoxinas ou lipídios A, interagem com os macrófagos de modo que se 

tornam resistentes aos peptídeos catiônicos, à ação endotóxica e à ação antimicrobiana 

das enzimas lisossomais (TORTORA et al., 2000).  

As fímbrias presentes na superfície da bactéria funcionam como adesinas, 

facilitando a interação entre bactéria e hospedeiro (CLOUTHIER et al., 1993; 

ÁLVAREZ, 2007) e são importantes no processo de formação de biofilmes (GIBSON 

et al., 2007; CERCA, 2012; JONG et al., 2012).  Os flagelos que levam a bactéria até o 

epitélio intestinal, mediante a quimiotaxia, permitem a bactéria atravessar a espessa 

camada de muco e contribuem para o processo inflamatório, e a capsula está diretamente 

relacionada com a capacidade invasiva da bactéria (ÁLVAREZ, 2007). 

Os fatores de virulência são codificados por uma série de genes, e podem estar 

localizados no próprio cromossomo da bactéria, os chamados genes housekeeping, os 

quais conferem características especificas e básicas a bactérias de uma mesma família. 

Como podem estar presentes nas chamadas Ilhas de Patogenicidade, ou em elementos 

genéticos móveis, como transposons, plasmídeos e bacteriófagos (GROISMAN & 

OCHMAN, 1996; MARCUS et al., 2000; VAN ASTEN & VAN DIJK, 2005), esses 

genes irão conferir vantagens a bactéria, como adaptação da bactéria à célula hospedeira, 

resistência aos antimicrobianos e superação dos mecanismos de defesa do hospedeiro. 

 

3.5.1 Ilhas de patogenicidade 

 

Os fatores de virulência de Salmonella estão codificados e agrupados em locais 

denominados Ilhas de Patogenicidade (Salmonella Pathogenicity Islands – SPI) 

(VIEIRA, 2009). Estas ilhas são largos agrupamentos de genes codificadores de fatores 

que contribuem com um determinado fenótipo de virulência que se manifesta em 

momentos chaves do processo infeccioso (MARCUS et al., 2000; ÁLVAREZ, 2007). 

Estas ilhas genéticas estão localizadas no cromossomo bacteriano ou em 

plasmídeos, e foram historicamente adquiridas através de eventos de transferência 

horizontal de genes. A aquisição de uma única SPI pode transformar um microrganismo 

comensal em um patógeno, dependendo das características da bactéria e do hospedeiro 

(MARCUS et al., 2000). 

Já foram descritas até o ano de 2013, 23 SPI, porém as funções dos genes contidos 

dentro de cada ilha ainda não foram completamente elucidadas (HAYWARD et al., 
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2013). As SPI-1 e SPI-2 são as mais estudas e descritas, já que possuem importante papel 

na infecção por Salmonella spp. (JONG et al., 2012). 

A SPI-1 é importante para que ocorra a infecção intestinal, possui mais de 26 

genes que codificam proteínas para os sistemas de secreção tipo III, para a invasão das 

células não fagocíticas, como as células M do intestino, e para a ativação da resposta 

inflamatória (ÁLVAREZ, 2007; MIRMOMENI et al., 2008; VIEIRA, 2009; JONG et al., 

2012). Esses genes são responsáveis pela multiplicação da Salmonella no interior de 

macrófagos (spiA), para a sobrevivência no interior de fagossomos (msgA, pagC), para a 

captação do ferro (iroN) e para codificar endotoxinas (stn, cdtB). Todos com importante 

papel na patogenicidade da Salmonella ao hospedeiro (ÁLVAREZ, 2007). 

A invasão na célula depende do Sistemas de Secreção do Tipo III (TTSS), que são 

complexos sistemas de proteínas e estão presentes em todas as bactérias Gram negativas 

(MIRMOMENI et al., 2008). Um fator importante para a internalização da Salmonella 

spp. é a polimerização do citoesqueleto de actina no local de contato com a bactéria, 

culminando com a formação de projeções na membrana da célula hospedeira, englobando 

a bactéria. Para completar a entrada e reparar o citoesqueleto das células epiteliais, 

Salmonella spp. inicia a despolimerização da actina. Ao final do processo, a bactéria 

localiza-se no interior das células do hospedeiro, dentro de vesículas membranosas, 

chamadas de SVCs (Vacúolos que contêm Salmonella) (SANSONETTI, 2002).  

A SPI1-SST3, através de distintas proteínas efetoras (SopE, SopE2, SopB), 

contribuem para o início da resposta inflamatória, resultando em inflamação e o 

recrutamento de neutrófilos para o epitélio intestinal. A ilha de patogenicidade SPI2 é 

responsável pela capacidade da Salmonella spp. sobreviver dentro dos macrófagos e se 

multiplicar dentro dos SVCs, ocasionando infecção sistêmica (SHIMIDT & HANSEL, 

2004). Esta ilha constitui um exemplo da eficácia da adaptação de um patógeno em uma 

célula hospedeira (ÁLVAREZ, 2007). 

 

3.5.2 Plasmídeos 

 

Os plasmídeos são elementos genéticos dispersos no citoplasma bacteriano, de 

formato circular, que se replicam independentemente do cromossomo do hospedeiro, e 

que podem ser transmitidos entre as bactérias através da transferência horizontal em um 

processo chamado de conjugação bacteriana. A grande importância dessa transferência 

de genes, é que esta possibilita vantagens aos microrganismos, como o recebimento de 
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genes os quais podem aumentar virulência ou conferir maior resistência antimicrobiana 

(MADIGAM, 2010; SENGUPTA & AUSTIN, 2011; GYLES & BOERLIN, 2014). 

Apenas algumas cepas de Salmonella spp. possuem este tipo de plasmídeo (JONG et al., 

2012), como é o caso dos sorotipos de Salmonella enterica pertencentes à subespécie I, 

principalmente aqueles mais adaptados ao homem. O operon spv (Salmonella plasmid 

virulence) é comum a todos os plasmídeos de virulência de Salmonella spp. e está 

relacionado à sobrevivência no interior do macrófago (ÁLVAREZ, 2007). 

 

3.6 Resistência antimicrobiana 

 

A história das drogas antimicrobianas iniciou com a descoberta da penicilina, o 

primeiro antibiótico de atividade clínica, descoberto quando Alexander Fleming estudava 

culturas de S. aureus. Após observar que culturas desta bactéria deixadas sobre uma 

bancada haviam sido contaminadas por um fungo do ar, e que ao redor do contaminante 

não existia multiplicação do estafilococo, Fleming verificou presença de um fungo que 

pertencia ao gênero Penicilium, o qual estava exercendo o efeito antimicrobiano 

(TAVARES, 2001). Porém, oito anos após a introdução da penicilina, 68% dos S. aureus 

já apresentavam resistência a esse antibiótico (ROSSI & ANDREAZZI, 2005). 

No início da década de 70, a resistência aos antimicrobianos começou a ser 

discutida quando médicos foram forçados a abandonar suas convicções de que, com a 

ampla oferta de agentes antimicrobianos existente, todas infecções bacterianas eram 

tratáveis (LOWY, 2003). Atualmente, este assunto vem sendo amplamente estudado em 

diferentes gêneros bacterianos, principalmente com relação a microrganismos 

responsáveis por causar doenças transmitidas por alimentos, como no caso da Salmonella 

spp. (RIBEIRO et al., 2006). 

As doenças transmitidas por alimentos e a resistência aos antimicrobianos são 

questões internacionais de saúde. As bactérias podem apresentar dois tipos de resistência 

aos antimicrobianos: intrínseca e adquirida. A resistência intrínseca é natural, ou seja, 

quando uma espécie é resistente a um determinado antimicrobiano, mesmo antes do seu 

uso. A resistência adquirida ocorre quando um microrganismo continua a multiplicar-se 

ou persistir na presença de níveis terapêuticos de determinado agente antimicrobiano ao 

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

seleção de bactérias resistentes (SCHWARZ et al., 2010; RAO, 2013).  
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Enquanto algumas linhagens bacterianas apresentam resistência intrínseca, outras 

obtêm resistência a antibióticos por mutação, pela recombinação de um DNA estranho no 

cromossomo ou pela aquisição horizontal de genes. Vários elementos genéticos móveis 

têm sido relatados por serem capazes de mobilizar diferentes tipos de genes de resistência 

aos antimicrobianos por processos conhecidos como transformação, conjugação ou 

transdução (GOGARTEN & TOWNSEND, 2005). 

Existem três principais formas de resistência dos microrganismos aos antibióticos. 

Um destes mecanismos trata da inativação enzimática da molécula do antimicrobiano, 

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

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

que reduzem a concentração intracelular do antimicrobiano, como bombas de efluxo 

(RAO, 2013). 

O uso indiscriminado de antibióticos no processo de produção de alimentos de 

origem animal pode funcionar como uma ferramenta de seleção para alguns 

microrganismos e para a resistência desses aos antimicrobianos (GYLES, 2008; 

KOLUMAN & DIKICI, 2013). Bem como o uso irresponsável na medicina humana, já 

que o aumento de infecções alimentares provocadas pela Salmonella ocorre 

principalmente devido ao desenvolvimento de novas características específicas, 

tornando-as capazes de se adaptar e de apresentar resistência aos antibióticos (COOK et 

al., 2009; TONDO & RITTER, 2012; KOLUMAN & DIKICI, 2013). 

Reardon (2017) descreve que o gene mcr-1 emergiu há cerca de 18 meses em 

bactérias de suínos na China. Este gene vem sendo responsável por conferir taxas 

alarmantes de resistência à colistina, o qual é conhecido como “antibiótico de último 

recurso” na medicina humana. Em alguns locais quase 100% dos animais de produção 

possuem o gene mcr-1 em bactérias encontradas nas fezes, além de relatos de um número 

cada vez maior em amostras de fezes humanas. Destaca-se que a propagação deste gene 

é um dos exemplos mais claros de como o uso de antibióticos em animais de produção 

pode levar à resistência em infecções humanas (REARDON, 2017ª). 

Até o ano de 2019, já foram descritos oito homólogos do gene mcr (mcr-1 a 8). 

Carroll et al. (2019) identificaram um novo homólogo desse gene de resistência à colistina 

em isolados de um paciente humano em 2010. O mcr-9 foi identificado em um isolado de 

Salmonella Typhimurium multirresistente durante a triagem de rotina de genomas de 

Salmonella para genes de resistência antimicrobiana. Os genes mcr transmitidos por 

plasmídeo que conferem resistência à colistina ameaçam a saúde pública em escala 
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internacional, pois podem ser transmitidos via transferência horizontal e tem potencial 

para se espalhar globalmente (CARROLL et al., 2019). 

O planeta está repleto de agentes antimicrobianos, e isso contribuiu 

significativamente para a seleção de bactérias resistentes e para a transferência de genes 

de resistência entre os biomas. Estratégias para combater essa disseminação já estão sendo 

implementadas, como a diminuição do uso de antibióticos e a redução de sua expansão 

no ambiente. Além disso, tem-se adotado o financiamento de programas para sintetizar 

novos compostos antimicrobianos, a exploração de novas terapias alternativas e 

melhorias nos estudos das estratégias da transferência horizontal de genes com o objetivo 

de bloquear a transferência de resistência (BROWN-JAQUE et al., 2015). 

A resistência antimicrobiana para Salmonella enterica está sendo verificada em 

vários países nos últimos anos. Este fato é preocupante, uma vez que a S. enterica é uma 

das causas mais comuns de gastroenterite humana em todo o mundo (OLIVEIRA & 

BRAZ, 2011). A resistência a apenas um antimicrobiano não é de grande preocupação, 

mas estudos têm relatado um aumento na taxa de patógenos resistentes a mais de um 

antimicrobiano, sendo classificados como multirresistentes (resistência a três ou mais 

classes de antibióticos) (LERTWORAPREECHA et al., 2012).  

Com relação a Salmonella spp., outro ponto importante é a crescente resistência 

às quinolonas, fluoroquinolonas ou cefalosporinas. Este problema induz a necessidade de 

monitoramento da resistência deste patógeno e de sua prevalência em alimentos, 

principalmente em função das implicações de uma potencial propagação de 

microrganismos resistentes e de importância em saúde pública. A implementação de 

normas sanitárias rigorosas na indústria de alimentos, controle rigoroso de agentes 

antimicrobianos na indústria pecuária, diagnóstico rápido e tratamento adequado, são 

importantes ferramentas para reduzir significativamente a carga global de salmonelose 

(HUR et al., 2012). 

Segundo o NARMS (2015), cepas de Salmonella spp. isoladas de fonte avícola 

apresentaram resistência à ceftriaxona, antibiótico importante usado para tratar pacientes 

gravemente doentes, durante o primeiro semestre de 2015. Deste ano para 2017 a 

resistência à ceftriaxona aumentou de 6,5% para 9,3% (NARMS, 2018). Em perus, os 

isolados de Salmonella spp. também apresentaram resistência à ceftriaxona, aumentando 

as taxas de 8% para 12% do ano de 2015 para 2017 (NARMS, 2018). Dentre as 

fluoroquinolonas, a ciprofloxacina é um importante antibiótico para o tratamento de 

infecções por Salmonella spp. Ainda nestes isolados avícolas, a resistência à 
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ciprofloxacina não foi observada, bem como para a azitromicina, antibiótico importante 

e recomendado para o tratamento de Salmonella spp. e outros agentes patogênicos 

intestinais. 

Embora a resistência à azitromicina entre isolados de Salmonella em humanos 

seja rara,  dados do NARMS (2018) mostram um aumento em 2017. Durante 2011 à 2016, 

apenas 26 isolados de Salmonella (0,2%) foram resistentes à azitromicina. No entanto, 

somente em 2017, 26 (1,1%) isolados resistentes à azitromicina foram identificados. As 

salmonelas de amostras de alimentos e animais coletadas entre 2015 e 2017 não 

apresentaram resistência à azitromicina (NARMS, 2018). Durante 2015 à 2017, houve 

um aumento substancial de Salmonella multirresistentes a antibióticos recuperadas de 

aves rotineiramente amostradas (9,5% a 18%) e em amostras de swab cecal de frango 

(15% a 25%) (NARMS 2018).  

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

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

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

antimicrobianos representam uma grave ameaça, porque podem comprometer o 

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

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

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

(COOK et al., 2009). Torna-se essencial alternativas de controle microbiano no combate 

às bactérias patogênicas. 

 

3.7 Biofilmes Microbianos 

 

A microbiologia tradicional estudou, desde seu início, a caracterização das células 

encontradas em suspensões, denominadas como planctônicas, ou seja, de vida livre. 

Contudo, as primeiras observações de células aderidas foram realizadas por Antonie van 

Leuwenhoek  através do estudo de amostras de dente no século XVII. Em seu microscópio 

rudimentar, o pesquisador visualizou mais fragmentos de células agregadas (sésseis) do 

que sob a forma planctônica. A capacidade das bactérias de formar comunidades 

complexas e viver em agregados foi estudada desde os tempos de Robert Koch no século 

XIX (CAIXETA, 2008).  

A primeira publicação que descreve células aderidas foi descrita por Zobell em 

1943, quando se iniciaram estudos sobre a adesão de bactérias marinhas em cascos de 
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navios e em diferentes tipos de superfícies (ZOBELL, 1943). Em 1978, técnicas de 

microscopia mais sofisticadas e efetivas foram empregadas por Costerton, o qual 

verificou que a maioria dos microrganismos nos ambientes naturais se encontrava fixa a 

suportes, e não na forma livre, atribuindo o nome de biofilme às células microbianas 

aderidas (COSTERTON et al., 1995). 

Biofilmes são comunidades constituídas por células sésseis, mono ou multiespécies, 

embebidos em uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares (EPS), produzida de 

polissacarídeos, proteínas, ácidos nucleicos e lipídios, aderidas a um substrato biótico ou 

abiótico, em cuja formação os microrganismos exibem diferenciados fenótipos, 

metabolismo, fisiologia e transcrição genética (DONLAN & COSTERTON, 2002; 

FLEMMING et al., 2016).  

Os biofilmes podem estar aderidos a qualquer superfície e são envolvidos por uma 

matriz de polímeros orgânicos, local onde os microrganismos estão fortemente aderidos 

a uma superfície por meio de filamentos de natureza protéica ou polissacarídica, 

conhecidos como EPS (COSTERTON et al., 1999). A adesão superficial dos 

microrganismos forma o EPS, o qual resiste a ambientes hostis, de modo a bloquear e 

reter os nutrientes necessários para o crescimento dos biofilmes, além de oferecer 

proteção às células contra agentes antimicrobianos (TORTORA et al., 2000). 

As EPS sintetizadas por células microbianas variam muito na sua composição, e 

consequentemente, nas propriedades químicas e físicas. Os polissacarídeos são cadeias 

moleculares longas e finas, podendo estar associados de diferentes formas. As EPS 

presentes nos biofilmes assemelham-se aos polímeros sintetizados pelas correspondentes 

células em suspensão, e sua quantidade sintetizada nos biofilmes dependerá da 

disponibilidade de substratos de carbono e outros nutrientes (SUTHERLAND, 2001). De 

acordo com alguns autores, esta matriz tem inúmeras funções, como adesão inicial, 

retenção de água, adsorção de compostos, fonte de nutrientes, troca e armazenamento de 

informações genéticas. Além disso, o EPS é a principal barreira protetora no biofilme, 

capaz de prevenir o acesso físico de certos agentes antimicrobianos e agentes sanitizantes, 

restringindo a difusão destes para o interior da matriz (GILBERT & FOLEY, 1997; 

ELVERS & LAPPIN-SCOTT, 2000). 

A composição dos biofilmes depende de vários fatores: do tipo de microrganismo, 

do seu estado fisiológico, ambiente físico e da superfície na qual as células estão aderidas. 

As várias fases da interação microbiana parecem requerer a produção de estruturas 

extracelulares que ajudam na adesão inicial, na manutenção da estrutura do biofilme, e 



31 

 

mesmo no desprendimento de agregados (SAUER et al., 2002). Os produtos excretados 

incluem enzimas, proteínas, bacteriocinas, solutos de baixa massa e ácidos nucleicos 

liberados devido à lise celular (CERCA, 2012). 

Os biofilmes contêm partículas de proteínas, lipídeos, fosfolipídeos, carboidratos, 

sais minerais e vitaminas, debaixo das quais os microrganismos continuam a se 

multiplicar, seja em cultivo puro ou em associação com outros microrganismos. Assim, 

os microrganismos  tornam-se mais resistentes à ação de agentes físicos e químicos, como 

os utilizados nos procedimentos de higienização (RICHARD et al., 2003; MARQUES, 

2005).  

Há várias descrições diferentes de estrutura dos biofilmes. Pelo menos três tipos de 

estruturas diferentes foram publicadas até o momento: a estrutura tradicional do biofilme 

(estrutura plana e homogênea); o modelo homogêneo em mosaico (constituída por 

microcolônias de bactérias unidas por EPS rodeadas por uma fase líquida); e a forma em 

cogumelo (estrutura de biofilme semelhante a um cogumelo com vários canais através 

dos quais passa a fase líquida), sendo essa última a mais citada (BEER D et al., 1994; 

COSTERTON et al., 1995).  

A formação do biofilme consiste em cinco etapas: I) condicionamento da superfície 

pela adsorção de material orgânico; II) transporte de células e nutrientes para o sítio de 

aderência; III) início do processo de adesão bacteriana reversível; IV) crescimento 

celular, colonização e adesão irreversível e V) biofilme com alta atividade metabólica e 

liberação de células localizadas na periferia (CHARACKLIS, 1984). 

Depois do contato inicial com a superfície, os microrganismos iniciam a produção 

de fibras finas, que podem ser vistas por microscopia eletrônica. Essas fibras tornam-se 

mais grossas com o tempo, levando à formação das matrizes. A produção de EPS aumenta 

conforme a adesão das bactérias às superfícies (KUMAR & ANAND, 1998).  

Além disso, no biofilme há um mecanismo de comunicação celular, o qual envolve 

a síntese bacteriana e a liberação de moléculas sinalizadoras difusíveis, chamado de 

quorum sensing (QS). Estes sinais podem ser dependentes da densidade celular ou 

produzidos pelas bactérias em diferentes fases de crescimento, permitindo uma regulação 

da expressão gênica. O QS é medido pelas moléculas N-acil homoserina-lactonas 

(AHLs), podendo assim se monitorar a população de biofilmes em um determinado 

ambiente (CERCA, 2012).  

 Salmonella spp. pode aderir e formar biofilmes em superfícies inertes de 

processamento de alimentos (MANIJEH, 2008). A celulose é um dos principais 
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componentes do biofilme produzido por Salmonella spp. Representa um fenótipo 

essencial do ciclo de vida do organismo para uma melhor adaptação da sobrevivência 

bacteriana no ambiente e maior probabilidade de colonização em um hospedeiro animal 

(SOLANO et al., 2002). Além da celulose, Salmonella spp. produz Tafi, finas fimbrias 

agregativas que facilitam a adesão às superfícies e fornecem resistência às células contra 

forças químicas e mecânicas. A síntese de ambos componentes, celulose e Tafi, é regulada 

por um sistema complexo, que leva à formação de uma rede altamente hidrofóbica com 

células muito compactadas em uma matriz rígida (CERCA, 2012). 

Uma vez constituídos, os biofilmes agem como pontos de contaminação constante, 

liberando fragmentos ou células planctônicas dos microrganismos, como Salmonella spp., 

podendo comprometer a qualidade microbiológica de produtos (FUSTER-VALLS et al., 

2008). Na indústria alimentícia, constituem um risco higiênico, causando perdas 

econômicas devido às falhas técnicas nos sistemas de águas, na qualidade da higienização 

e na manipulação dos produtos. Atualmente a preocupação é notável com organismos 

patogênicos que se aderem às superfícies e que, posteriormente, irão causar risco à saúde 

do consumidor. 

 

3.7.1 Métodos alternativos para controle de biofilme 

 

A susceptibilidade reduzida aos desinfetantes e a agentes antimicrobianos pelos 

biofilmes microbianos torna o seu controle um desafio. Costerton et al., (1995) relataram 

que estas células aderidas são quinhentas a mil vezes mais resistentes em comparação às 

células planctônicas, sendo necessário encontrar novas maneiras e compostos para o 

controle dos biofilmes. 

Neste contexto, inúmeros estudos buscam métodos alternativos e promissores para 

controle da formação de biofilmes na indústria de alimentos. Dentre eles, pode-se destacar 

o uso dos bacteriófagos (GREGORACCI et al., 2006; SKURNIK & STRAUCH, 2006; 

McLAUGHLIN & KING, 2008; SONI & NANNAPARENI, 2010; SREY & HA, 2013; 

PIRES et al., 2017), o uso de biosanitizantes produzidos por bactérias (NDAHETUYE et 

al., 2012) e de bacteriocinas (GÓMEZ et al., 2012). Além disto, destaca-se o uso de 

ionização e radiação ultravioleta (BAE & LEE, 2012), o tratamento com ultrassom, o uso 

da água eletroquimicamente ativada (AYEBAH et al., 2006; WILSMANN et al., 2019), 

a ação do ozônio (BAUMANN et al., 2009), o uso de ácidos orgânicos e biossurfactantes, 

além de produtos naturais como os óleos essenciais (TIWARI et al., 2009). 
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3.8 Bacteriófagos 

 

            Os bacteriófagos ou fagos são um grupo de vírus que se caracterizam pela sua 

capacidade de infectar células procarióticas (ACKERMANN, 2011). São intracelulares 

obrigatórios, hospedeiro-específicos, capazes de infectar espécies ou grupos dentro de 

uma mesma espécie (HANGENS & LOESSNER, 2007). Seu nome vem do grego e 

significa “comedor de bactéria”. Estes microrganismos encontram-se onipresentes em 

grande quantidade na biosfera, o que faz com que sejam considerados uma das entidades 

biológicas mais abundantes na terra (ACKERMANN, 2011; CLOKIE et al., 2011). 

 O primeiro relato da existência de bacteriófagos foi feito em 1896, quando o 

bacteriologista Ernest Hanking detectou a presença em dois rios na Índia de uma elevada 

atividade antibacteriana contra Vibrio cholerae, limitando a expansão da epidemia da 

cólera nesses locais (SULAKVELIDZE et al., 2001; HAQ et al., 2012). Mas foi em 1915 

que os bacteriófagos foram descobertos por Frederick Twort que testava a hipótese de os 

vírus possuírem capacidade de crescer em meios de cultura artificiais (DUCKWORTH, 

1976; SULAKVELIDZE et al., 2001). 

 Muitas vezes a descoberta dos bacteriófagos é associada a Félix D’Herelle, 

microbiologista do Instituto Pasteur (DUCKWORTH, 1976; FRUCIANO & BOURNE, 

2007). Em 1915, durante a primeira guerra mundial, ocorreu um surto de disenteria 

hemorrágica bacteriana entre as tropas francesas, cuja a fonte de infecção era a água 

contaminada com fezes humanas. D’Herelle coletou esta água, obtendo um filtrado livre 

de bactérias, o qual posteriormente incubou juntamente com a bactéria Shigella spp. 

Como resultado, observou-se um fenómeno idêntico ao que havia sido descrito por Twort, 

e para o qual deu o nome de placas de lise (SULAKVELIDZE et al., 2001). Dois anos 

depois, D’Herelle publicou esse achado sob o título “micróbio invisível e antagonista do 

Bacillus disenteri”, reportando uma relação causal entre a cura da disenteria e a presença 

deste vírus, intitulando de bacteriófago (D'HÉRELLE, 2007). Em 1919, D'Herelle foi 

responsável pelo início do conceito de terapia fágica, administrando dose de bacteriófagos 

para tratar crianças com disenteria bacteriana, obtendo melhora dos pacientes em 24 

horas. 

Logo após esse período, outros estudos foram conduzidos com fagos, nos quais 

constatou-se sua capacidade em lisar outras bactérias patogênicas, como S. Typhimurium, 

E. coli, Pasteurella multocida, V. cholerae, Yersinia pestis, Streptococcus species, 

Pseudomonas aeruginosa e Neisseria meningitis (FRUCIANO & BOURNE, 2007). 
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Uma década depois D’Herelle e colaboradores inauguraram em Paris o 

Laboratoire du Bacteriophage, onde eram comercializados cinco cocktails de 

bacteriófagos que asseguravam o tratamento de uma ampla variedade de infecções 

(SULAKVELIDZE et al., 2001; FRUCIANO & BOURNE, 2007; ABEDON et al., 

2011). A novidade gerou muitas controvérsias em torno da ausência de ensaios clínicos 

que comprovassem a eficácia desta terapêutica. O forte impacto negativo, juntamente 

com o início da era dos antibióticos, fez com que o interesse na fagoterapia começasse a 

decair no Ocidente durante os anos 1940 e 1950. Contudo, na União Soviética e no Leste 

Europeu (Geórgia, Ucrânia, Polônia e Rússia) continuaram as pesquisas com 

bacteriófagos para controle de infecções bacterianas (SULAKVELIDZE, 2006). 

 

3.8.1 Classificação dos bacteriófagos 

 

Em 1971, David Baltimore desenvolveu um sistema de classificação de vírus, o 

qual é baseado na síntese de RNAm Viral. O sistema de Baltimore agrupa os vírus em 

sete classes, de acordo com seu genoma (DNA e RNA, fita dupla ou simples), modo de 

replicação e expressão gênica. Os fagos pertencem às classes: I (DNAds que fazem a 

transcrição do mRNA por assimetria), II (DNAss da mesma polaridade do mRNA), III 

(RNAds que fazem a transcrição do mRNA por assimetria e produzem RNAm 

diretamente) e IV (RNAss de sentido positivo). 

Os fagos são constituídos por ácido nucleico e proteínas e dividem-se em seis 

grupos distintos (GRATH & SINDEREN, 2007; FERREIRA et al., 2010). O genoma 

viral pode apresentar-se sob a forma de DNA ou RNA, de cadeia simples (ss) ou dupla 

(ds), na conformação linear, circular ou superenrolada. Os fagos com DNA cadeia dupla 

podem ser com cauda contráctil (A), cauda não-contrátil (B), cauda curta (C), sem cauda 

(D3) e pleomórficos com invólucro lipídico (G). Os fagos de DNA cadeia simples podem 

ser icosaédricos (D1 e D2) ou filamentosos (F1 e F2). Os do grupo E são icosaédricos 

com RNA cadeia simples (E1) ou dupla (E2) (ACKERMANN, 1998). 
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3.8.2 Taxonomia dos bacteriófagos 

 

O Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (International Committee on 

Taxonomy of Viruses- ICTV) é uma entidade internacional responsável pela taxonomia 

de todos os tipos de vírus e pela classificação de bacteriófagos (ACKERMANN, 2011). 

Atualmente os bacteriófagos encontram-se divididos em 13 famílias distintas, com base 

na natureza do ácido nucleico e morfologia apresentada (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Classificação taxonômica dos bacteriófagos quanto à família, características 

morfológicas e classe dos ácidos nucléicos. 

Família Características morfológicas Ácido Nucléico 

Corticoviridae sem envelope, capsídeo icosaédricos dsDNA 

Cystoviridae com envelope, capsídeo icosaédricos dsRNA 

Fuselloviridae com envelope, pleomórfico, sem capsídeo dsDNA 

Inoviridae sem envelope, filamentoso ssDNA 

Leviviridae sem envelope, capsídeo icosaédricos ssRNA 

Lipothrixviridae com envelope, simetria helicoidal dsDNA 

Microviridae sem envelope, capsídeo icosaédricos ssDNA 

Myoviridae sem envelope, cauda contrátil dsDNA 

Plasmaviridae com envelope, pleomórficos dsDNA 

Podoviridae sem envelope, cauda curta não contrátil dsDNA 

Rudiviridae sem envelope, simetria helicoidal dsDNA 

Siphoviridae sem envelope, cauda longa não contrátil dsDNA 

Tectiviridae sem envelope, cauda contrátil dsDNA 

Fonte: ACKERMANN (2011). 

 

De todos os fagos descritos até então, cerca de 96% pertencem à ordem 

Caudovirales, grupo caracterizado pela presença de cauda (ORLOVA, 2012; KING et 

al., 2012). De acordo com as morfologias desta estrutura, estão ainda organizados em 3 

famílias filogeneticamente distintas: Myoviridae, Siphoviridae e Podoviridae 

Alguns bacteriófagos já conhecidos para Salmonella enterica são denominados 

OX174 e pertencem à família Microviridae. O bacteriófago T4 pertence à família 

Myoviridae, sendo relacionado ao sorovar S. Enteritidis (ABEDON, 2008). Bacteriófagos 
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da família Podoviridae, como o P22, estão relacionados ao sorovar S. Typhimurium 

(BYL & KROPINSKI, 2000). 

 

3.8.3 Ciclo de Replicação dos Bacteriófagos 

 

Os bacteriófagos não possuem sistemas geradores de ATP e sistemas necessários 

à síntese das suas próprias proteínas e ácidos nucleicos. Com isso, o seu processo de 

replicação depende do metabolismo das células hospedeiras que serão susceptíveis 

(TORTORA et al., 2012). 

A replicação do fago consiste na ligação nos receptores da célula bacteriana com 

posterior injeção do material genético, RNA ou DNA fágico, no hospedeiro bacteriano. 

As próximas etapas da adsorção e penetração do ácido nucleico viral, referem-se a síntese 

de componentes, replicação do material genético e a produção de novos capsídeos, com 

isso o fago assume a maquinaria biossintética do hospedeiro, e proteínas são sintetizadas. 

As últimas etapas consistem na montagem do novo fago e na liberação, a qual ocorre 

mediante lise bacteriana (SULAKVELIDZE, 2011). 

No final do seu ciclo de crescimento, os novos fagos gerados precisam sair da 

bactéria hospedeira. Fagos de DNA de cadeia dupla saem das células bacterianas 

expressando duas proteínas, a holina e a endolisina (SHI et al., 2012; FAN et al., 2016). 

A holina é responsável por criar um poro na membrana citoplasmática, permitindo que a 

endolisina passe e interaja com a matriz de peptidioglicano resultando em lise celular 

(LOESSNER, 2005; FISCHETTI, 2010). A endolisina produzida por bacteriófagos, 

quando clonada e purificada, tem ação antimicrobiana e seu uso se torna outra 

possibilidade para atuação dos fagos (DONAVAN et al., 2006). 

Dependendo do tipo de bacteriófago, o ciclo de vida do vírus pode divergir numa 

via lítica ou lisogênica, e terá diferentes consequências tanto para a célula hospedeira 

como para a possível infecção viral (Figura 1). O ciclo lítico, ocorre dentro do hospedeiro 

e induz a lise das células, resultando na liberação de uma nova progênie de bacteriófagos, 

recomeçando, assim, um novo ciclo de infecção (MANDILARA et al., 2006; GRAY et 

al., 2018). 
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Figura 1 - Ciclo de vida de um bacteriófago. 

 

Fonte: GRAY et al. (2018). 

 

O ciclo lisogênico ocorre quando o ácido nucleico de um fago temperado é 

integrado no cromossomo ou no plasmídeo da célula hospedeira, recebendo o nome de 

prófago. Ao replicar-se, a bactéria replica o prófago para as células filhas. Esse estado 

lisogênico não é irreversível, pode haver estímulos, como exposição a temperatura ou à 

radiação ultravioleta, que fazem com que o prófago se desprenda do genoma da bactéria 

e inicie um novo ciclo lítico (GOLDING, 2011; GRAY et al., 2018). Quando persiste no 

cromossomo ou plasmídeo do microrganismo, o prófago pode conferir novas funções aos 

seus hospedeiros como resultado da transferência horizontal de genes, por meio da 

transdução. Porém, o papel dos fagos na disseminação de genes de resistência a 

antibióticos entre hospedeiros bacterianos ainda não foi claramente resolvido, e deve ser 

considerado ao projetar estratégias para enfrentar a crise global de resistência aos 

antibióticos (LEKUNBERRI et al., 2017). 

O processo de replicação dos bacteriófagos pode levar a lise das células 

bacterianas, e isso faz com que estas partículas virais representem uma alternativa 

terapêutica viável para as infecções bacterianas (SULAKVELIDZE, 2006). São 

considerados atraentes devido às diversas características que possuem, como serem 
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hospedeiro-específicos, não destruindo a microbiota adjacente, não serem prejudiciais 

para as células eucariotas, e rapidamente modificáveis para combater o aparecimento de 

novas ameaças bacterianas (GONÇALVES et al., 2015). 

A lise bacteriana possibilita a liberação de novos bacteriófagos no local de 

infecção e uma dose inicial é suficiente para atingir a eficácia terapêutica, ao contrário 

dos antibióticos que necessitam de repetidas doses superiores para que sejam mantidas as 

concentrações adequadas (ABEDON & ABEDON, 2010; LOC-CARRILLO & 

ABEDON, 2011; VANDAMME, 2013). Além disso, tem demonstrado ser eficaz no 

combate a formação de biofilmes e atuação em biofilmes pré-formados, situação essa que 

os antibióticos, muitas vezes são ineficazes devido à impossibilidade de atuarem nas 

células sésseis que estão embebidas por EPS (ABEDON et al., 2011). 

 

3.8.4 Controle Biológico com o uso dos Bacteriófagos 

 

Há muitos anos os bacteriófagos são isolados e purificados da natureza para tratar 

infecções, principalmente nos países da antiga União Soviética. Como já se sabe, fagos 

são considerados seguros para uso, já que são espécie-específicos (REARDON, 2017b). 

O Instituto Eliava (George Eliava Institute of Bacteriophages, Microbiology and 

Virology), fundado em 1923, na Rússia, conta com uma biblioteca de bacteriófagos 

líticos, os quais possuem atuação contra um amplo espectro de bactérias patogênicas. 

Neste local são realizados procedimentos de terapia fágica, onde pacientes acometidos 

por bactérias multirresistentes a antibióticos encontram uma alternativa ao tratamento. 

Desde o início, o instituto foi considerado líder por suas realizações no campo da pesquisa 

de bacteriófagos. Nos anos 80, quando não havia menção de terapia fágica no Ocidente, 

contava com inúmeros colaboradores, e os volumes diários de produção chegaram a 

exceder duas toneladas de preparações de bacteriófagos (ELIAVA, 2010). 

Com inspiração no Instituto Eliava, os produtos à base de bacteriófagos 

comercializados pela empresa Biochimpharm® são utilizados na medicina veterinária, em 

alimentos e na agricultura. Na área veterinária esses produtos demonstraram até 100% de 

eficácia contra patógenos bacterianos. Com essa tecnologia, tem-se uma alternativa 

saudável, já que pode ser administrada em bovinos, aves, suínos e na piscicultura. Além 

disso, esses produtos são usados no controle biológico e podem reduzir com segurança a 

contaminação bacteriana dos alimentos. No período soviético, na Geórgia e no Leste 
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Europeu, os bacteriófagos líticos para Salmonella spp. foram ativamente utilizados na 

indústria de embutidos (BIOCHIMPHARM, 2017). 

Além disso, são comercializados diferentes produtos à base de fagos para 

medicina humana (fagoterapia), os quais podem ser administrados por via oral 

(comprimidos e tablets), spray e via intravenosa. Outra vantagem, é que os fagos não 

possuem efeitos adversos relatados e não causam processos disbióticos, como é o caso de 

alguns medicamentos sintéticos (BIOCHIMPHARM, 2017). 

Em 2017, começaram a ser comercializados no Brasil os bioprotetores 

patogênicos PhageGuard Listex e PhageGuard S (R$ 1.191,56/1L), produtos à base de 

bacteriófagos líticos para o combate de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. A 

atuação dá-se através da aplicação direta no alimento, no ambiente de fabricação, em 

superfícies de contato, nos pisos e drenos (SACOO, 2017). Porém, deve-se ressaltar que 

o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) ainda não autorizou a 

utilização direta em carne de frango em matadouros-frigoríficos do Brasil, somente no 

ambiente de processamento, diferente do que já ocorre há anos nos EUA e na União 

Europeia. Recentemente, a Bayer lançou o Fagolac®, produto em pó à base de 

bacteriófagos líticos para controle de bactérias patogênicas causadoras de diarreia em 

bezerros, através da administração via alimento (BAYER, 2018). 

Muitos matadouros-frigoríficos do Brasil exportam os seus produtos para diversos 

países, contudo, diversas vezes, ocorre o retorno de containers com grandes quantidades 

de carne de frango, em função de ter sido ultrapassado os limites de contaminação por 

patógenos, como Salmonella spp. Frente a isso, a indústria avícola tem grande interesse 

no uso de novas tecnologias antimicrobianas, como o uso de bacteriófagos. Neste 

contexto, o governo (MAPA) publicou em 2017 a Instrução Normativa nº 30 de 9 de 

agosto de 2017, a qual estabelece procedimentos para submissão de propostas, avaliação, 

validação e implementações de inovação tecnológicas a serem empregadas em qualquer 

etapa da fabricação de produtos de origem animal em estabelecimentos registrados 

(BRASIL, 2017). Com isso, o Brasil dá um importante passo para a possibilidade de 

aprovação da aplicação de bacteriófagos na indústria de alimentos. Esta tecnologia pode 

ser usada para prevenir e/ou reduzir a colonização por patógenos nas doenças em 

humanos e animais, na descontaminação de carcaças, na desinfecção e no controle de 

biofilmes de equipamentos e superfícies, aprimorando a qualidade dos alimentos 

produzidos (HUNGARO, 2010).  
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Os fagos são considerados agentes antimicrobianos promissores para prevenção e 

controle de biofilmes. No entanto, muitos estudos são necessários para entender melhor 

a interação entre fagos e biofilmes, uma vez que sua limitação já foi relatada (PIRES et 

al., 2017). Vários estudos mostram reduções significativas nos biofilmes mono e 

multiespécies após uso de bacteriófagos, porém a erradicação completa é praticamente 

impossível (LEHMAN & DONLAN, 2015; GUTIÉRREZ et al., 2015; GONG & JIANG, 

2017).  

Os fagos necessitam alcançar a bactéria hospedeira para se conectar aos receptores 

específicos que estão localizados na superfície celular. Somente após isso, a infecção e 

replicação é iniciada. A partir dessa teoria, o acesso aos receptores em células 

planctônicas é mais fácil quando se compara a células sésseis, já que nas células de vida 

livre os receptores estão mais facilmente disponíveis para o encaixe dos fagos 

(AZEREDO & SUTHERLAND, 2008; SILLANKORVA & AZEREDO, 2014). O 

biofilme é envolto pela matriz de substância polimérica extracelular, o que limita a 

difusão do fago. Estima-se que 10% da biomassa que compõe o biofilme são células, os 

outros 90% são diferentes tipos de polímeros (EPS) (FLEMMING & WINGENDER, 

2010). Com isso, a matriz de EPS é considerada um dos principais obstáculos que limita 

a difusão de agentes antimicrobianos, incluindo os bacteriófagos, até às células 

bacterianas sésseis. 

A difusão de fagos através da matriz do biofilme pode ser influenciada tanto pela 

morfologia do fago quanto pela densidade do biofilme. A difusão de fagos através de 

biofilmes densos será mais difícil do que através de biofilmes menos densos. Em teoria 

os biofilmes que possuem canais de água maiores, são mais propensos ao ataque de fagos 

do que as estruturas mais densas (HU et al., 2010). 

O estado fisiológico das células também tem grande influência na replicação dos 

fagos. As células na fase exponencial são mais rapidamente lisadas do que as bactérias na 

fase estacionária (STORMS et al., 2014). Além disso, as células que ficam nas camadas 

mais profundas do biofilme e sob baixas condições de nutrientes e oxigênio reduzem a 

ação do fago, sendo uma das principais razões pelas quais os fagos replicam mais nas 

células planctônicas em comparação às células sésseis (MAH & OTOOLE, 2001; 

SILLANKORVA & AZEREDO, 2014).  

Para superar essas limitações do controle biológico com uso de fagos, pode ser 

utilizada combinações sinérgicas com múltiplos fagos na forma de cocktails ou associado 

a antimicrobianos e outros agentes bactericidas (CHAN et al., 2013). Desta forma, essa 
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pesquisa busca mais informações sobre a interação fago-biofilme, que ainda é um 

processo complexo. 

 

3.9 Óleos essenciais como agentes antimicrobianos 

 

A crescente resistência dos microrganismos aos produtos químicos convencionais 

e aos antimicrobianos levou cientistas a procurar novas alternativas biocidas, já que desde 

a antiguidade plantas e seus derivados, como os óleos essenciais (OEs), são utilizados na 

medicina popular. Desempenham papel protetor de plantas contra agentes infecciosos, 

como bactérias. Utilizados desde a idade média nos mais diferentes ramos das indústrias 

farmacêutica, sanitária, cosmética, agrícola e de alimentos, a atividade bactericida dos 

OEs é tida como destaque (BAKKALI et al., 2008). 

A busca de garantias para a segurança dos alimentos impulsiona o 

desenvolvimento de métodos que podem ser substituídos por alternativas naturais, menos 

prejudiciais à saúde e, muitas vezes, mais viáveis economicamente (VIUDA-MARTOS 

et al., 2008; TIWARI et al., 2009). Na indústria de alimentos, o uso de aditivos que 

aumentem a segurança microbiológica é de grande interesse, o que abre perspectivas para 

o uso de compostos bioativos, dentre eles o uso de OEs (SARTORATTO et al., 2004; 

TIWARI et al., 2009; SHAO et al., 2011). 

A composição química dos OEs é variável, tendo influência de fatores como 

clima, região geográfica, solo e estágio de desenvolvimento da planta. Essas 

características podem alterar a resposta bioativa dos compostos (MATTOS et al., 2007). 

Os OEs são uma fonte rica de alcaloides, compostos fenólicos e terpenóides, muitos com 

atividade antimicrobiana comprovada. Estão presentes terpenóides, especialmente 

monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20). Também possuem uma 

variedade de peptídeos antimicrobianos, tais como ácidos, álcoois, aldeídos, 

hidrocarbonetos alifáticos, ésteres acíclicos ou lactonas, outros compostos raros contendo 

azoto e enxofre, cumarinas e homólogos de fenilpropanóides (OLIVEIRA et al., 2012). 

Os OEs contêm uma série de metabólitos secundários que podem inibir ou retardar 

a multiplicação bacteriana. Seus componentes têm uma variedade de alvos, 

particularmente a membrana e o citoplasma, e em determinadas situações, eles alteram 

completamente a morfologia das células (CHORIANOPOULOS et al., 2008; MARTINO 

et al., 2009).  
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A ação antimicrobiana dos OEs está ligada à sua hidrofobicidade, que permite a 

associação aos lipídios da membrana celular, tornando os óleos permeáveis e causando 

perdas do conteúdo das células. Condições físicas, como o baixo pH, baixa temperatura 

e baixos níveis de oxigênio melhoram a ação antimicrobiana de óleos essenciais (BURT, 

2004). Os compostos fenólicos presentes nos óleos essenciais podem alterar a 

permeabilidade da membrana celular, permitindo assim a perda de macromoléculas, 

como a ribose e glutamato de sódio. Além disso, podem interagir com proteínas da 

membrana causando deformação na sua estrutura e funcionalidade (FUNG et al., 1977; 

BAJPAI et al., 2008). Com esse efeito sobre a membrana celular da bactéria, os OEs 

muitas vezes são utilizados em sinergismo com outros compostos bactericidas, como o 

caso da associação com ácidos orgânicos e biossurfactantes. 

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é uma planta nativa da Ásia (LORENZI 

& MATOS, 2002). É uma especiaria da culinária usada na medicina tradicional para 

melhora da digestão e que auxilia no tratamento de condições inflamatórias, tais como 

osteoartrite e artrite reumatóide (YADAV et al., 2012). O gengibre contém componentes 

bioativos, como o gingerol, shogal e outros gingerones (ALMALKI et al., 2016). Estudos 

realizados com seu óleo essencial e o extrato de gengibre frente a diversos patógenos 

alimentares verificaram excelente atividade antimicrobiana contra diferentes sorovares 

de Salmonella (SANGUANPUAG, 2011; AHMED, 2012). 

O orégano pertence à família Lamiaceae, com mais de 30 gêneros e 223 espécies, 

representa um grande interesse ecológico e econômico, pois inclui muitas espécies 

medicinais e aromáticas (BENABID, 2000). Dentro desta família, o gênero Origanum é 

representado por cinco espécies, incluindo o Origanum compactum, umas das mais 

estudadas. Usado principalmente como condimento culinário, é empregado também em 

medicamentos para o tratamento de distúrbios pulmonares (BENABID, 2000; 

ENNABILI et al., 2000; BOUHDID et al., 2008). O óleo essencial de O. compactum 

possui ação antifúngica significativa, sendo o carvacol e o timol os dois principais fenóis, 

os quais constituem 78 a 85% de concentração para atividade antimicrobiana 

(BOUCHRA et al., 2003; FRATINI et al., 2017). O OE O. compactum possui ação sobre 

diferentes bactérias patogênicas, entre elas S. Typhimurium (MITH et al., 2014). 

A canela (Cinnamomum cassia), uma planta aromática da família Lauraceae, é 

originária do sul da China. É uma especiaria obtida a partir da casca interna, sendo 

amplamente usada em alimentos e na indústria cosmética, bem como erva medicinal para 

tratar doenças (OOI et al., 2006; CHAUDHRY & TARIQ, 2006; KANG et al., 2014). Os 
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OEs do gênero Cinnamomum possuem efeito antibacteriano contra um amplo espectro de 

bactérias patogênicas (CHANG et al., 2001; SHAN et al., 2007; LÓPEZ et al., 2007; 

YANG et al., 2012). É importante conhecer a composição química deste OE para 

compreender a ação antibacteriana (NAZZARO et al., 2013), sendo o cinamaldeído e 

eugenol os componentes principais, compostos não voláteis usados como conservante 

natural em alimentos. O OE de C. cassia é eficaz na inibição da multiplicação de vários 

isolados de bactérias, incluindo Gram-positivo e Gram-negativo, entre essas a 

Salmonella, e fungos, incluindo leveduras (OOI et al., 2006). 

Estudos evidenciam o uso de OE de Cinnamomum como uma alternativa natural 

para conservantes químicos na preservação de alimentos (DUSSAULT et al., 2013). Nos 

Estados Unidos, o OE de canela é Geralmente Reconhecidos como Seguro (GRAS) e 

possui status como aditivo alimentar.  

Os OEs que são considerados Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS) 

em doses tipicamente usadas em alimentos (BURT, 2004; SOUSA et al., 2012) foram 

aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para uso em alimentos e bebidas. 

Nesta lista está incluído o óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) (FDA, 2009), 

cujos constituintes são o timol, terpineno, carcavol e linanol (DONEGÁ et al., 2014). A 

eficácia do tomilho na inibição de uma gama de bactérias patogênicas já foi previamente 

relatada (BALLESTER-COSTA et al., 2013; NEZHADALI et al., 2014; KOHIYAMA 

et al., 2015). Além disso, segundo D´Amanto et al., (2016), o óleo essencial de tomilho 

é eficaz para ser aplicado na superfície de carne fresca sem afetar o perfil sensorial do 

produto, sendo um bom conservante natural, com perspectivas de prolongar a vida útil. 

O cravo (Eugenia caryophyllus) também possui ação antimicrobiana. Estudos 

demonstraram que o óleo essencial de E. caryophillus contendo 78% de eugenol é efetivo 

contra bactérias patogênicas (E. coli O157:H7, S. Typhimurium, S. aureus e L. 

monocytogenes) (OUSSALAH et al., 2007; ALAM et al., 2016). De acordo com 

Leuschner & Lelsch, (2003), o óleo de cravo tem um efeito bactericida a uma 

concentração de 1% (vol/vol), e reduz significantemente contagens de bactérias como a 

L. monocytogenes. 

O uso dos OEs pode oferecer vantagens no processamento de alimentos, uma vez 

que podem aumentar a vida útil e a segurança do produto, além de permitir que novos 

produtos sejam introduzidos no mercado. Contudo, cabe ressaltar que são necessários 

muitos estudos para avaliar a ação dos óleos frente às condições intrínsecas de cada 

alimento, já que a eficácia antimicrobiana pode sofrer ação da composição do alimento. 
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Bem como, pesquisar maneiras de não alterar as características sensoriais do produto, 

como por exemplo, uso de microencapsulação ou liofilização, sendo essa última 

amplamente utilizada na produção de ração para frangos de corte. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local de realização dos experimentos 

 

O projeto foi desenvolvido no Laboratório de Bacteriologia e Micologia do 

Hospital Veterinário da Universidade de Passo Fundo (UPF) e no Centro de Diagnóstico 

e Pesquisa em Patologia Aviária (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS). 

 

4.2 Microrganismos utilizados 

 

Utilizou-se 126 isolados de Salmonella Heidelberg provenientes de produto final 

de matadouro-frigorífico avícola no ano de 2015 e sorotipificadas pela Fiocruz. Foram 

cedidas gentilmente pelo professor Dr. Eduardo Cesar Tondo do Instituto de Ciência e 

Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS.  

Os microrganismos estavam armazenados em freezer a -20°C em caldo Brain-Heart 

Infusion (BHI) com 20% de glicerol. Todos os isolados foram reativados para verificação 

da pureza, utilizando um meio de enriquecimento não seletivo (BHI - Oxoid®), e 

posteriormente inoculados em caldo Rappaport Vassiliadis (RV - Merck®), plaqueadas 

em Ágar Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD - Merck®) e incubadas a 37±1oC. Depois de 

24 horas, foi observado o padrão de colônias para avaliar se são compatíveis com 

Salmonella spp., seguido da confirmação bioquímica e sorológica. 

 

4.3 Análises estatísticas 

 

Os programas Microsoft Excel (Microsoft; Redmond, EUA), SPSS versão 2.3 

(SILVA, 2014) e PAST 3.20 (IBM; Hong Kong) foram utilizados para a análise estatística 

dos dados.  

Os resultados obtidos foram analisados por meio da análise de variância e a 

comparação das médias será realizada com o teste Tukey a 5% de probabilidade. Os testes 

não paramétricos de Qui-quadrado (χ2) foram usados para a classificação estatística da 

capacidade de formação de biofilme dos isolados e o dendrograma foi gerado utilizando 

o software PAST 3.20. 
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5 EXPERIMENTOS 

 

Na Figura 2 é apresentado o organograma com as principais etapas que foram 

realizadas na metodologia deste projeto. 

 

Figura 2 - Organograma com as etapas desenvolvidas neste projeto. 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2020).  
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5.1 Experimento 1 - Avaliação da adesão bacteriana de Salmonella Heidelberg em 

poliestireno 

 

5.1.1 Material e Métodos 

 

Os 126 isolados de SH reativados foram usados para os ensaios de capacidade de 

formação de biofilme em placas de microtitulação de poliestireno e a quantificação de 

biofilmes foi realizada conforme Stepanovic et al. (2000; 2004), Rodrigues et al. (2009) 

e Doijad et al. (2015). 

Uma alíquota de cada cultura foi transferida para caldo triptona de soja (TSB) sem 

glicose (Oxoid®) para incubação a 36±1°C por 24 horas até atingir a escala 1 de 

MacFarland. Posteriormente, 200 μL de cada suspensão bacteriana foi inoculada, em 

triplicata, em poços de placas de microtitulação de poliestireno de 96 cavidades (Kasvi®). 

Os controles negativos foram poços com caldo TSB sem glicose, em triplicata, não 

inoculados. Após a incubação a 36±1°C por 24 horas, a suspensão bacteriana foi aspirada 

de cada poço, lavada 3 vezes com 250 μL de solução de cloreto de sódio a 0,9% estéril 

(Synth®), secando-se levemente a placa. Em seguida, as células bacterianas foram fixadas 

com 200 μL de metanol p.a. (Neon®) por 15 minutos. O metanol removido e as placas 

secas em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram coradas com 200 μL de 

cristal violeta de Hucker 2% (Vetec®) por cinco minutos, lavadas em água corrente e 

secas a temperatura ambiente. Após adição de 250 μL ácido acético glacial 33% foi 

realizada a leitura da absorbância em leitor de ELISA (Rosys Anthos® 2010) a 550 nm.  

O valor da densidade óptica de cada amostra (Doa) foi obtida pela média aritmética 

da absorbância dos três poços e comparado com a média da absorbância dos controles 

negativos (Docn). Para determinar o grau de formação de biofilme foi utilizada a seguinte 

classificação: não formadora de biofilme (Doa≤Docn), fracamente formadora de biofilme 

(Docn<Doa≤2.Docn), moderadamente formadora de biofilme (2.Docn<Doa≤4.Docn) e 

fortemente formadora de biofilme (4.Docn<Doa).  

 

5.1.2 Resultados e discussão 

 

O ensaio de formação de biofilmes em microplacas de poliestireno serviu como 

uma triagem para selecionar os isolados de S. Heidelberg com potencial de formação de 

biofilme em superfície abiótica. 
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A técnica permitiu a detecção de isolados de Salmonella Heidelberg produtores 

de biofilmes em diferentes graus (p<0,0001). Entre as amostras analisadas, 6% (8/126) 

foram classificadas como fortemente produtoras de biofilmes, 57% (71/126) com 

moderada formação e 37% (47/126) foram fracamente formadoras (Tabela 2). Na Figura 

3, observa-se a distribuição das densidades ópticas de formação de biofilme das amostras 

de S. Heidelberg. 

 

Tabela 2 - Classificação de Salmonella Heidelberg conforme a capacidade de formação 

de biofilme à 36±1°C. 

Temperatura 

 Formação de Biofilme - DO 550 nm 

p-valor* 
Não 

produtora 

Fraca 

(Docn<Doa≤2Docn) 

Moderada 

(2Docn<Doa≤

4Docn) 

Forte 

(4Docn<Doa) 

36±1ºC 0/126 (0%) 47/126 (37%) 71/126 (57%) 8/126 (6%) < 0,0001 

*Teste Qui-quadrado. 

 

Figura 3 - Distribuição das densidades ópticas de isolados de Salmonella Heidelberg 

formadores de biofilme. 

 
*Legenda: DO acima de 0,484 classificadas como fortemente formadora de biofilmes; DO entre 0,242 à 

0,484 classificadas como moderadamente formadoras; DO abaixo de 0,242 à 0,121 classificadas como 

fracamente formadora de biofilmes. 
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A superfície de poliestireno mimetiza alguns dos materiais plásticos utilizados em 

plantas de processamento de alimentos e apresenta uma boa simulação in vitro (PIRAS 

et al., 2015), como é o exemplo do polietileno presente nas placas de corte e do 

poliuretano presente nas esteiras de transporte dos matadouros-frigoríficos avícolas. Bem 

como o uso do caldo TSB sem glicose, que pareceu favorecer a formação de biofilmes in 

vitro, por ser um meio menos enriquecido que o caldo TSB. Estudos mostram que 

condições menos favoráveis servem como um estímulo à formação de biofilmes 

(RODRIGUES et al., 2009; REUTER et al., 2010; WANG et al., 2013). 

Outros trabalhos já detectaram isolados de Salmonella spp. capazes de produzir 

biofilmes em placas de poliestireno. Porém, o grau de formação é variável entre os 

trabalhos publicados (STEPANOVIC et al., 2004; RODRIGUES et al., 2009; TONDO 

et al., 2010; BORGES et al., 2018). A habilidade da S. Heidelberg formar biofilmes nessa 

superfície é importante, pois os materiais plásticos são muito utilizados no ambiente de 

criação dos animais e no processamento de alimentos, tanto nas indústrias como nas 

residências (STEENACKERS et al., 2012). Uma vez formado o biofilme nessas 

superfícies ele age como ponto de contaminação constante podendo comprometer a 

qualidade microbiológica de produtos (FUSTER-VALLS et al., 2008). 

Isolados que apresentam maior capacidade de produzir biofilmes apresentam um 

risco elevado de persistirem nas superfícies industriais, sabe-se que microrganismos em 

forma de vida séssil resistem significativamente mais aos agentes empregados nos 

procedimentos de higienização (COSTERTON et al., 1995; STEENACKERS et al., 

2012). O biofilme formado atua como uma barreira física que impede ação de agentes 

sanitizantes (COSTERTON et al., 1995; STEPANOVIC et al., 2004), tornando a 

eliminação desses patógenos um grande desafio em instalações de processamento de 

alimentos. 

Além disso o biofilme formado por Salmonella spp. tem uma matriz rígida 

altamente hidrofóbica com células muito compactadas, ou seja, é um biofilme denso 

formado principalmente por celulose e finas fimbrias agregativas (CERCA, 2012). Frente 

a isso, essa estrutura densa dificulta ainda mais a eliminação desse biofilme. 

Alguns estudos relatam a formação de biofilmes por Salmonella spp. até mesmo 

sob baixas temperaturas, como 4ºC e 8ºC, e ressaltam a dificuldade que os desinfetantes 

comuns tem em eliminá-los (MOREY & SINGH, 2012; CORCORAN et al., 2014; 

WEBBER et al., 2019, OLIVEIRA et al., 2019). Desta forma, testes para avaliar a 

eficácia de tratamentos alternativos, como o biocontrole com uso de bacteriófagos podem 
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oferecer importantes contribuições para estudos futuros. Além disso, sabe-se da 

necessidade de impedir a formação do biofilme, ou seja, atuar nas primeiras fases da 

formação do biofilme onde ainda é reversível, isso pode ser feito usando os bacteriófagos 

como ferramenta na anti-adesão de bactérias patogênicas. 

Observou-se diferença significativa (p<0,05) entre as classificações de formação 

de biofilme entre os isolados do mesmo sorovar, este resultado demonstra que mesmo 

dentro de um sorovar existem variações importantes quanto à habilidade em produzir 

biofilme. Vale ressaltar que essa diferença encontrada, pode ser explicada devido a ação 

da própria cepa e suas características intrínsecas, como a presença de genes associados a 

formação de biofilme, e devido à alta variabilidade dos isolados dentro de um mesmo 

sorovar (BORGES et al., 2018). Vestby et al. (2009), Lianou & Koutsoumanis (2012), 

Wang et al. (2013), relatam diferenças significativas entre isolados de diferentes 

sorovares de Salmonella spp. sobre a capacidade de formar biofilme. Além disso, 

observaram que a variabilidade das estirpes na formação do biofilme é afetada por 

diversos parâmetros ambientais, e parece aumentar a formação do biofilme à medida que 

as condições tornaram-se menos favoráveis para o microrganismo. 

Outros trabalhos avaliaram a formação de biofilmes por Salmonella Heidelberg e 

a maioria dos isolados produziram biofilmes de forma moderada ou fraca (BORGES et 

al., 2018), corroborando com nossos resultados. A habilidade desse sorovar formar 

biofilmes é preocupante, devido à sua alta frequência de isolamento em frigoríficos 

avícolas nos últimos anos, e principalmente por se mostrar altamente resistentes a 

antimicrobianos, dificultando o tratamento em muitos casos de salmoneloses (CDC, 

2016). 

 

5.2 Experimento 2 - Determinação do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos 

 

5.2.1 Material e Métodos 

 

O experimento foi realizado em parceria com o laboratório de microbiologia de 

alimentos do Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos da UFRGS. O ensaio de 

suscetibilidade a antimicrobianos foi realizado utilizando a metodologia de disco-difusão 

em ágar descrita por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Foram 

utilizados onze princípios ativos (Sensifar®): sulfazotrim (250 ou 300 µg), ampicilina (10 

µg), cloranfenicol (30 µg), cefoxitina (30 µg) ceftriaxona (30 µg), estreptomicina (10 µg), 



51 

 

gentamicina (10 µg), ciprofloxacina (5 µg); tetraciclina (30 µg), imipinem (10 µg) e 

cefazolina (30 µg). Foram escolhidos por serem de diferentes classes e princípios ativos, 

e por serem utilizados no Programa Nacional de Monitoramento da Prevalência e da 

Resistência Bacteriana em Frangos (PREBAF). 

Posteriormente à reativação dos 126 isolados, foram selecionadas as colônias 

compatíveis, as quais foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 37±1°C por 18-24 

horas. Em seguida foi realizada a diluição da suspensão bacteriana até atingir a escala 0,5 

de Mac Farland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). Após, um suabe estéril foi 

submerso na suspensão bacteriana e realizado o espalhamento em placas de petri 

contendo ágar Müller-Hinton (Kasvi®). Os discos de antimicrobianos foram adicionados 

individualmente e as placas foram incubadas a 37±1°C por 18-24 horas. A leitura foi 

realizada através da mensuração dos halos de inibição de multiplicação microbiana, 

obtidos em milímetros (mm). Os isolados, então, classificados como sensíveis, 

intermediários ou resistentes, conforme os padrões estabelecidos pelas normativas do 

CLSI (2014), apresentados abaixo (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Valores de halos inibitórios esperados para a família Enterobacteriaceae (CLSI, 

2014). 

ANTIMICROBIANOS Resistente* Intermediário* Sensível* 

SUL (250 ou 300 µg) ≤ 12 13 – 16 ≥ 17 

AMP (10 µg) ≤ 13 14 – 17 ≥ 17 

CLO (30 µg) ≤ 12 13 – 17 ≥ 18 

CFO (30 µg) ≤ 14 15 – 17 ≥ 18 

CRO (30 µg) ≤ 19 20 – 22 ≥ 23 

EST (10 µg) ≤ 11 12 a 14 ≥ 15 

GEN (10 µg) ≤ 12 13 – 14 ≥ 15 

CIP (5 µg) ≤ 20 21 – 30 ≥ 31 

TET (30 µg) ≤ 11 12 a 14 ≥ 15 

IMP (10 µg) ≤ 19 20 – 22 ≥ 23 

CFZ (30 µg) ≤ 19 20 – 22 ≥ 23 

Legendas: Sul: sulfazotrim (250 ou 300 µg), Amp: ampicilina (10 µg), Clo: cloranfenicol (30 µg), 

Cfo: cefoxitina (30 µg), Cro: ceftriaxona (30 µg), Cfz: cefazolina (30 µg), Est: estreptomicina (10 

µg), Gen: gentamicina (10 µg), Cip: ciprofloxacina (5 µg); Tet: tetraciclina (30 µg), Imp: 

imipinem (10 µg). *resultados em milímetros (mm). 

 

Com base na sensibilidade ou resistência dos microrganismos frente aos diferentes 

antimicrobianos, as mesmas foram classificadas em perfis fenotípicos de resistência. 

Isolados que apresentaram resistência para três ou mais classes de antimicrobianos foram 
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classificados como multirresistentes, conforme Schwarz et al. (2010). Além disso, a 

multirresistência também foi confirmada através do cálculo do IRMA (índice de 

resistência múltipla a antimicrobianos), segundo Krumperman (1983). O IRMA ≥ 0,2 é 

um dos indicadores relacionados ao fenômeno da múltipla resistência. Para o cálculo do 

IRMA, a seguinte fórmula foi aplicada (Krumperman, 1983):  

 

IRMA = nº de antibióticos resistentes / nº de antibióticos testados 

 

5.2.2 Resultados e discussão 

 

Dos 126 isolados de Salmonella Heidelberg, 97,62% (123/126) foram resistentes 

ao sulfazotrim (classe das sulfonamidas) e 79,36% (100/126) foram resistentes a 

ampicilina (classe dos β-lactâmicos). Da classe dos aminoglicosídeos, a gentamicina teve 

ação sobre 95,24% (120/126) dos isolados. O imipinem, classe dos carbapenêmicos, teve 

ação sobre a maioria dos isolados 72,22% (91/126) e somente 7,9% (10/126) mostraram-

se resistentes (Gráfico 1).  

Referente às cefalosporinas, a taxa de resistência foi alta, cefoxitina 63,49% 

(80/126), ceftriaxona 78,57% (99/126) e cefazolina 84,92% (107/126). Além disso, 

95,24% (120/126) dos isolados mostraram-se resistentes à tetraciclina. Às quinolonas, foi 

verificada 27,77% (35/126) de resistência à ciprofloxacina, porém ressalta-se a alta taxa 

de resistência intermediária 70,63% (89/126), sugerindo uma resistência futura já que 

nenhum isolado demonstrou sensibilidade (Gráfico 1). Ao observar a classe dos 

anfenicóis o antimicrobiano cloranfenicol foi o mais efetivo contra as SH, com 99,21% 

(125/126) de sensibilidade (Gráfico 1). 
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Gráfico 1 - Susceptibilidade antimicrobiana das 126 isolados de Salmonella Heidelberg 

frente aos antimicrobianos testados através do teste de disco-difusão em ágar com 

classificação em três categorias (sensível, intermediário e resistente). 

 
Legenda: Sul: sulfazotrim (250 ou 300 µg), Amp: ampicilina (10 µg), Clo: cloranfenicol (30 µg), 

Cfo: cefoxitina (30 µg), Cro: ceftriaxona (30 µg), Cfz: cefazolina (30 µg), Est: estreptomicina (10 

µg), Gen: gentamicina (10 µg), Cip: ciprofloxacina (5 µg); Tet: tetraciclina (30 µg), Imp: 

imipinem (10 µg). 

 

 

Na Tabela 4, estão descritos os vinte e quatro perfis de resistência aos 

antimicrobianos utilizados no ensaio. O perfil 6 reuniu o maior número de isolados 24,6% 

(31/126) e apresentou resistência à Sulfonamida, Ampicilina, Cefazolina, Ceftriaxona, 

Estreptomicina, Ciprofloxacina, Tetraciclina e à Cefoxitina. O segundo perfil com maior 

número de cepas foi o 8 com 15,87% (29/126) e apresentou resistência à Ceftriaxona, 

Sulfonamida, Ampicilina, Cefazolina, Ciprofloxacina, Tetraciclina e à Cefoxitina. 

Outro dado importante é quanto a classificação com base na resistência múltipla 

(resistência a três ou mais classes de antibióticos), 125 (99,2%) isolados foram 

multirresistentes, e somente um (0,79%) foi resistente a duas classes de antimicrobianos 

(cefalosporinas e quinolonas). A multirresistência também foi confirmada através da 

análise do IRMA, o qual variou de 1,0 a 0,3, conforme a Tabela 4. Segundo Krumperman 

(1983), o IRMA ≥ 0,2 é um dos indicadores relacionados ao fenômeno da múltipla 

resistência. 
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Tabela 4 - Distribuição do padrão de resistência e índice de resistência múltipla a 

antimicrobianos (IRMA) de Salmonella Heidelberg de origem avícola. 

Perfil de 

resistência 
Padrão de resistência aos antimicrobianos 

Número 

de 

isolados 

IRMA 

1 Sul, Amp, Clo, Cfo, Cro, Est, Gen, 

Cip, Tet, Imp, Cfz* 
1 1,0 

2 Sul, Amp, Cfo, Cro, Est, Gen, Cip, Tet, Imp, Cfz* 1 0,9 

3 Sul, Amp, Cfo, Cro, Est, Cip, Tet, Imp,Cfz* 15 0,8 

4 Sul, Amp, Cro, Est, Gen, Cip, Tet, Imp, Cfz* 1 0,8 

5 Sul, Amp, Cfo, Cro, Cip, Tet, Imp, Cfz* 10 0,7 

6 Sul, Amp, Cfo, Cro, Est, Cip, Tet, Cfz* 31 0,7 

7 Sul, Amp, Cro, Est, Gen, Cip, Tet, Cfz* 2 0,7 

8 Sul, Amp, Cfo, Cro, Cip, Tet, Cfz* 29 0,6 

9 Sul, Cro, Est, Cip, Tet, Imp, Cfz* 

 

 

 

 

2 0,6 

10 Sul, Amp, Cro, Gen, Cip, Tet, Cfz* 1 0,6 

11 Sul, Amp, Cro, Est, Cip Tet, Cfz* 1 0,6 

12 Sul, Amp, Cro, Cip, Tet, Cfz* 7 0,5 

13 Sul, Cro, Cip, Tet, Imp, Cfz* 1 0,5 

14 Amp, Cfo, Cro, Cip, Tet, Cfz* 1 0,5 

15 Sul, Cro, Cip, Tet, Cfz* 4 0,4 

16 Sul, Cro, Cip, Imp, Cfz* 3 0,4 

17 Sul, Cro, Est, Cip, Cfz* 1 0,4 

18 Sul, Est, Cip, Tet, Cfz* 1 0,4 

19 Sul, Est, Cip, Tet, Imp* 1 0,4 

20 Sul, Cip, Tet, Cfz* 8 0,4 

21 Sul, Est, Cip, Tet* 1 0,4 

22 Sul, Est, Cip, Cfz* 1 0,4 

23 Sul, Cip, Tet* 2 0,3 

24 Cro, Cip, Cfz 1 0,3 

Legenda: Sulfonamidas: Sul = sulfazotrim (250 ou 300 µg), β-Lactâmicos: Amp = ampicilina 

(10 µg), Fenicóis: Clo = cloranfenicol (30 µg), Cefalosporinas: Cfo = cefoxitina (30 µg), Cro = 

ceftriaxona (30 µg), Cfz = cefazolina (30 µg), Aminiglicosídeos: Est = estreptomicina (10 µg), 

Gen = gentamicina (10 µg), Quinolonas: Cip = ciprofloxacina (5 µg); Tetraciclinas: Tet = 

tetraciclina (30 µg), Carbapenêmicos: Imp = imipinem (10 µg). *multirresistência (resistência à 

três ou mais classes). 
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Na Tabela 5, consta o número total de isolados de S. Heidelberg e seu respectivo 

percentual de resistência, resistência intermediária e de susceptibilidade aos 

antimicrobianos testados. 

 

Tabela 5 - Número total e percentual dos 126 isolados de S. Heidelberg susceptíveis, com 

resistências intermediárias e resistentes em relação a cada antimicrobiano testado. 

Antimicrobiano 
Susceptíveis 

Resistência 

Intermediária 
Resistentes 

Nº % Nº % Nº % 

Cloranfenicol (CLO) 125 99,2 0 0,0 1 0,79 

Gentamicina (GEN) 120 95,2 1 0,79 5 3,96  

Imipenem (IMP) 91 72,2 25 19,8 10 7,93 

Estreptomicina (EST) 67 53,2 46 36,5 13 10,3 

Ciprofloxacina (CIP) 0 0,0 89 70,6 37 29,3 

Cefoxitina (CFO) 38 30,2 8 6,35 80 63,5 

Ceftriaxona (CRO) 14 11,1 13 10,3 99 78,5 

Ampicilina (AMP) 26 20,6 0 0,0 100 79,3 

Cefazolina (CFZ) 4 3,17 15 11,9 107 84,9 

Tetraciclina (TET) 6 4,76 0 0,0 120 95,2 

Sulfonamida (SUL) 1 0,79 2 1,58 123 97,6 

Fonte: a autora, 2019. 

 

Na Figura 4, consta o dendrograma formado a partir da classificação fenotípica da 

susceptibilidade dos isolados aos onze princípios ativos, utilizando o programa PAST 

3.16. Os isolados reunidos nos clusters apresentam semelhanças em relação aos dados da 

susceptibilidade de cada antimicrobiano. Quanto mais distante da base do dendrograma, 

mais diferentes são as características dos isolados. Foi identificado três clusters os quais 

estão identificados pelas setas destacadas.  

O cluster C1 é formado por apenas um isolado (SH 623), com resistência somente 

a ciprofloxacina, e suscetível aos demais antimicrobianos testados. O maior cluster é o 

C2 composto por um número de 99 isolados. O cluster C3 é formado por 26 isolados, 

apresentando suscetibilidade ao cloranfenicol e gentamicina, e resistentes a sulfonamida 

e tetraciclina. 
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Figura 4 - Dendrograma com os dados do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

dos 126 isolados de S. Heidelberg. 

 
Nota: As setas assinalam os principais clusters formados a partir das semelhanças entre os 

isolados. 

 

O resultado que mais chama a atenção é a taxa de multirresistência dos isolados 

de S. Heidelberg (99,2%), sabe-se que existe um preocupação global em relação ao 
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aumento da resistência bacteriana ao longo dos anos, com isso é necessário avaliações 

constantes da sensibilidade dos microrganismos patogênicos, principalmente os 

responsáveis por doenças transmitidas pelos alimentos. Esses testes são fundamentais na 

escolha correta para o tratamento de infecções e consequentemente evitam o uso 

indiscriminado, que leva muitas vezes a seleção de bactérias resistentes. 

A multirresistência aos antimicrobianos também foi reportada por Giuriatti et al. 

(2017), onde 100% das cepas de S. Heidelberg isoladas de carnes de frango, apresentaram 

multirresistência a, pelo menos, quatro classes de antimicrobianos. Mion et al. (2014) 

demonstraram que 100% dos isolados de S. Heidelberg de matadouros-frigoríficos 

avícola, apresentaram resistência a, pelo menos, quatro princípios ativos. Medeiros et al. 

(2011) investigaram cepas de Salmonella spp. provenientes de carcaças de frango, 6,4% 

foram identificados como S. Heidelberg e todas apresentaram multirresistência. Esses 

dados corroboram com nossos achados e salientam a preocupação com o uso de 

antimicrobianos na avicultura. 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) na IN 13/2004, 

apresenta uma chamada “lista positiva” onde estão descritos os princípios ativos 

autorizados para uso como aditivos em ração para os animais (BRASIL, 2004). Vale 

ressaltar que sempre dependerá das leis do país de importação do produto, 

antimicrobianos permitidos nessa lista, podem ser banidos pelo país importador. O uso 

de antimicrobianos como promotores de crescimento é muito questionado devido à 

preocupação que se tem com a crise mundial de resistência aos antimicrobianos. 

Sabe-se que os promotores de crescimento utilizados na pecuária são doses baixas 

de antimicrobianos adicionados nas rações dos animais de produção, e isso pode levar a 

seleção de bactérias resistentes. A grande preocupação é que essas cepas resistentes 

impactam diretamente na resistência aos antimicrobianos em humanos (TONDO & 

RITTER, 2012). A WHO classifica alguns princípios ativos como extremamente 

importantes para o tratamento de infecções humana e recomenda atenção especial quanto 

ao uso e à vigilância da resistência antimicrobiana nos animais (WHO, 2011b). 

Um dos maiores desafios na área de produção animal tem sido à busca de 

alternativas para reduzir o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento, 

consequência das crescentes pressões impostas por países que importam produtos de 

origem animal do Brasil, como exemplo a comunidade Europeia. Estas restrições geram 

impactos na produção e economia, e impulsionam pesquisas de novos compostos seguros 

que melhorem o desempenho dos animais. 
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 Obtivemos resultados altos de resistência as sulfonamidas, possivelmente devido 

a ampla utilização desta classe de antimicrobiano na avicultura industrial, o que resulta 

em um aumento da pressão seletiva de cepas resistentes (WHO, 2011a; MAKA et al., 

2015). A resistência às sulfonamidas é comum em animais de produção e em humanos, e 

já foi descrita na literatura (WHO, 2011b; PROROGA et al., 2015). Em relação a 

resistência a ampicilina, mesmo ela não sendo usada na avicultura, pode estar relacionada 

ao uso de outras classes de antimicrobianos, como a tetraciclina. Já que a resistência as 

beta-lactamases são devido a transferência horizontal de genes, através de elementos 

genéticos móveis (AMAND et. al, 2013).  

 Obtivemos taxas alarmantes de resistência às cefalosporinas de primeira, segunda 

e terceira geração, que foram testadas nesse estudo. Vale ressaltar que as cefalosporinas 

de terceira geração são a primeira opção para o tratamento quando crianças, gestantes e 

imunodeprimidos estão acometidos por salmoneloses (DUTIL et al., 2010; WHO, 2011; 

AMAND et al., 2013). 

Dados sobre a resistência antimicrobiana de S. Heidelberg foram reportados em 

2012 pelo Sistema Nacional de Monitoramento de Resistência Antimicrobiana para 

Bactérias Entéricas (National Antimicrobial Resistence Monitoring System for Enteric 

Bacteria – NARMS) e demonstraram que 22% (9/41) dos isolados de SH foram 

resistentes ao antibiótico ceftriaxona. A porcentagem em 2010 é maior quando comparada 

aos dados de 2003 a 2007, em que os níveis de resistência foram de somente 8%. Dos 

isolados de 2012, 27% (11/41) apresentaram multirresistência aos antibióticos (NARMS, 

2012). 

 No Brasil não há controle para o uso da tetraciclina na área veterinária, com isso 

sua utilização é ampla, principalmente na avicultura (BRASIL, 2009, WHO, 2011a). Isso 

pode ser a possível razão para a alta resistência que obtivemos frente a esse princípio 

ativo. Zhao et al (2008) encontraram porcentagens de 39,9% de resistência para 

tetraciclina frente a S. Heidelberg, corroborando com nossos achados. 

A ciprofloxacina pertencem à classe das fluorquinolonas é amplamente utilizada 

na medicina humana e a WHO classifica este antimicrobianos como importante no 

tratamento de infecções (ALMEIDA; PALERMO-NETO, 2005). Nenhum dos nossos 

isolados foi resistente a ciprofloxacina, mas obtivemos altas taxas de resistência 

intermediária, ressaltamos que nenhum isolado foi sensível. Pesquisas também mostram 

que a taxa de bactérias resistentes à ciprofloxacina em humanos é muito baixa (CHENG 

et al., 2012). 
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 Apesar dos isolados de S. Heidelberg apresentarem alta sensibilidade a 

gentamicina (95,24%), seu uso requer cautela, pois os aminoglicosídeos foram muito 

usados na medicina veterinária, o que pode levar a uma futura seleção de cepas resistentes 

(MATTIELO et al., 2015). Outro antimicrobiano que apresentou ótimas taxas de 

sensibilidade foi o cloranfenicol, o mais efetivo contra as SH, vale ressaltar que no Brasil 

desde o ano de 2003 foi proibido o uso desse princípio ativo para uso veterinário (IN 

9/2003), e isso pode explicar a não seleção de bactérias resistentes a esse antimicrobiano 

(BRASIL, 2003). Mattielo et al. (2015) destaca a possibilidade de haver resistência ao 

cloranfenicol devido ao uso de outro princípio ativo semelhante, o florfenicol, usado na 

medicina veterinária, esta resistência pode favorecer a transferência de genes comum a 

esses dois antimicrobianos. 

Nenhum antimicrobiano foi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas 

avaliadas, achado preocupante no combate a resistência microbiana, ainda mais no Brasil 

que não possui programas efetivos para monitorar a resistência antimicrobiana dos 

principais patógenos causadores de DTAs. Esses estudos são importantes para no futuro 

ajudar a controlar e monitorar a resistência na produção de alimentos evitando a 

disseminação desses patógenos multirresistentes. 

 

5.3 Experimento 3 - Detecção de genes relacionados a virulência e patogenicidade 

 

5.3.1 Material e Métodos 

 

A caracterização molecular dos 126 isolados de S. Heidelberg foi realizada através 

da pesquisa de 24 genes envolvidos na virulência e patogenicidade de Salmonella. São 

eles: invA, hilA, lpfA, lpfC, sefA, agfA, spvB, pefA, sopE, avrA, sivH, orgA, prgH, spaN, 

tolC, sipB, sitC, pagC, msgA, spiA, iroN, sopB, cdtB, sifA. O nome e a respectiva função 

dos genes estão descritos na Tabela 6. 

A extração do DNA foi realizada através do tratamento térmico, adaptado da técnica 

de Borsoi et al. (2009). As reações de amplificação foram realizadas em termociclador 

Swift MaxPro (Esco; Singapura). Após a amplificação, foi realizada a eletroforese em gel 

de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo. A análise dos produtos amplificados foi 

feita através da visualização das bandas correspondentes em transluminador de luz 

ultravioleta MacroVue (Pharmacia LKB Biotechnologies; Uppsala, Suécia) e da 

fotodocumentação digital (Alpha Innotche; San Leandro, EUA). A sequência dos primers 
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que foram utilizados, bem como o tamanho do amplicon e a referência dos protocolos 

para detecção de cada gene estão descritos na Tabela 7. A concentração dos reagentes do 

mix e as condições de amplificação no termociclador foram adaptadas a partir de trabalhos 

previamente descritos na literatura (SKYBERG et al., 2006; PETERSON et al., 2010; 

BARMAN et al., 2013; BORGES et al., 2013). 

 

Tabela 6 - Função dos genes associados à virulência e patogenicidade detectados através 

de PCR. 

Nome Gene Função 

Fímbria Longa Polar lpfA -favorece o tropismo pelas Placas de Peyer 

- adesão às células M do intestino 

- confere imunidade cruzada entre sorovares 

Fímbria Longa Polar lpfC - reconhecimento do hospedeiro e invasão 

Fímbria Agregativa agfA -autoagregação (maior sobrevivência) 

- interação entre Salmonella e o intestino 

- formação de biofilmes 

Fímbria de S. Enteritidis sefA - melhor interação entre bactéria e macrófagos 

- atuação em conjunto com outras fímbrias 

Fímbria codificada por 

plasmídeo 

pefA 
- reconhecimento do hospedeiro e invasão 

Plasmídeo de Virulência 

de Salmonella 

spvB 
- crescimento no interior da célula hospedeira 

Invasiva invA - componente da estrutura dos TTSS 

- reconhecimento do hospedeiro e invasão 

- internalização da bactéria para invasão de 

célula epiteliais 

Hiperinvasiva hilA - reconhecimento do hospedeiro e invasão 

- regulação dos componentes do TTSS 

Virulência A avrA - indução da apoptose celular 

- inibe produção de IL-8 e TNF-  

- proteína efetora dos TTSS 

Proteína de membrana 

externa de Salmonella 

sopB - proteína efetora dos TTSS 

- reconhecimento do hospedeiro e invasão 

- associada à ativação das vias de inflamação 

Proteína de membrana 

externa de Salmonella 

sopE - proteína efetora dos TTSS 

- deformação da membrana plasmática e 

citoesqueleto da célula do hospedeiro 

Proteína de invasão 

regulada por oxigênio 

orgA - reconhecimento do hospedeiro e invasão 

- componente da estrutura dos TTSS 
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(conclusão Tabela 6) 

Nome Gene Função 

Proteína intramembrana pegH - reconhecimento do hospedeiro e invasão 

- componente da estrutura dos TTSS 

Proteínas de 

apresentação de 

antígenos 

spaN - entrada em células não fagocíticas 

- morte de macrófagos 

- componente da estrutura dos TTSS 

Proteína da membrana 

externa 

tolC - reconhecimento do hospedeiro e invasão 

- funcionamento de alguns sistemas de efluxo 

Proteína da membrana pagC - sobrevivência no interior do macrófago 

Proteína da membrana 

externa 

sifA - proteína efetora dos TTSS 

- invasão e sobrevivência nos tecidos do 

hospedeiro 

Homólogos invasiva de 

Salmonella 

sivH - colonização das Placas de Peyer 

- proteína efetora dos TTSS 

Proteína sobrevivência 

no macrófago 

msgA 
-sobrevivência no interior do macrófago 

Proteína secreção da 

membrana externa 

spiA -sobrevivência no interior do macrófago 

- participação na formação de biofilmes 

Transportador de ferro 

de Salmonella 

sitC 
- aquisição de ferro 

Receptor sideróforo 

relacionado ao ferro 

iroN 
- aquisição de ferro 

Toxina citoletal 

defensiva 

cdtB - reconhecimento do hospedeiro e invasão 

- toxina 

Proteína de invasão 

celular 

sipB - entrada em células não fagocitadas 

- morte de macrófagos 

- componente da estrutura dos TTSS 

Fonte: COLLINSON et al., 1992; BÄUMLER & HEFFRON, 1995; SWAMY et al., 1996; GUO 

et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002; SKYBERG et al., 2006; PETERSON et al.,  2010; 

BARMAN et al., 2013; BORGES et al., 2013. 

 

Tabela 7 - Sequência de primers, tamanho do amplicon e referência dos protocolos de 

PCR utilizados para a detecção dos genes de virulência. 

Gene Sequência de Primer (5’-3’) 

Pares 

de 

bases 

Referência 

lpfA 
CTTTCGCTGCTGAATCTGGT 

CAGTGTTAACAGAAACCAGT 
250 Borges et al. 2013 

agfA 
TCCACAATGGGGCGGCGGCG 

CCTGACGCACCATTACGCTG 
350 Borges et al. 2013 

sefA 
GATACTGCTGAACGTAGAAGG 

GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC 
488 Borges et al. 2013 

invA 
GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 
284 Borges et al. 2013 

hilA 
CTGCCGCAGTGTTAAGGATA 

CTGTCGCCTTAATCGCATGT 
497 Borges et al. 2013 
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(Continuação Tabela 7) 

Gene Sequência de Primer (5’-3’) 

Pares 

de 

bases 

Referência 

avrA 
GTTATGGACGGAACGACATCGG 

ATTCTGCTTCCCGCCGCC 
385 

Borges et al. 

2013 

sopE 
ACACACTTTCACCGAGGAAGCG 

GGATGCCTTCTGATGTTGACTGG 
398 

Borges et al. 

2013 

sivH 
CAGAATGCGAATCCTTCGCAC 

GTATGCGAACAAGCGTAACAC 
763 

Borges et al. 

2013 

lpfC GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGC 

AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA 
641 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

spvB CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA 

GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA 
717 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

pefA 
GCGCCGCTCAGCCGAACCAG 

GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG 
157 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

orgA 
CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG 

TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA 
255 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

prgH 
GCCCGAGCAGCCTGAGAAGTTAGAAA 

TGAAATGAGCGCCCCTTGAGCCAGTC 
756 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

spaN 
AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT 

CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG 
504 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

tolC 
TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC 

CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC 
161 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

sipB 
GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC 

ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA 
875 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

sitC 
CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 

CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC 
768 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

pagC 
CGCCTTTTCCGTGGGGTATGC 

GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT 
454 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

msgA 
GCCAGGCGCACGCGAAATCATCC 

GCGACCAGCCACATATCAGCCTCTTCAAAC 
189 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

spiA 
CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG 

CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT 
550 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

iroN 
CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC 

ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT 
1205 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

sopB 
CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG 

TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT 
220 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 
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(Conclusão Tabela 7) 

Gene Sequência de Primer (5’ – 3’) 
Pares de 

bases 
Referência 

cdtB 
ACAACTGTCGCATCTCGCCCCGTCATT 

CAATTTGCGTGGGTTCTGTAGGTGCGAGT 
268 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

sifA 
TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG 

GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT 
449 

Skyberg; 

Logue; Nolan, 

2006 

 

5.3.2 Resultados e discussão 

 

Determinou-se os diferentes perfis genotípicos dos isolados de Salmonella 

Heidelberg, com base na detecção de 24 genes associados à virulência. Na Tabela 8 estão 

expressos os 56 perfis genotípicos detectados e a quantidade de amostras que expressaram 

o perfil referido.  

Nenhum dos isolados avaliados apresentou todos os genes testados, mas a 

prevalência foi alta, pois o menor número de genes detectados em um isolado foi 10/24. 

 

Tabela 8 - Determinação dos perfis genotípicos de isolados de Salmonella Heidelberg. 

Perfil 

Genotípico 
Genes Detectados 

Quantidade 

de isolados 
Porcentagem 

1 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, 

sifA, sopB, pefA   

1 

0,8% 

2 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

cdtB, msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, 

lpfC, sifA, sopB   

3 

2,4% 

3 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, 

sifA, sopB 

38 

30,2% 

4 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sivH, spvB, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, 

sifA, sopB  

1 

0,8% 

5 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, 

sifA, pefA 

1 

0,8% 

6 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, lpfC, sifA, 

sopB  

2 

1,6% 

7 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB    

2 

1,6% 

8 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, sitC, lpfC, sifA, 

sopB     

2 

1,6% 

9 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

cdtB, msgA, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB      

1 

0,8% 
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10 invA, avrA, lfpA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, cdtB,  

msgA, sipB, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB        

1 

0,8% 

11 invA, avrA, lpfa, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB          

1 

0,8% 

12 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB     

2 

1,6% 

13 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB 

1 

0,8% 

14 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sivH, spiA, pagc, msgA, 

sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB 

2 

1,6% 

15 invA, hilA, avrA,lpfA, agfA, sivH, spiA,pagC, msgA, 

sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, 

sopB   

2 

1,6% 

16 invA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB,spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB    

1 
0,8% 

17 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, spaN, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB    

1 
0,8% 

18 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, spaN, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB   

1 
0,8% 

19  invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sopB   

1 
0,8% 

20 invA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, spaN, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB 

18 
14,3% 

21 invA, hilA,  lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, spaN, tolC, ironN, sitC, lpfC, sifA, sopB 

1 
0,8% 

22 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, orgA, tolC, biroN, sitC, lpfC, sifA, sopB     

1 
0,8% 

23 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, spaN, tolC, sitC, lpfC, sifA, sopB   

1 
0,8% 

24 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sivH, msgA, sipB, prgH, 

spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB       

1 
0,8% 

25 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB 

1 
0,8% 

26 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sivH, spiA, pagC, cdtB, 

msgA, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB    

1 
0,8% 

27 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sopB               

1 
0,8% 

28 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, orgA, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, pefA                

1 
0,8% 

29 invA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, spaN, tolC, iroN, sitC, lpfC, sifA, sopB 

1 
0,8% 

30 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, argA, tolC, sitC, lpfC, sifA, sopB 

1 
0,8% 

31 invA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, spaN, tolC, iroN, lpfC, sifA, sopB 

1 
0,8% 

32 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, orgA, tolC, iroN, lpfC, sifA, sopB 

2 
1,6% 

33 invA, avrA, lpfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, spaN, tolC, iroN, lpfC, sifA, sopB 

3 
2,4% 

34 invA, hilA, avrA, lpfA, agfA, sivH, spia, pagC, cdtB, msgA, 

spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, sop 

1 
0,8% 

35 invA, avrA, ifpA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

sipB, spaN, tolC, sitC, ipfC, sifA, sopB 

1 
0,8% 

36 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, orgA, tolC, iroN 

1 
0,8% 

37 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, sipB, prgH, spaN, tolC, iroN, sopB 

1 
0,8% 

38 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sivH, spiA, pagC, msgA, sipB, 

prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sopB 

1 
0,8% 



65 

 

39 invA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

tolC, iroN, sitC, ipfC, sifA, sopB 

2 
1,6% 

40 invA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

tolC, iroN, sitC, ipfC, sifA, sopB       

3 
2,4% 

41 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, spaN, tolC, iroN, sifA, sopB                     

1 
0,8% 

42 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, spaN, orgA, tolC, iroN, sopB                  

1 
0,8% 

43 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, msgA, sipB, 

prgH, spaN, orgA, tolC, iroN, sopB 

1 
0,8% 

44 invA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

spaN, tolC, iroN, ipfC, sifA, sopB 

1 
0,8% 

45 invA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

spaN, tolC, sitC, ipfC, sifA, sopB  

1 
0,8% 

46 invA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

spaN, tolC, iroN, sifA, sopB 

1 
0,8% 

47 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, orgA, tolC, iroN, sopB 

3 
2,4% 

48 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sivH, msgA, orgA, tolC, sitC, 

ipfC, sifA, sopB, pefA  

1 
0,8% 

49 invA, hilA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, 

msgA, orgA, tolC, sopB   

1 
0,8% 

50 invA, avrA, ipfA, agfA, sivH, spiA, pagC, cdtB, msgA, 

orgA, tolC, sitC, sopB  

1 
0,8% 

51 invA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, msgA, orgA, tolC, ipfC, 

sifA, sopB 

1 
0,8% 

52 invA, avrA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, 

tolC, iroN, sopB  

1 
0,8% 

53 invA, ipfA, agfA, sopE, sivH, spiA, pagC, msgA, spaN, 

tolC, sopB  

1 
0,8% 

54 invA, avrA, ipfA, agfA, sivH, spiA, pagC, cdtB, msgA, 

orgA, tolC, sopB           

1 
0,8% 

55 invA, avrA, ipfA, agfA, sivH, cdtB, msgA, orgA, tolC, sopB 1 0,8% 

56 invA, avrA, ipfA, agfA, sivH, cdtB, msgA, tolC, sitC, sopB 1 0,8% 

  126 100% 

 

 

As frequências absolutas e relativas dos 24 genes associados à virulência 

pesquisados e agrupados conforme a suas respectivas funções estão descritas na Tabela 

9. 
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Tabela 9 - Distribuição dos 24 genes de virulência detectados através de PCR nos isolados 

de Salmonella Heidelberg. 

Função do gene 

 

Gene 

Frequência 

absoluta 

(n=126) 

Frequência 

relativa 

(%) 

Fímbrias 

 sefA 

lpfA 

lpfC 

agfA 

pefA 

0 

126 

107 

126 

4 

0% 

100% 

84,9% 

100% 

3,17% 

TTSS 

Estrutura 

sipB 

invA 

orgA 

prgH 

spaN 

91 

126 

84 

65 

103 

72,2% 

100% 

66,7% 

51,6% 

81,7% 

Proteínas 

efetoras 

avrA 

sopE 

sopB 

sivH 

sifA 

124 

112 

123 

126 

108 

98,4% 

88,9% 

97,6% 

100% 

85,7% 
Proteína 

reguladora 
hilA 84 66,6% 

Sobrevivência 

no interior de 

células 

(macrófagos) 

 

pagC 

spiA 

msgA 

tolC 

120 

120 

126 

126 

95,2% 

95,2% 

100% 

100% 
Plasmídeo  spvB 1 0,79% 

Metabolismo do 

ferro 
 iroN 

sitC 

112 

100 

88,9% 

79,4% 
Toxinas  cdtB 11 8,73% 

 

Os fatores de virulência são codificados por uma série de genes, e podem estar 

localizados no próprio cromossomo da bactéria, como podem estar presentes nas 

chamadas Ilhas de Patogenicidade, ou em elementos genéticos móveis (GROISMAN & 

OCHMAN, 1996; MARCUS et al., 2000; VAN ASTEN & VAN DIJK, 2005), relatam 

que esses genes quando presentes e principalmente quando expressos irão conferir 

vantagens à bactéria. 

Os genes de virulência fimbriais desempenham um papel importante na 

patogenicidade da bactéria porque promovem a ligação bacteriana às células epiteliais do 

intestino (VAN DER VELDEN et al., 1998). Nesse estudo os genes fimbriais sefA, lpfA, 

lpfC, agfA e pefA foram analisados e 100% dos isolados apresentaram os genes lpfA e 

agfA (Tabela 9). O gene lpfA codifica a subunidade principal das fímbrias longas polares, 
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que são responsáveis pela adesão às células de Peyer no intestino e por conferir imunidade 

cruzada entre sorovares (GINOCCHIO & GÁLAN, 1995; DARWIN & MILLER, 1999). 

As fímbrias agregativas finas são essenciais na síntese de substância polimérica 

extracelular (EPS), que está envolvida na formação de biofilme e na persistência 

ambiental. O gene agfA é um dos que codifica a presença dessas fímbrias, que também 

possuem propriedades relacionadas à patogenia e autoagregação (maior sobrevivência), 

além disso são pró-inflamatórias e aumentam a invasão em células eucarióticas (GIBSON 

et al., 2007). Outros pesquisadores relatam elevada frequência de detecção do gene agfA 

em diferentes sorovares de Salmonella spp. (BORSOI et al., 2009; BORGES et al., 2013; 

BORGES, 2016; RIZZO, 2017; BORGES et al., 2019), corroborando nossos achados. 

Doran et al. (1993) analisaram 604 cepas de Salmonella, pertencentes a diferentes 

sorovares e observaram que 603 apresentaram agfA, sugerindo que o gene é bem 

conservado entre os sorovares. 

Em nenhum isolado foi detectado o gene sefA e somente em quatro isolados o 

gene pefA (Tabela 9). O gene pefA pode estar ausente em algumas salmonelas devido à 

localização do gene, sua origem é plasmidial, e os plasmídeos estão presentes em apenas 

alguns sorovares de Salmonella spp. (SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006). Vale 

ressaltar que o gene sefA é considerado um dos gene-alvo para detecção do sorovar S. 

Enteritidis (BORGES et al., 2013). 

 Todas as SH (100%) apresentaram o gene invA que está relacionado ao 

reconhecimento do hospedeiro e internalização da bactéria para invasão nas células 

epiteliais. Este gene está associado à estrutura dos TTSS (Type Three Secretion System 

– Sistema de Secreção do Tipo III) e é considerado o principal gene-alvo para a detecção 

de cepas deste gênero através da PCR (CRACIUNAS et al., 2012; BORGES et al., 2013; 

BORGES et al., 2019). Nesse estudo, 66,6% das SH apresentaram o gene hilA, 

responsável por codificar a proteína hiperinvasiva HilA, a principal reguladora dos 

componentes do TTSS e ainda codificam a SPI-1 (FOLEY; LYNNE, 2008). Esse gene 

está relacionados com o processo de reconhecimento e de invasão celular e juntamente 

com o invA, também é considerado um gene-alvo para a detecção do gênero Salmonella 

(CRACIUNAS et al., 2012). 

 Os genes orgA, sipB, prgH e spaN também estão relacionados com a estrutura 

destes sistemas (SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006). Nos isolados de SH a frequência 

foi alta de detecção do gene spaN (81,7%) e do sipB (72,2%), seguido dos demais genes. 

O gene spaN é um dos 12 genes que formam um cluster associado às propriedades de 
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invasão ao hospedeiro (EMBL-EBI, 2016). Borges (2016), em seu estudo relatou a 

presença dos genes orgA, sipB, prgH e spaN em diferentes sorovares de Salmonella, 

ressaltando que o gene spaN está associado com as cepas isoladas de fontes avícolas e é 

um possível marcador de origem. 

Os genes que codificam as proteínas efetoras secretadas pelo SSTT como: sifA, 

avrA, sopE, sopB e sivH foram detectados em quase todas as cepas de SH testadas (Tabela 

9). É importante pesquisar estes genes pois eles podem alterar conforme a capacidade de 

cada sorovar de Salmonella tem em se manter em novos hospedeiros, podendo estar 

relacionado com o aparecimento de surtos de salmonelose (PRAGER et al., 2000).  

Para conferir a sobrevivência no interior de células, principalmente dentro dos 

macrófagos, em nosso estudo foram pesquisados quatro genes: msgA, spiA, pagC e tolC. 

Detectamos 100% de presença para os genes msgA e tolC nos 126 isolados de SH 

testados, e 95,2% para os genes pagC e spiA (Tabela 9). Vale ressaltar que o gene spiA 

também está relacionado com a habilidade dos isolados em produzir biofilmes. Borges 

(2016) corrobora com os nossos achados, detectou a presença em 100%, das cepas 

testadas, do gene msgA e os genes spiA e pagC apresentaram uma frequência de 93,8%. 

Enquanto que Rizzo (2017), também detectou os genes msgA, spiA, tolC e pagC em todas 

as cepas de Salmonella Gallinarum analisadas. 

Somente um isolado de SH apresentou o gene spvB (0,79%), que é de origem 

plasmidial, ou seja, está associado ao plasmídeo de virulência da Salmonella, responsável 

pela manutenção e sobrevivência bacteriana no interior das células (CASTILLA et al., 

2006). A baixa frequência de detecção desse gene era esperada para a SH, pois a presença 

de plasmídeos em Salmonella está muito relacionada com o sorovar envolvido, e a 

detecção é mais comum no sorovar Enteritidis (JONG et al., 2012). Segundo Rizzo 

(2017), para o sorovar Gallinarum o gene spvB foi expresso em 80% (12/15) das amostras 

testadas, mostrando que em outros sorovares pode ser comum. 

Pesquisamos genes associados ao metabolismo de aquisição ao ferro, como os 

genes iroN e sitC. Dos isolados de SH, 88,9% apresentaram o gene iroN e 79,4% sitC 

(Tabela 9). Para sobrevivência celular a bactéria precisa de mecanismos para a aquisição 

de ferro, e o gene sitC codifica proteínas de membrana associada com a captação de ferro. 

Já o gene iroN codifica proteínas que funcionam como um receptor para sideróforos 

(SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006; ZARATÉ-BONILLA et al., 2014). Após a 

invasão celular, Salmonella spp. encontra um ambiente com quantidade restrita de ferro, 

elemento essencial para a sobrevivência e para o crescimento das cepas no interior da 
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célula hospedeira (ZARATÉ-BONILLA et al., 2014). Consequentemente, as bactérias 

desenvolveram uma variedade de sistemas para aquisição de ferro, os quais geralmente 

são redundantes e não são expressos simultaneamente. Por esta razão, é pouco provável 

que a ausência destes genes seja um problema para a sobrevivência e a multiplicação de 

Salmonella no interior da célula hospedeira. O gene iroN apresenta associação positiva 

em relação ao sorovar Heidelberg (BORGES 2016). Segundo Borges (2016), em seu 

estudo com diferentes sorovares de Salmonella, a ausência do gene iroN e a presença de 

spaN estão associadas com as cepas de fontes avícolas. 

O gene cdtB é um dos genes que codificam toxinas responsáveis por causar 

apoptose das células infectadas. Dos isolados testados somente 11 (8,73%) apresentaram 

esse gene. Essa baixa frequência é corroborada em outros trabalhos com diferentes 

sorovares de Salmonella spp. (BORGES, 2016; RIZZO, 2017). De acordo com a literatura 

(SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006) é provável que esse gene seja restrito há alguns 

sorovares de Salmonella spp. 

Alguns resultados foram inesperados, como a baixa frequência dos genes hilA, 

orgA e prgH, e apresentaram diferenças em relação aos perfis moleculares encontrados 

nas cepas de SH isoladas entre 1996 e 2006 (Borges et al., 2016). A variação na 

frequência dos genes e do perfil genético ao longo dos anos pode estar influenciando na 

capacidade de sobrevivência e de multiplicação das cepas, e consequentemente levando 

a um aumento na frequência de isolamento deste sorovar em fontes avícolas na região sul 

do Brasil. 

Por fim, observamos que entre os isolados de S. Heidelberg testados há diferenças 

no perfil genotípico e características de resistência aos antimicrobianos variadas, o que 

sugere uma diversidade de isolados de S. Heidelberg em produtos avícolas. O fato de não 

ter somente um perfil predominante, pode indicar a existência de fontes de contaminação 

variáveis da SH na indústria de alimentos.  

 

5.4 Experimento 4 – Teste de suscetibilidade de Salmonella Heidelberg frente a 

bacteriófagos 

 

5.4.1 Material e Métodos 

 

5.4.1.1 Bacteriófagos 
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Avaliou-se a ação de três bacteriófagos previamente isolados em estudo 

desenvolvido por Pottker (2016), mediante método proposto por Sillankorva et al. (2008), 

com algumas modificações. Estes bacteriófagos já demonstraram ação lítica contra vários 

sorovares isolados de Salmonella enterica, os quais possuem genes de virulência, 

multirresistência aos antimicrobianos e/ou capacidade de formação de biofilmes 

(POTTKER, 2016). 

Os bacteriófagos utilizados foram caracterizados, de acordo com Kropinski et al. 

(2011), seguindo protocolos que envolvem genômica, proteômica e sequenciamento. Os 

bacteriófagos tiveram seus genomas sequenciados, demonstrando serem fagos ainda não 

descritos. O denominado como Salmonella Phage UPF_BP1, registrado no GenBank sob 

o número KX776161, foi isolado a partir de efluentes de abate antes do tratamento, 

utilizando S. Brandenburg como hospedeira. Possui genoma circular, DNA fita dupla, 

com 39.902 pb, 382 Open Reading Frames (ORFs) identificadas (>100 pb), e destas 

somente 68 identificadas no BLAST. Pertence à ordem Caudovirales e à família 

Podoviridae Tipo 3, e ainda não havia sido descrito. O denominado Salmonella Phage 

UPF_BP2, com registro no GenBank sob o número KX826077, foi isolado a partir de 

efluentes de abate antes do tratamento, mas utilizando S. Bredeney como hospedeira. 

Possui genoma circular, DNA fita dupla, 54.894 pb e 446 ORFs identificadas (>100 pb), 

e somente 41 dessas ORFs gerando resultados no BLAST. É pertencente à ordem 

Caudovirales e à família Myoviridae Tipo 1 Grupo 7, até então não descrito. Também foi 

utilizado o bacteriófago Salmonella Phage UPF_BP3, em fase de sequenciamento e 

identificação, o qual foi isolado do sorovar Salmonella Enteritidis, e a fonte de isolamento 

foi de fezes de galinhas caipiras.  

 

5.4.1.2 Identificação do prófago 

 

Os 126 isolados de Salmonella Heidelberg foram testados para a presença de 

prófago no seu DNA, para não resultar em falso positivo para presença de bacteriófago. 

Para isso foram produzidas placas de petri contendo uma fina camada de Trypticase 

Soy Agar (TSA, Difco®) e uma sobre camada, contendo ágar semissólido composto por 

caldo TSB (Difco®) e 0,6% de ágar-ágar (soft ágar). Foram inoculados 100 µL da bactéria 

a ser testada e pipetadas 10 gotas de 10 µL de um inóculo da mesma bactéria utilizada na 

sobre camada. As placas foram incubadas invertidas por 24 horas a 37±1ºC e 

posteriormente realizada a leitura, a qual não deveria apresentar áreas de lise. 
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5.4.1.3 Amplificação do bacteriófago 

 

Os bacteriófagos UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3 foram amplificados utilizando 

as bactérias hospedeiras, Salmonella Brandenburg, S. Bredney e S. Enteritidis, 

respectivamente, em caldo TSB de concentração dupla. Em uma solução contendo 5 mL 

de TSB, foram inoculados 2 mL da bactéria hospedeira a uma concentração de 107 

UFC/mL e adicionado 1 mL do fago, sendo posteriormente incubado por 24 horas a 

37±1ºC. Após esse período, a solução foi centrifugada sob refrigeração em 8000 rpm por 

5 à 10 minutos, filtrada em seringa com filtros de 0,22µm, transferida para frascos estéreis 

e armazenada a 4°C. Em seguida foi avaliada a qualidade lítica dos bacteriófagos 

amplificados para verificar a viabilidade dos mesmos.  

 

5.4.1.4 Ação lítica a isolados de Salmonella Heidelberg pelo método de difusão em ágar 

 

Os 126 isolados de SH foram incubados em BHI à 37±1ºC até a cultura atingir a 

fase exponencial (over night). Posteriormente, 100 µL da suspenção bacteriana foram 

inoculados em uma placa de Tryptic Soy Agar (TSA, Difco®) de fina camada, e o meio 

semi-sólido vertido sobre a superfície (TSB e 0,6% de Agar-ágar - soft ágar), com o 

objetivo de homogeneizar a suspensão bacteriana junto ao meio através de movimentos 

em forma do número oito. Esperou-se secar o meio e inoculou-se 10 µL de cada fago a 

ser testado em triplicata. Incubou-se pelo período de 4 a 6 horas, após este período, 

realizou-se a leitura para verificar a suscetibilidade da bactéria hospedeira frente aos 

bacteriófagos UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3, observando as áreas de lise ou unidades 

formadoras de placa (UFP). As placas de bacteriófagos foram registradas como +++: lise 

confluente; ++: lise semi-confluente; +: placas individuais; S: lise sombreada; -: sem 

placa de lise; representando a atividade lítica da mais alta para nenhuma, ou seja, forma 

decrescente (HERINGA et al., 2010; HOOTON et al., 2011). Como controle negativo 

utilizou-se 10 µL de TSB estéril. 
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5.4.1.5 Teste dos bacteriófagos contra a formação e para remoção de biofilmes de 

Salmonella Heidelberg 

 

Nesta etapa do estudo foram utilizadas dez S. Heidelberg com diferentes perfis de 

formação de biofilme, perfis genotípicos e perfis de suscetibilidade antimicrobiana, 

conforme a Tabela 10. A avaliação da ação de bacteriófagos na inibição da formação de 

biofilmes e na remoção do biofilme pré-formado foi realizada utilizando quatro diferentes 

tratamentos. Foram efetuados a partir da administração individual de cada um dos fagos 

(UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3), e pela elaboração de um coquetel com um pool dos 

três fagos, amplificados separadamente e unidos na proporção de 1:1:1 somente ao final 

do processo de amplificação de cada amostra. 

 

Tabela 10 - Isolados de Salmonella Heidelberg selecionados para o teste de ação dos 

bacteriófagos contra a formação e para remoção de biofilmes. 

Isolados de 

SH 
Formação de biofilme Perfil genotípico IRMA* 

P622 FRACAMENTE 38 1,0 

P217 FORTEMENTE 53 0,8 

P506 MODERADAMENTE 27 0,5 

P212 FORTEMENTE 7 0,7 

P227 FRACAMENTE 3 0,8 

P109 FRACAMENTE 29 0,4 

P113 MODERADAMENTE 3 0,6 

P405 FORTEMENTE 47 0,6 

P311 MODERADAMENTE 3 0,6 

P120 FORTEMENTE 29 0,7 

*índice de resistência múltipla aos antimicrobianos. 

 

Foi usado um método colorimétrico, utilizando microplaca de 96 poços, para 

determinar quantitativamente a eficácia do bacteriófago, baseando-se no trabalho de 

Gong & Jiang (2017), com modificações. As 10 amostras de S. Heidelberg previamente 

selecionadas em diferentes perfis foram cultivadas individualmente em caldo TSB sem 

glicose por 18 a 24 h a 37±1°C, ajustadas na escala 1 de Mac Farland (aproximadamente 

3,0 x 108 UFC/mL), e inoculados 150 μL em cada poço da microplaca, em triplicata. 

Como controle positivo de formação de biofilmes inoculou-se poços onde não foram 

adicionados os bacteriófagos. A partir desta inoculação realizou-se os demais ensaios.  

Para avaliar a remoção do biofilme pré-formado, as microplacas inoculadas com 

as S. Heidelberg foram incubadas a 30±1°C por 39 horas. Após, em três momentos 



73 

 

diferentes (3, 6 e 9 horas), foram adicionados 150 μL individual de cada bacteriófago e 

do coquetel (1:1:1), em um título final de 104 a 106 UFP/mL, em cada poço. Como os 

fagos estão em caldo TSB com concentração dupla, serão adicionados mais 150 μL de 

TSB estéril com concentração dupla nos poços do controle positivo, a fim de garantir as 

mesmas condições de formação de biofilme, e totalizar 300 μL em todos os poços. Após 

as microplacas foram incubadas por mais 3, 6 e 9 horas a 30±1°C. Os controles positivos 

tiveram o tempo total de 48h de incubação.  

Para avaliar a inibição/prevenção da formação do biofilme, além dos 150 μL de S. 

Heidelberg inoculados, antes da incubação, foi adicionado 150 μL individual de cada 

bacteriófago e o coquetel (1:1:1), em um título final de 104 a 106 UFP/mL, em cada poço. 

Foi adicionado 150 μL de TSB com concentração dupla, estéril, nos poços do controle 

positivo. As microplacas foram incubadas a 30±1°C por 48 h, para padronizar o tempo 

total de incubação.  

Após os tempos e tratamentos, cada poço foi enxaguado com 300 μL de solução 

de cloreto de sódio a 0,9% estéril (Synth®) por 3 vezes e seco ao ar. Em seguida, as células 

bacterianas fixadas com 300 μL de metanol p.a. (Neon®) por 15 minutos. O metanol foi 

removido e as placas secas em temperatura ambiente. Corou-se com 300 μL de cristal 

violeta de Hucker 2% (Vetec®) por cinco minutos, lavadas em água corrente e secas a 

temperatura ambiente, sendo realizada a leitura após a adição de 250 μL ácido acético 

glacial 33%, da absorbância em leitor de ELISA (Rosys Anthos® 2010) a 600 nm. A 

porcentagem de reduções de biofilme foi calculada conforme Gong & Jiang (2017), pela 

equação: 

 

% remoção/prevenção de biofilme = DO Controle – DO Tratamento × 100% 

       DO Controle 

 

5.4.2 Resultados e discussão 

 

5.4.2.1 Ação lítica a isolados de Salmonella Heidelberg pelo método de difusão em ágar 

 

Nos ensaios de ação lítica com os bacteriófagos, observou-se que 92,1% dos 

isolados (116/126) sofreram lise por, pelo menos, um fago testado. Destes, ressalta-se que 

50,8% (64/126) sofreram lise pelos três fagos, demonstrando a eficácia da infecção fágica 
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no biocontrole de SH. Somente 7,9% (10/126) não apresentou ação lítica por nenhum dos 

fagos testados (Tabela 11 e Figura 5).  

Em trabalhos anteriores, o bacteriófago UPF_BP2 demonstrou bom desempenho 

antimicrobiano frente a outros sorovares de Salmonella spp., tais como, S. Brandemburg, 

S. Anatum, S. Tennessee, S. Agona, S. Bredney, S. Schwarzemgrund, S. Infantis, S. 

Rissen, S. Lexington, S. Panamá, S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Gallinarum 

(POTTKER, 2016; RIZZO, 2017; PEIXOTO, 2019). No presente estudo, o bacteriófago 

UPF_BP2 apresentou o melhor potencial de lise, 76,2% (96/126). Seguido do 

bacteriófago UPF_BP3, que demostrou um potencial de lise sobre 76% (94/126) dos 

isolados. 

Outros pesquisadores relataram que o bacteriófago UPF_BP1 também teve 

desempenho em outros sorovares de Salmonella spp., como por exemplo, S. 

Brandemburg, S. Tennessee, S. Agona, S. Schwarzemgrund, S. Rissen, S. Lexington, S. 

Typhimurium e S. Gallinarum (POTTKER, 2016; RIZZO, 2017; PEIXOTO, 2019). 

Porém, ao comparar os três fagos testados no atual estudo, o UPF_BP1 obteve o menor 

desempenho, com percentual de lise de 67% (85/126). 

Ao testar os mesmos bacteriófagos (UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3) sobre 

amostras S. Enteritidis isoladas de surto de DTA e de origem avícola, Peixoto (2019) 

corrobora com nossos resultados, já que os cinco isolados de SE sofreram lise pelos fagos 

testados, demonstrando a eficácia da infecção fágica para o biocontrole de diferentes 

sorovares de Salmonella.  

Vale ressaltar que a busca de novos fagos, é uma alternativa eficaz, uma vez que 

os fagos atacam, replicam-se e lisam células bacterianas patogênicas especificas, não 

interferindo na microbiota natural do ambiente e/ou dos alimentos. Ou seja, possuem 

efetividade e especificidade.  
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Tabela 11 - Perfil de sensibilidade de Salmonella Heidelberg aos bacteriófagos. 

Perfil de 

sensibilidade a 

bacteriófagos 

Bacteriófago 
Quantidade de 

Isolados 
Porcentagem 

1 UPF_BP1, UPF_BP2, UPF_BP3 64 50,8% 

2 
UPF_BP1, UPF_BP2 

 
1 0,8% 

3 
UPF_BP2, UPF_BP3 

 
30 23,8% 

4 
UPF_BP1 

 
20 15,9% 

5 
UPF_BP2 

 
1 0,8% 

6 
Nenhum dos fagos testados 

obtiveram potencial de lise 
10 7,9% 

 Total: 126 100% 

 

 

Figura 5 - Ação lítica de bacteriófagos visualizada em placas frente a Salmonella 

Heidelberg. 

 
Fonte: elaborado pelo Autor (2019) 

 

Legenda: Na primeira linha horizontal (1) refere-se ao fago UPF_BP1; na segunda linha 

horizontal (2) refere-se ao fago UPF_BP2; na terceira linha horizontal (3) refere-se ao fago 

UPF_BP3.  

A: ação lítica pelo fago UPF_BP1; UPF_BP2 e UPF_BP3 frente a SH 614. 

B: ação lítica pelo fago UPF_BP2 e UPF_BP3 frente a SH 403. 

C: sem visualização de placas de lise frente a SH 325. 

C-: controle negativo. 

 

Filogeneticamente, os bacteriófagos UPF_BP1 e UPF_BP2 são muito 

semelhantes ao P22 já descrito na literatura (BOTSTEIN & HERSKOWITZ, 1974; 

ACKERMANN, 2015; POTTKER, 2016). Em um estudo realizado por Sharma et al. 

(2015), em que testou-se o fago P22 frente aos sorovares, S. Enteritidis, S. Heidelberg e 

A B C 
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S. Typhimurium, foi observada uma redução de 4 logs quando comparado aos controles 

não tratados. Estes dados corroboram com os obtidos no presente estudo. 

Um novo fago denominado fmb-p1, isolado da bactéria hospedeira S. 

Typhimurium, foi capaz de lisar 10 das 34 cepas de Salmonella testadas, incluindo SH 

(WANG et al., 2017). Sukumaran et al. (2015) também relataram ação lítica do produto 

SalmoFresh™ (preparação de fagos líticos para Salmonella) na redução de S. Heidelberg 

em carne de frango. 

Grygorcewicz et al. (2017) verificaram a ação do bacteriófago sall_v01, isolado 

de águas residuais, e esse foi capaz de infectar eficientemente vários sorovares de 

Salmonella encontrados em esterco suíno. Salientando a importância no uso de 

bacteriófagos líticos na redução do risco de salmonelose de origem hídrica, e 

consequentemente levar a uma melhoria na saúde pública.  

Métodos antimicrobianos tradicionais como pasteurização, processamento de alta 

pressão, irradiação e desinfetantes químicos são capazes de reduzir as populações 

microbianas nos alimentos em graus variados, mas também têm considerável 

desvantagens, como grandes investimentos, danos potenciais aos equipamentos devido à 

corrosão e um impacto nas características organolépticas dos alimentos. Com isso o 

biocontrole utilizando fagos é uma intervenção antimicrobiana mais ecológica disponível 

hoje. A maioria, dos produtos de biocontrole com fagos que existem comercialmente hoje 

são oriundos de fagos naturais, isolados do meio ambiente, que não são geneticamente 

modificados (MOYE; WOOLSTON; SULAKVELIDZE; 2018). Além disso destaca-se 

outras vantagens do uso de fagos, tem rápida ação na bactéria hospedeira, custo 

relativamente baixo, não tóxico e de fácil manipulação.  

Sabe-se que pelo menos quatro preparações de fagos para Salmonella já estão 

liberadas pela FDA e estão atualmente no mercado, os produtos SalmoFresh™, 

PhageGuard S™, SalmoFREE® e SalmoPro® (MOYE; WOOLSTON; 

SULAKVELIDZE; 2018; CLAVIJO et al., 2019). Com isso vale ressaltar a utilização de 

combinações de fagos, os chamados coquetéis. Woolston et al. (2013) examinaram seis 

fagos listados como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) na redução de níveis 

de Salmonella presente em superfícies encontradas na indústria de alimentos, e 

verificaram redução significativa na população de Salmonella. 

Pereira et al. (2016) relatam eficiência semelhante no uso dos fagos usados 

individualmente e do uso em coquetéis, porem ressaltam que o desenvolvimento de 
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menor resistência bacteriana indica que os coquetéis de fagos pode ser a escolha mais 

promissora a ser usada no biocontrole de salmonelose.  

Os fagos são usados muito além do controle de microrganismos em alimentos, 

meio ambiente e na medicina humana. São usados na engenharia genética como veículo 

de liberação de drogas, como sensores biológicos altamente específicos usados em kit de 

ensaios laboratoriais para detecção de microrganismos através do uso de fagos que 

expressam luciferases e na nanotecnologia (MILETIC et al., 2016). 

Como já mencionado anteriormente o Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) ainda não autorizou a utilização direta em carne de frango em 

matadouros-frigoríficos do Brasil, somente no ambiente de processamento, diferente do 

que já ocorre há anos nos EUA e na União Europeia. Diante desse empasse, o governo 

publicou em 2017 a Instrução Normativa nº 30 de 9 de agosto de 2017, a qual estabelece 

procedimentos para submissão de propostas, avaliação, validação e implementações de 

inovação tecnológicas a serem empregadas em qualquer etapa da fabricação de produtos 

de origem animal (BRASIL, 2017).  

Diante disso o Brasil dá um importante passo, com auxilio da pesquisa científica, 

para a possibilidade de aprovação do uso de bacteriófagos na indústria de alimentos, 

ganhando destaque devido a sua ação efetiva contra as bactérias patogênicas, e 

fortalecendo uma futura implementação de protocolos com uso de biocontrole, tendo 

impacto direto na qualidade dos alimentos. 

 

5.4.2.2 Teste dos bacteriófagos contra a formação e para remoção de biofilmes de 

Salmonella Heidelberg 

 

Na tabela 12 podemos observar a suscetibilidade dos 10 isolado de SH, 

selecionados para esse teste, aos bacteriófagos conforme suas características de lise em 

placa. 
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Tabela 12 - Caracterização da suscetibilidade aos bacteriófagos conforme lise em placa. 

Isolados de SH 

Suscetibilidade aos bacteriófagos* 

   UPF_BP1    UPF_BP2    UPF_BP3 

SH 109         +++            +++             +++ 

SH 113 +                 +                  - 
SH 120 +++            +++              ++ 
SH 622 ++             +++             +++ 
SH 506 +++             ++                 S 
SH 227 -               +++                + 
SH 311 S               ++                ++ 
SH 212 +++              -                   S 
SH 217    -              +++              +++ 
SH 405 ++              ++                ++ 

*Os resultados da lise foram registrados conforme o efeito da lise decrescente da seguinte 

maneira: +++: lise confluente; ++: lise semi-confluente; +: placas individuais; S: lise com sombra; 

-: sem placa (HERINGA et al., 2010; HOOTON et al., 2011). 

 

 

Os resultados obtidos com a ação lítica dos bacteriófagos contra a formação e para 

remoção do biofilme pré-formado, em diferentes tempos de incubação (9, 6 e 3 horas), 

estão descritos na Figura 6. Os dados, em forma de tabela, estão disponíveis no Apêndice 

A. 

A combinação sinérgica do pool de fagos foi o tratamento com melhor percentual 

de prevenção da adesão da SH em superfície de poliestireno, com reduções em até 83,4%, 

e remoção do biofilme pré-formado em até 64,0%, confirmando que a ação do fago na 

prevenção da formação do biofilme é mais eficiente do que no biofilme pré-formado.  

Vale ressaltar que diante dos tratamentos testados na prevenção da formação do 

biofilme, ambos não diferiram entre si estatisticamente, apenas o isolado SH 212 

apresentou diferença estatística entre os tratamentos (p<0,05), alcançando um percentual 

de redução de 72,2% pela melhor ação do fago UPF_BP1. Vale ressaltar que esse isolado 

é caracterizado como multirresistente a antimicrobianos e fortemente formador de 

biofilmes (Tabela 10), bem como no teste de ação lítica em ágar difusão, foi sensível 

somente ao UPF_BP1 (Tabela 12), corroborando com esse achado.  

Os tratamentos apresentaram diferença significativa no tempo de 9 h somente para 

o isolado SH 109, sendo o pool o único que reduziu o biofilme pré-formado (p<0,05). 

Esse isolado é caracterizado como fracamente formador de biofilme (Tabela 10), e foi 

sensível aos três bacteriófagos testados no teste em ágar difusão (Tabela 12), enfatiza-se 

o uso dos fagos em associação já que houve melhor ação no biofilme. 
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O fago UPF_BP2 e o pool apresentaram a mesma ação frente ao biofilme formado 

pela amostra SH 217 com 6 h de incubação, diferindo estatisticamente do fago UPF_BP1, 

que não obteve ação sobre o biofilme. Ao observar a tabela 12, confirmamos esse 

resultado, já que o isolado SH 217 não foi sensível ao fago UPF_BP1 em teste lítico. 

Em 3 h, tempo de menor contato do fago com o biofilme, ainda assim se conseguiu 

redução do biofilme pré-formado de até 61% com a ação do pool para o isolado SH 405. 

Mesmo esse sendo fortemente formador de biofilme e multirresistente a antimicrobianos, 

tivemos ótimas taxas de redução com o uso do biocontrole com fagos.      

Nossos resultados demostram maiores porcentagens de redução na prevenção da 

adesão de SH do que sobre o biofilme já formado, indicando que essa estratégia poderia 

ser utilizada na prevenção da formação dos biofilmes com a técnica de condicionamento 

de superfícies. Sabe-se que no processo de formação de biofilme a fixação é o passo 

inicial para as bactérias colonizarem uma nova superfície através de motilidade bacteriana 

(COSTERTON, 1995; SREY et al., 2013), nesta etapa, a adesão irreversível da população 

bacteriana ainda não foi formada, e as células bacterianas podem se desprender da 

superfície e retornar ao estilo de vida planctônico. Esse dado corrobora com nossos 

achados, já que a aplicação de bacteriófagos na fase de adesão inicial é mais eficaz do 

que sobre biofilmes desenvolvidos e protegidos por uma estrutura complexa e resistente 

(KINLEY, 2009; HERINGA et al., 2010; KELLY et al.; 2012; GONG & JIANG, 2017).  

Gong e Jiang (2017) demonstram que os fagos foram eficazes na redução na etapa 

de fixação e remoção de biofilmes formados de Salmonella em superfícies, corroborando 

ao nosso trabalho. Os bacteriófagos foram capazes de prevenir a formação de biofilme 

até 90% por 48 h, reduzindo o risco de um novo ciclo de produção de células patogênicas 

em plantas de produtos processados. Chen et al. (2018) isolaram fagos de amostras de 

swab retal de suínos, e apresentaram infectividade bacteriana, os fagos individuais ou em 

coquetéis inibiram o crescimento de cepas de S. Enteritidis ou reduziram a formação de 

biofilme de S. Typhimurium. 

 

 

 

 



80 

 

Figura 6 - Percentual de redução pela ação lítica de bacteriófagos sob Salmonella Heidelberg na adesão (formação) do biofilme e remoção 

do biofilme pré-formado em superfície de poliestireno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Percentual de redução na adesão do biofilme na superfície de poliestireno; (B) Percentual de redução na remoção do biofilme pré-formado após 9 horas de ação dos fagos; (C) Percentual de redução 

na remoção do biofilme pré-formado após 6 horas de ação dos fagos; (D) Percentual de redução na remoção do biofilme pré-formado após 3 horas de ação dos fagos. 
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Há limitações já definidas na interação fago e biofilme (Figura 7) (ATTERBURY 

et al., 2007; FLEMMING & WINGENDER, 2010; GUTIÉRREZ et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2015; PIRES et al., 2017). Os fagos precisam alcançar a bactéria 

hospedeira para se ligar ao receptor, com isso a difusão do fago depende também da 

densidade do biofilme (HU et al., 2010). O biofilme formado pela Salmonella spp. é 

altamente hidrofóbico com células compactadas em uma matriz rígida e densa, o que 

dificulta muito a ação dos bacteriófagos (CERCA, 2012). Inclusive destaca-se que os 

isolados de SH selecionados para esse estudo, apresentam diferentes perfis de formação 

de biofilme, sendo a maioria fortemente e moderadamente formador em superfície de 

poliestireno (Tabela 10), indicando a dificuldade que os fagos encontram ao tentar se ligar 

aos receptores da bactéria. 

 

Figura 7 - Interação fago e biofilme 

 
Fonte: GUTIÉRREZ et al. (2016). 

 

A eficácia do fago frente às bactérias hospedeiras, pode ser influenciada por 

diversos parâmetros, como o número de fagos e hospedeiros necessários para permitir a 

sua replicação, o surgimento de bactérias mutantes resistentes (BIM), o pH, atividade em 

um substrato sólido, e principalmente devido a densidade da matriz de substância 

polimérica (EPS) que limita a difusão do fago (ATTERBURY et al., 2007; FLEMMING 

& WINGENDER, 2010; OLIVEIRA et al., 2015). 

Na adsorção do fago é necessário primeiro ocorrer interações reversíveis entre 

elementos específicos do bacteriófago e do hospedeiro, para que após ocorra uma ligação 

irreversível. Ou seja, o processo de ligação do fago na célula hospedeira ocorre por uma 
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combinação de fatores, como o modo de ação do fago, fisiologia da célula hospedeira, 

difusão física, interações bioquímicas da superfície e alterações conformacionais 

induzidas por proteínas receptoras presentes em cada fago, por exemplo a proteína 

receptora descrita do fago P22 é a GP9 (MILETIC et al., 2016). O fago T7 com ação na 

hospedeira E. coli possui 3 proteínas receptoras, gp14, gp15 e a gp16 que são responsáveis 

pela ligação na célula hospedeira (HU et al., 2013). Vale ressaltar que uma cinética de 

adsorção da maioria dos bacteriófagos não foi ainda descrita na literatura, isso devido a 

diversidade de fagos presente na natureza. 

Frente a essa limitação, se faz uso de combinações sinérgicas (CHAN et al., 2013). 

Cui et al. (2018), utilizaram combinação sinérgica de fagos com plasma de nitrogênio 

(CNP) na erradicação de biofilmes de E. coli O157: H7 em vegetais. Obtiveram reduções 

expressivas na contagem de células viáveis de E. coli O157: H7. Portanto, o uso dos fagos 

em sinergismo é uma grande promessa para melhorar os atuais sistemas de tratamento de 

contaminação bacteriana em alimentos. Pereira et al. (2016) relatam eficiência 

semelhante no uso dos fagos individualmente e do uso em coquetéis, porém ressaltam 

que o desenvolvimento de menor resistência bacteriana indica que os coquetéis de fagos 

pode ser a escolha mais promissora a ser usada no biocontrole de salmonelose.  

Outros estudos também citam o biocontrole usando o pool de fagos, com 

capacidade de reduções na adesão inicial e no biofilme pré-formado em diferentes 

bactérias patogênicas, incluindo Salmonella spp. (ANDREATTI FILHO et al. 2007; 

WOOLSTON et al.; 2013; HOSSEINIDOUST et al. 2013; SHARMA et al., 2015; BAO 

et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).  

A SH 311 foi o isolado que sofreu maior percentual de redução na prevenção da 

fixação do biofilme, com redução de 83,4% pelo pool, porém sem diferença significativa 

entre os tratamentos (p>0,05). Esse isolado é caracterizado com capacidade moderada de 

formar biofilme e multirresistente a antimicrobianos, e mesmo assim teve taxas altas de 

sensibilidade ao biocontrole. 

Observamos ação reduzida dos fagos nos biofilmes já formados no tempo de 3 

horas, houve fraca ação lítica, ou seja, obtivemos menor redução, porque é um biofilme 

com 45 horas de formação, consequentemente um biofilme mais maduro e com mais EPS. 

Ressaltando que a ação dos fagos em células planctônicas é mais fácil do que em sésseis, 

depois do biofilme formado a eliminação se torna um grande desafio (PIRES et al., 2017).  

Sadekuzzaman et al. (2018) avaliaram a eficácia de fagos na redução de biofilmes 

de Salmonella spp. por um período de ação de somente 2 horas quando os fagos foram 
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capazes de reduzir significativamente os biofilmes cultivados em alimentos e diferentes 

superfícies. 

Garcia et al. (2017) citam que biofilmes formados por S. Heidelberg em 

superfícies de vidro foram resistentes a 6 h de tratamento com o pool de fagos, mas após 

9 h de ação os fagos tiveram ação lítica e reduziram o biofilme. Corroborando com nossos 

achados, com 9 h houve maiores porcentagens de redução no biofilme pré-formado. Vale 

ressaltar que o fago já demonstrou reduções mesmo em curto tempo de contato. 

Segundo Madigam et al. (2010), a partir da infecção fágica em cerca de 25 

minutos a formação dos novos fagos culmina na lise da bactéria, e iniciam-se novos ciclos 

líticos. Em nosso estudo observamos ação do fago em um tempo de contato reduzido de 

3 horas, o que é relevante para bactérias patogênicas como Salmonella, que possuem 

tempo rápido de geração e longa permanência no ambiente e nas superfícies de 

equipamentos de processamento de alimentos (BENSINK, 1979; NESSE et al., 2005; 

IIBUCHI et al., 2010). 

Como já se sabe, fagos são espécie-específicos (REARDON, 2017b), porém vale 

ressaltar que esses mesmos fagos em trabalhos anteriores demonstraram bom 

desempenho antimicrobiano frente a outros sorovares de Salmonella spp., tais como, S. 

Brandemburg, S. Anatum, S. Tennessee, S. Agona, S. Bredney, S. Schwarzemgrund, S. 

Infantis, S. Rissen, S. Lexington, S. Panamá, S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. 

Gallinarum (POTTKER, 2016; RIZZO, 2017; PEIXOTO, 2019). Evidenciando a ação 

em uma ampla variedade de sorovares, sendo possivelmente especifico para o gênero 

Salmonella. 

Como perspectivas para ampliar o uso de bacteriófagos pesquisas futuras analisarão 

a possibilidade de reaplicação dos fagos em intervalos de tempos no processamento de 

alimentos, a fim de garantir maior efetividade do biocontrole nas etapas de higienização. 

Bem como o uso de técnicas antimicrobianas combinadas, como luz UV e fagos, que já 

foram testadas e podem ser usadas em ambientes industriais para melhorar o controle de 

Salmonella no processamento de carnes (YEH et al., 2018).  

Sabe-se que no ciclo lítico dos bacteriófagos, os novos fagos que são formados saem 

da bactéria expressando duas proteínas líticas, a holina e a endolisinas (enzimas 

proteolíticas) (MADIGAM et al., 2010). Com isso outra proposta de combinações 

sinérgicas é o uso de proteínas com atividade lítica, as endolisinas isoladas são alternativa 

antimicrobiana vantajosa pois até o momento não foi descrito nenhuma bactéria resistente 
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a proteínas líticas de fago (RODRÍGUEZ-RUBIO et al., 2013; CARVALHO et al., 2017; 

GRAY et al., 2018), diferente do que já ocorre para os bacteriófagos.  

Segundo Lekunberri et al. (2017) as bactérias mutantes insensíveis a bacteriófagos 

(BIM) utilizam mecanismos de resistência à infecção fágica, através da ação de enzimas 

de restrição que degradam o DNA/RNA do fago assim que ele é injetado na célula 

hospedeira, ou são capazes de bloquear os receptores no momento da adsorção 

prevenindo a injeção do material genético, além de produzem matriz extracelular e 

inibidores competentes (LABRIE et al., 2010).  

Frente a essa questão de resistência bacteriana aos fagos vale ressaltar que ao 

contrário dos agentes quimioterápicos/antimicrobianos sintéticos, os bacteriófagos são 

entidades biológicas vivas que evoluem constantemente para contornar as defesas dos 

seus hospedeiros, já que são totalmente dependentes da maquinaria da bactéria. 

Outros estudos são realizados com o uso dos fagos in vivo, ou seja, o que 

chamamos de fagoterapia (MALIK et al., 2017). Albino et al. (2014) relatam reduções 

significativas de Salmonella após a administração oral de pool de bacteriófagos para 

suínos após jejum, indicando que o pool de bacteriófagos foi capaz de reduzir 

efetivamente a colonização de Salmonella. Clavijo et al. (2019) avaliaram a eficácia do 

coquetel de bacteriófagos SalmoFREE® para controlar Salmonella em uma fazenda de 

frangos de corte e obtiveram controle da incidência de Salmonella nos animais testados, 

não afetando os parâmetros de produção. 

Contudo mais estudos são necessários para provar a eficácia e segurança do 

biocontrole como alternativa antimicrobiana no processamento de alimentos, como por 

exemplo requererem algum tipo de proteção (por exemplo, microencapsulação) para 

permanecer viáveis sob várias condições fisiológicas e de fabricação (ZHANG et al., 

2015).  

Embora a indústria de alimentos tenha evoluído nas últimas décadas, o risco de 

contaminação durante o processamento de alimentos continua alto, e a presença de 

biofilme é uma das principais causas de contaminação. O biocontrole com uso de 

bacteriófagos ainda deve ser muito estudado, é necessário unir informações para garantir 

que esta seja uma ferramenta adicional em programas de controle de qualidade dos 

alimentos. 

Nossos resultados sugerem que o sorovar Heidelberg capaz de formar biofilme e 

multirresistente a antimicrobiano, teve ação lítica dos bacteriófagos. E demonstram que 

a ação do fago na prevenção da formação do biofilme de S. Heidelberg é mais eficiente 
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do que no biofilme pré-formado. Bem como o uso de combinações sinérgicas é a mais 

indicada, já que potencializou a redução dos biofilmes. Assim conclui-se que o uso do 

pool de bacteriófagos no condicionamento de superfícies é uma alternativa no controle 

de biofilme de SH. 

 

5.5 Experimento 5 – Teste de suscetibilidade de Salmonella Heidelberg frente a óleos 

essenciais 

 

5.5.1 Material e Métodos 

 

5.5.1.1 Seleção dos óleos essenciais 

 

Foram realizados ensaios in vitro com cinco óleos essenciais selecionados com base 

nas suas ações antimicrobianas previamente descritas, frente a S. Heidelberg (MACIA et 

al., 2014; BALOUIRI et al., 2016). 

Os óleos essenciais foram adquiridos de fornecedores comercias (Oshadii®), sendo 

selecionados para os ensaios por terem diferentes graus de ação antimicrobiana frente a 

bactérias patogênicas. Desta forma utilizou-se o óleo de gengibre (Zingiber officinale 

Roscoe) (MAJOLO et al., 2014), de orégano (Origanum compactum), de canela 

(Cinnamomum cassia), de cravo (Eugenia caryophyllus) (MITH et al., 2014) e de tomilho 

(Thymus vulgaris L.) (CARVALHO et al., 2015). Todos os óleos foram previamente 

caracterizados por Cromatografia gasosa e espectrofotometria de massa (CG/MS), sendo 

os dados destas análises descritos no apêndice B. 

 

5.5.1.2 Atividade antimicrobiana de óleos essenciais 

 

Os efeitos antibacterianos foram testados sobre dez isolados de S. Heidelberg com 

diferentes perfis de formação de biofilme, perfis genotípicos e perfis de suscetibilidade 

antimicrobiana (conforme tabela 10 apresentada acima no item 5.4.1.5), pela técnica de 

Ágar difusão de acordo com Balouiri et al. (2016), concentração inibitória mínima (CIM) 

e concentração bactericida mínima (CBM) de acordo com CLSI (2014), Majolo et al. 

(2014) e Shahbazi (2015).  
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Atividade antimicrobiana em ágar difusão  

Para os testes de ágar difusão, uma suspensão bacteriana em solução salina estéril 

(NaCl 0,85%) equivalente à 0,5 da escala Mac Farland (1x106 UFC/mL) foi preparada. 

Um suabe estéril foi embebido na suspensão bacteriana e semeado em cinco direções em 

placa com Agar Mueller Hinton (Kasvi®). Após 5 minutos, um furo com um diâmetro de 

8 mm foi puncionado assepticamente com um perfurador estéril. Um volume de 80 µL 

do óleo essencial na concentração desejada foi então introduzido no poço. As placas de 

ágar foram incubadas em condições favoráveis 37±1ºC por 24 horas. O agente 

antimicrobiano se difundirá no meio do ágar e inibirá a multiplicação da estirpe 

microbiana testada. Após, o diâmetro da zona de inibição foi medido em milímetros, 

tendo tetraciclina como controle positivo e óleo mineral estéril como negativo e S. aureus 

(ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922) como organismos controle. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata.  

 

Concentração inibitória mínima (CIM)  

Para determinar a CIM dos óleos essenciais foi utilizada microplaca estéril de 96 

poços. Foram selecionados os óleos essenciais que apresentaram melhores resultados no 

teste de ágar difusão, o orégano e a canela, sob seis isolados de SH que tiveram maior 

suscetibilidade aos OEs. Inicialmente preparou-se uma suspensão bacteriana em solução 

salina estéril (NaCl 0,85%) equivalente à 0,5 da escala Mac Farland (1x106 UFC/mL) de 

seis isolados de S. Heidelberg selecionados também no teste de ágar difusão. Nos poços 

do controle negativo foi adicionado somente 100 µL do caldo nutritivo com 10% de 

DMSO (9 mL de BHI concentração dupla + 1 mL de DMSO) sem adição da bactéria. O 

controle do óleo essencial foi composto por 100 µL do caldo nutritivo com DMSO e mais 

100 µL do óleo essencial selecionado. Por fim, o controle positivo foi o caldo nutritivo 

com DMSO e a suspensão bacteriana. 

Nos demais poços da microplaca adicionou-se 100 µL do caldo nutritivo com 10% 

de DMSO. Também na primeira fileira da microplaca, foi adicionado 100 µL do óleo 

essencial puro a ser testado, totalizando 200 µL em cada poço. A diluição seriada foi 

realizada transferindo 100 µL da fileira A para os poços da fileira B, consecutivamente 

até a última fileira (foi utilizado duas microplacas), obtendo no total 15 concentrações do 

óleo essencial de 100% até 0,006% (1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128, 1:256, 

1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096, 1:8192, 1:16384). Por fim, adicionou-se 30 µL da 

suspensão bacteriana em todos os poços, exceto nos controles negativos, e as microplacas 
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foram incubadas em condições favoráveis à 37±1ºC, e a leitura visual foi realizada após 

24 e 48 horas. 

 

Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

Para a confirmação da concentração bactericida mínima (CBM) uma alíquota de 

cada poço das três diluições anteriores sem turvação, foram transferidas para Ágar 

nutriente e as placas incubadas a 37±1ºC por 24h, determinando-se como a CBM a menor 

concentração sem multiplicação bacteriana visível nas placas. 

 

Análise estatística  

Os dados foram submetidos à análise de Kruskal Wallis e a diferença entre as 

amostras foi avaliada segundo o teste de Student- Newman- Keuls (p>0,05). 

 

5.5.1.3 Avaliação do efeito dos óleos essenciais em matriz cárnea com Salmonella 

Heidelberg 

 

Nesta etapa do estudo foi utilizado um isolado de S. Heidelberg (SH 212) que sofreu 

ação dos OEs no teste descrito no item 5.5.1.2. 

A carne de frango foi comprada em supermercado de varejo da região norte do 

estado do Rio Grande do Sul. As amostras de frango foram analisadas preliminarmente 

em laboratório de microbiologia de alimentos para análise dos parâmetros 

microbiológicos segundo metodologia de PCR VIDAS® Salmonella (SLM) Easy, técnica 

de microbiologia convencional para a presença/ausência de Salmonela spp. e 

determinação quantitativa de bactérias mesófilas aeróbias facultativas pela técnica de 

contagem em profundidade (ISO 4833-1, 2013), a fim de atender as normas previstas pela 

RDC nº 12, de 02 de janeiro de 2001, bem como para saber a carga inicial bacteriana 

através da contagem total de mesófilos (BRASIL, 2011) (Apêndice C).  

Foram fracionados pedaços de 2 g de carne de frango crua em placas de Petri estéril, 

posteriormente os fragmentos foram expostos a luz UV por 15 min para cada lado a fim 

de reduzir /evitar a contaminação superficial. Após os fragmentos foram inoculados por 

imersão por 2 min em um volume de 18 mL (proporção 1:10) de inoculo à uma 

concentração de 1x107 UFC/mL do microrganismo para obter uma carga bacteriana 

inicial de aproximadamente 1x105 UFC/mL, segundo metodologia descrita por Cardoso-

Toset et al. (2017). Os fragmentos adicionais de carne foram também imersos em solução 
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de água peptona 0,1% estéril usados como controle. Após essa imersão na suspensão 

bacteriana, os fragmentos da carne de frango foram colocados em placas de Petri estéreis 

à temperatura ambiente (24±1°C) por 10 min para permitir a fixação microbiana.  

A matriz cárnea previamente inoculada com a bactéria foi imersa individualmente 

em um volume de 18mL (proporção 1:10) por 10 minutos à temperatura ambiente na 

suspensão do óleo essencial de orégano, selecionado de acordo com sua ação no teste de 

ágar difusão, e com uma concentração acima da concentração inibitória mínima obtida, 

definida a partir de testes preliminares em matriz cárnea (0,48 µL. mL-1). Os controles 

negativos foram imergidos em 18 mL de solução AP 0,1 % estéril nas mesmas condições.  

Após o tratamento os fragmentos de carne foram colocados individualmente em 

tubos estéreis e selados com fita parafilme para reduzir a desidratação da carne. Em 

seguida foram incubadas a 12±1ºC e a 4±1ºC, para mimetizar respectivamente a 

temperatura da sala de cortes dos matadouros frigoríficos avícolas e a temperatura da 

gondola de distribuição no varejo, a fim de assumir o cenário da saída do frigorífico até 

o armazenamento nos supermercados, por um período de 0, 1, 3 e 5 dias.  

Após cada tempo, o número de SH remanescentes na matriz foi determinado com 

imersão em 18 mL de água peptonada 0,1% e agitado em vórtex por 2 minutos. Diluições 

seriadas decimais foram feitas e transferidas para ágar PCA (padrão de contagem, Kasvi®) 

para quantificação pelo método drop plate (inoculação de cinco gotas de 10 µL de cada 

diluição). Com isso, as placas foram incubadas em estufas a 36±1°C por 24 h 

(APOSTOLIDIS et al., 2008; ERUTEYA & ODUNFA, 2016). 

 

O cálculo de UFC/g de amostra, seguiu a metodologia descrita por Silva et al. 

(2010), com a seguinte equação: 

 

UFC/g = UFC/mL da suspensão x volume de diluente (mL)___ 

         peso da amostra de carne (g) 
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5.5.2 Resultados e discussão 

 

5.5.2.1 Atividade antimicrobiana de óleos essenciais 

 

Atividade antimicrobiana em ágar difusão 

 Os resultados obtidos indicam que os óleos essenciais de canela, orégano, cravo e 

tomilho apresentaram ação antimicrobiana sobre SH, com exceção do óleo de gengibre, 

que não teve ação antimicrobiana sobre nenhum dos isolados testados.  

 Os óleos essenciais de canela e orégano demonstraram maior espectro de ação, com 

maiores leituras de halos de inibição ao comparar com o cravo e o tomilho, com diferença 

estatística significativa (p<0,05) (Figura 8 e 9). Vale ressaltar que os óleos essenciais de 

orégano e canela obtiveram melhores resultados e foram capazes de inibir o crescimento 

de todas as amostras testadas. 

 

Figura 8 - Média dos halos de inibição (mm) de óleos essenciais frente a isolados de 

Salmonella Heidelberg. 

 
Legenda: As médias seguidas das mesmas letras minúsculas nas linhas não diferem entre si pelo 

teste de Student-Newman-Keuls (p>0,05).  
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Figura 9 - Ação antimicrobiana de óleos essenciais sobre isolados de SH pela técnica de 

ágar difusão. 

 
Fonte: elaborado pelo Autor (2019). 

Legenda:  

1: ação antimicrobiana do óleo essencial de orégano frente a SH 227. 

2: ação antimicrobiana do óleo essencial de tomilho frente a SH 227. 

3: ação antimicrobiana do óleo essencial de canela frente a SH 227. 

4: ação antimicrobiana do óleo essencial de cravo frente a SH 227. 

5: ação antimicrobiana do óleo essencial de gengibre frente a SH 227. 

6: controle negativo: óleo mineral. 

 

Com base nos resultados apresentados na tabela abaixo (Tabela 17), o óleo essencial 

de orégano teve maior ação antimicrobiana sob a amostra SH 227, com maior 

sensibilidade, comparado com as outros isolados, sendo o maior halo de inibição 

observado (37,67mm). Observando o óleo essencial de canela, a SH 212 e a SH 506 

obtiveram maiores halos comparando com as outras amostras.  

Vale ressaltar que todas as amostras selecionadas para esse estudo são 

multirresistentes à antimicrobianos com variações de IRMA (índice de resistência 

múltipla a antimicrobianos) de 0,4 a 1,0 e possuíam diferentes capacidades de formação 

de biofilme a 36ºC. 
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Tabela 17 - Valores médios de halos de inibição (mm) dos óleos essenciais de Origanum 

vulgare, Thymus vulgaris L., Cinnamomum cassia e Eugenia caryophyllus frente a dez 

isolados de S. Heidelberg.  

Amostras 

SH 
Orégano Tomilho Canela Cravo 

SH 622 26,33 aA 19,00 aA 26,00 aA 18,00 aA 

SH 217 26,67 aA 24,00 aA 25,33 abA 19,33 aA 

SH 506 21,00 abA 14,00 bAB 29,00 acA 17,33 aAB 

SH 212 27,00 abcA 17,00 abcAB 29,67 acdA 19,33 aAB 

SH 227 37,67 acdA 16,33 abcdB 27,33 abcdeAB 18,67 aAB 

SH 109 27,33 acdeA 17,33 abcdeAB 32,67 cdfA 19,33 aAB 

SH 113 21,67 abcA 15,00 bcdefAB 26,00 abcdeA 18,33 aAB 

SH 405 27,00 acdeA 16,33 abcdefAB 28,33 abcdefgA 20,00 aAB 

SH 311 22,67 abceA 16,33 abcdefAB 25,67abcegA 18,67 aAB 

SH 120 25,00 abceA 7,00 bdfB 27,33 abcdegA 17,67 aAB 

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras minúsculas nas colunas e pelas mesmas letras 

maiúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (p>0,05). 

 

De acordo com Hyldgaard et al. (2012) as propriedades antibacterianas dos 

metabólitos secundários dos óleos essenciais foram avaliadas pela primeira vez em 1881. 

Já a atividade de inibição bacteriana dos OEs de orégano e tomilho foi relatada pela 

primeira vez no ano de 1950. Esses possuem alto teor de carvacrol e timol, tendo 

capacidade de permeabilização e despolarização da membrana plasmática do 

microrganismo, sendo eficazes contra bactérias Gram positivas e Gram negativas 

(OUSSALAH et al., 2007; VASILE et al., 2017; LAGHMOUCHI et al., 2018). Esses 

dados reforçam nossos achados, já que ambos óleos demostraram ação antimicrobiana 

frente SH, bactéria Gram negativa. 

Vale ressaltar que devido à composição complexa dos OEs é provável que sua 

atividade antibacteriana seja devido a diferentes mecanismos de ação e isso implica em 

vários alvos na célula bacteriana (BURT, 2004). Por esta razão, espera-se que as bactérias 

raramente desenvolvam mecanismos de resistência para os OEs, forte razão para uso 

desses compostos como alternativa ao controle de patógenos. Porém já há relatos de 

microrganismos com mecanismos de resistência, como bombas de efluxo, a alguns OEs, 



92 

 

por exemplo, ao óleo essencial de pinho (MOKEN et al., 1997; PAPADOPOULOS et al., 

2008). 

Marques et al. (2015) corroboram com nosso estudo, avaliaram a atividade 

antimicrobiana do óleo essencial de orégano sobre bactérias isoladas de carne de frango, 

e todos os isolados foram sensíveis, sendo uma ferramenta na prevenção quando se trata 

de inibição bacteriana. Há relatos da ação do óleo essencial de orégano, tomilho e cravo 

frente a várias cepas Gram positivas e Gram negativas, e ambos estudos relatam forte 

ação antibacteriana (HONÓRIO et al., 2015; VASILE et al., 2017). 

Segundo Benavides et al. (2012) o óleo essencial de orégano foi considerado um 

dos mais eficazes antimicrobianos e agentes naturais antioxidantes. Dados publicados 

sobre a eficácia antimicrobiana de vários óleos essenciais, relatam a seguinte classificação 

geral, em ordem decrescente de atividades antibacterianas sob diferentes patógenos: 

orégano/cravo/canela/tomilho > hortelã > alecrim > mostarda > coentro/sálvia 

(Rodriguez-Garcia et al., 2015). 

Gonçalves et al. (2017) estudaram a atividade antibacteriana de óleos essenciais por 

meio de encapsulamento e em meio livre. Observaram que o OE encapsulado teve maior 

efeito do que comparado com o OE livre. Ressaltando forte potencial de uso da tecnologia 

de microencapsulação, alternativa no uso desses aditivos. Moraes-Lovison et al. (2017) 

estudaram a técnica de encapsulação por nanoemulsão com diferentes concentrações do 

óleo de orégano para avaliar a atividade antibacteriana e tiveram bons resultados quando 

incorporado em pate de frango, prevenindo o controle microbiológico e estendendo a vida 

útil do produto. Vale ressaltar que o uso dessa tecnologia de encapsulação auxilia a manter 

as caracteristicas organolépticas do alimento.  

Um efeito aditivo foi obtido pela combinação de óleos essenciais de tomilho e 

orégano na pesquisa realizada por Reyes-Jurado et al. (2016). Estes resultados sugerem 

o potencial uso de misturas de óleos essenciais para inibir o crescimento microbiano e 

preservar alimentos, no entanto, seu efeito sobre a qualidade sensorial em alimentos 

selecionados compatíveis com seu sabor precisa ser avaliado. Zhou et al. (2007) 

encontraram efeitos sinérgicos contra Salmonella Typhimurium ao combinar 

cinamaldeído com carvacrol. Dado importante se observarmos nossos resultados em ágar 

difusão que mostraram o orégano e a canela com maior ação antibacteriana sobre SH, 

impulsionando pesquisas futuras com o uso de combinações, os chamados blends. 

Becerril et al. (2012) estudaram a suscetibilidade de bacilos gram-negativos frente 

aos OEs de orégano e canela, e a combinações de ambos. Os resultados mostraram que 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996917300947#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reyes-Jurado%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26818994
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todas as cepas foram suscetíveis a ambos OEs e sua combinação, independentemente do 

perfil de resistência a antibióticos, corroborando com nossos achados. Porém não foi 

observado efeito sinérgico nem antagonistas entre os óleos essenciais de orégano e canela 

nas concentrações testadas.  

Embora a indústria de alimentos utilize os OEs principalmente como aromatizantes, 

os mesmos representam uma fonte antimicrobiana e antioxidante natural alternativa, 

podendo ser utilizados na conservação dos produtos. No entanto, a aplicação dos OEs na 

conservação de alimentos, requer conhecimentos detalhados sobre suas propriedades, ou 

seja, a concentração inibitória mínima (CIM), os microrganismos envolvidos, modo de 

ação, além do efeito dos componentes da matriz do alimento sobre suas propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes (HYLDGAARD et al., 2012). 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM), é definida como a menor concentração 

do OE no caldo, o qual resulta na ausência de multiplicação microbiana. O ponto final 

pode ser visualizado através da densidade ótica (turbidez) (BURT, 2004). Com diluições 

seriadas dos óleos essenciais de orégano e canela, feitas a partir da concentração do óleo 

puro 1:1 (100%) até 1:16384 (0,006%), buscou-se saber qual era a última concentração 

na qual não houve crescimento bacteriano, sabe-se que o volume e a concentração dos 

óleos são parâmetros que podem ser observados na avaliação do efeito inibitório. 

 Analisou-se a CIM frente às seis amostras de S. Heidelberg com maior sensibilidade 

aos OEs e os melhores resultados foram obtidos com orégano e canela, resultados 

apresentados na tabela 18. Além disso, foi determinada também a concentração 

bactericida mínima (CBM), através da visualização de crescimento da bactéria em placa, 

a fim de confirmar a turbidez de cada poço e consequentemente confirmar a concentração 

inibitória mínima.  

 A determinação da CBM, através da visualização de crescimento da bactéria em 

placa, demonstrou resultado equivalente as encontradas na CIM para as seis amostras. O 

conjunto dos dois fatores, CIM e CBM, demonstram a atividade destes óleos essenciais 

frente a S. Heidelberg multirresistentes e o potencial uso destes OEs no controle desse 

microrganismo.  

 Os resultados presentes na Tabela 18 demonstram forte atividade antimicrobiana 

dos óleos essenciais, já que uma baixa concentração foi capaz de inibir o crescimento das 

SH, sendo promissor o seu uso no controle desse microrganismo. 
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Tabela 18 - Concentração inibitória mínima (CIM) do OE de orégano (Origanum 

compactum) e canela (Cinnamomum cassia). 

CIM µL. mL-1 (proporção v/v)* 

Salmonella 

Heidelberg 
Orégano Canela 

SH 120 0,122 µL. mL-1 (1:8192) 0,012% 0,061 µL. mL-1 (1:16381) 0,006% 

SH 212 0,24 µL. mL-1 (1:4096) 0,024% 0,122 µL. mL-1 (1:8192) 0,012% 

SH 217 0,24 µL. mL-1 (1:4096) 0,024% 0,122 µL. mL-1 (1:8192) 0,012% 

SH 227 0,24 µL. mL-1 (1:4096) 0,024% 0,061 µL. mL-1 (1:16381) 0,006% 

SH 405 0,48 µL. mL-1 (1:2048) 0,048% 0,24 µL. mL-1 (1:4096) 0,024% 

SH 622 0,24 µL. mL-1 (1:4096) 0,024% 0,122 µL. mL-1 (1:8192) 0,012% 

Média 0,26 µL. mL-1 0,121 µL. mL-1 

*resultados em triplicata. 

 

 Vale ressaltar a importância da utilização do agente emulsificante DMSO (dimetil 

sulfóxido) na técnica de concentração inibitória mínima, que facilita a difusão do óleo 

essencial no caldo nutritivo, importante na etapa de diluição dos óleos. Bem como é 

importante analisar as propriedades físicas e químicas, que são importantes para auxiliar 

na visualização da atividade antimicrobiana dos óleos (PESAVENTO et al., 2015), 

através da técnica de cromatografia (dados no apêndice B). 

 CIM e CBM semelhantes aos encontrados nesse estudo foram relatadas por outros 

autores, mas também foram encontrados valores diferentes em outros casos. Como 

exemplo, Mayaud et al. (2008) obtiveram CIM semelhantes contra bacilos Gram-

negativos para canela, enquanto obtiveram valores diferentes para o orégano. A 

disparidade nos resultados pode ser atribuída a variações na composição química dos OEs 

obtidos das mesmas espécies de plantas, uma vez que a composição química dos OEs 

pode diferir em diferentes partes de uma planta, fase de desenvolvimento, condições de 

crescimento, sistema de secagem e procedimentos de extração. 

 As especiarias naturais estão regulamentadas como aditivos naturais ou 

aromatizantes e possuem status GRAS (Geralmente seguro para uso), sendo autorizadas 

para utilização em alimentos pelo Food and Drug Administration (FDA) nos Estados 

Unidos e pela autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos. Também, altos 

valores de CIM e CBM indicam a necessidade de maiores concentrações de OEs para o 

controle eficiente de microorganismos, o que pode alterar as características 

organolépticas do produto. 

 Já são comercializados aditivos para a alimentação animal a base de óleos essenciais 

e extratos de plantas como, como por exemplo o Excential Alliin Plus (Orffa®), 

formulação à base de alho e canela. Estes extratos vegetais são conhecidos por terem um 
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efeito positivo na saúde intestinal, melhorando a microbiota do intestino das aves de 

produção. O uso da canela nesse produto é devido aos cinamaldeídos que estimulam as 

secreções intestinais e melhoram a capacidade de absorção. Ressaltamos que esta pode 

ser uma estratégia alternativa, a fim de reduzir o uso de antibióticos na produção animal. 

 Os resultados encontrados para ambos os OEs (orégano e canela) foram usados para 

os ensaios subsequentes com controle de SH em alimentos. Para o teste em matriz cárnea 

selecionamos o isolado SH 212 que apresenta MIC de 0,24 µL.mL-1 no óleo essencial de 

orégano. 

 Os resultados deste estudo confirmam que a canela e o orégano são agentes 

antimicrobianos eficientes em baixas concentrações contra SH. Destaca-se que todos 

isolados testados apresentaram formação de biofilme e padrões de multirresistência com 

altos valores de IRMA, e ainda assim foram sensíveis aos OEs de orégano e canela, o que 

pode indicar aplicação em estudos futuros com alimentos. 

 

5.5.2.2 Avaliação do efeito do óleo essencial de orégano em matriz cárnea com 

Salmonella Heidelberg 

 

Os ensaios realizados com a carne de frango avaliaram a eficiência do óleo 

essencial de orégano na redução de SH 212, em temperaturas 4±1ºC e 12±1ºC, afim de 

mimetizar respectivamente a temperatura da sala de cortes dos matadouros frigoríficos 

avícolas e a temperatura da gondola de distribuição no varejo, a fim de assumir o cenário 

da saída do frigorífico até o armazenamento nos supermercados, por um período de 0, 24, 

72 e 120 h, correspondendo à 0, 1, 3 e 5 dias de incubação com o tratamento. 

Ao avaliarmos o controle, a matriz cárnea contaminada sem tratamento, ou seja, 

sem aplicação do óleo essencial de orégano, é possível observar que na temperatura de 

12±1ºC houve multiplicação bacteriana, tendo uma multiplicação exponencial da SH, 

com diferença estatística significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre o tempo 0 e o 

5º dia de experimento (Tabela 19), como era o esperado. 

Na temperatura de 4±1ºC, este comportamento se repete, mas com carga 

microbiana menor que na temperatura de 12±1ºC e não diferem estatisticamente em 

relação aos dias (p>0,05). Dados estes esperados, quando avaliamos o tempo de 

exposição, ou seja, o número de dias de contato do sorovar com a carne de frango nas 

temperaturas de 4±1ºC e 12±1ºC, os valores são crescentes, expressando que, quanto 

maior tempo de contato com a matriz cárnea, maior poder de multiplicação bacteriana, 
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pelo binômio tempo e temperatura. Vale ressaltar que a temperatura de refrigeração 

(4±1ºC) não permitiu a multiplicação microbiana com o passar do tempo, sendo uma 

ferramenta de controle já comprovada. 

 

Tabela 19 - Ação antibacteriana do óleo essencial de orégano frente à Salmonella 

Heidelberg em diferentes temperaturas na carne de frango. 

Carne – Controle x Óleo de orégano 

 
Temperatura 

Tempo (dias) 

0 1 3 5 p-valor 

Controle 
4oC 6,70* aA 6,31* aA 7,21* aA 7,58* aA 0,1770 

12oC 6,64* aA 8,86* bB 9,37* bB 10,70* bC 0,0001 

Óleo de 

orégano 

4oC 3,91* bA 5,10* aA 4,76* cA 4,88* cA 0,2430 

12oC 3,77* bA 5,70* aB 6,51* aB 10,77* bC 0,0001 

 p-valor 0,0040 0,0001 0,0001 0,0001 ----- 

Legenda:* = log10UFC/g. As médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas e pelas 

mesmas letras maiúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).  

 

A contaminação de frango refrigerado e congelado é alta em comparação a outros 

alimentos (UYTTENDALE et al., 1997). As salmonelas são relativamente resistentes a 

vários fatores ambientais e estes sorovares possuem facilidade em adaptar-se em 

diferentes situações e condições, comprovado por sua habilidade de se multiplicar em 

valores de pH entre 3.8 e 9.5, temperatura ótima de 35oC a 43oC e uma atividade de água 

> 0,94, ocorrendo variações entre sorovares e/ou cepas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2011).  

Em alimentos como a carne de frango, onde diversas intervenções tentam reduzir 

o agente patogênico, mais investigações são necessárias para proporcionar uma 

temperatura ótima de refrigeração que realmente iniba a multiplicação Salmonella.  É 

essencial estudar os padrões de multiplicação de Salmonella Heidelberg em temperaturas 

de refrigeração, já que são escassos os dados sobre multiplicação em baixas temperaturas 

(MOREY; SINGH, 2012). 

Diante dos resultados houve redução no número de log10UFC/g com a ação do 

óleo essencial de orégano em todos os tempos de contato e ambas temperaturas (Figura 

10 e Tabela 19), somente na temperatura de 12±1ºC obtivemos aumento das contagens 

de SH no 5º dia do experimento, porém sem diferença estatística significativa (p>0,05), 

ou seja, o óleo nessa temperatura não conseguiu conter a multiplicação bacteriana a partir 
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de 120 h, provavelmente se mais tempos fossem avaliados, haveria um crescimento 

exponencial a partir do 5º dia de experimento. 

 

Figura 10 - Ação antibacteriana do óleo essencial de orégano frente à Salmonella 

Heidelberg na carne de frango sob diferentes temperaturas. 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2019). 

Legenda: (A) Ação antibacteriana do óleo essencial de orégano frente à SH à temperatura de 4ºC 

na carne de frango; (B) Ação antibacteriana do óleo essencial de orégano frente à SE à temperatura 

de 12ºC na carne de frango. As médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas nas linhas de 

tendência do controle e do pool de fagos não diferente entre sí, pelo teste de Tukey (p>0,05).  

 

Ao avaliarmos temperatura de 4±1ºC, entre os valores do controle e o tratamento, 

no período de 0 dias (tempo zero) houve redução de 2,79 log (6,70 log10UFC/g para 3,91 

log10UFC/g), devido à ação rápida do óleo de orégano. O mesmo é observado na 
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temperatura para 12±1ºC, no contato inicial com o óleo de orégano (0 d) se observa 

reduções significativas de 2,87 UFC/g (6.64 para 3,77 log10UFC/g).  

O óleo essencial foi capaz de atuar instantaneamente nas SH presentes na matriz 

cárnea. Pesavento et al., (2015) estudaram a atividade antibacteriana e sensorial do óleo 

essencial do tomilho e orégano em almôndegas cozidas, relatando efeito benéfico na 

redução da carga bacteriana e a aceitabilidade do produto com o período de 4 dias em 

temperatura de conservação de 4ºC. 

 Com 1 dia de exposição (24 h) ao OE de orégano na temperatura de 12±1ºC, a 

redução microbiana da SH 212 foi ainda maior, de 3,16 log (8,86 para 5,7 log10UFC/g) 

com diferença estatística significativa (p<0,05). Porém como já discutido anteriormente, 

com o passar dos dias do experimento, o óleo essencial de orégano diminui sua 

capacidade antimicrobiana, até porque essa temperatura permitiu a multiplicação das SH 

remanescentes. 

Deste modo, é possível afirmar que a temperatura de melhor ação do OE de 

orégano é a de 4±1ºC, pois para o controle bacteriano eficiente devemos considerar a 

temperatura de refrigeração, que influencia diretamente no controle da multiplicação de 

SH. Bem como, sabe-se que condições físicas, como o baixo pH, baixa temperatura e 

baixos níveis de oxigênio melhoram a ação antimicrobiana de óleos essenciais (BURT, 

2004). Menezes et al. (2018) adicionaram OE de orégano em presunto fatiado, e houve 

diminuição das taxas de crescimento e aumento do prazo de validade do produto, 

principalmente em baixas temperaturas (6ºC), onde se estendeu por pelo menos 30 dias 

quando comparado ao controle. 

Os OEs têm grande importância para as indústrias farmacêutica, alimentícia e 

cosmética (BASER & BUCHBAUER, 2015). A composição do óleo essencial de orégano 

foi extensivamente estudada, são misturas complexas de compostos, em que os principais 

constituintes são terpenos, geralmente mono e sesquiterpenos. Os principais terpenos 

identificados nas diferentes espécies são carvacrol, timol, γ-terpineno e p-cimeno; 

enquanto o terpinen-4-ol, o linalol, o β-mirceno, o hidrato trans-sabineno e o β-cariofileno 

também estão presentes. A proporção desses e de outros componentes no óleo essencial 

dentro do mesma espécie é o que define o seu quimiotipo (LEYVA-LÓPEZ et al., 2017). 

Esses compostos antibacterianos presentes no OE de orégano (principais o 

carvacrol e timol) tornam a membrana celular permeável devido à sua impregnação nos 

domínios hidrofóbicos. Vale ressaltar que este efeito é maior contra bactérias gram-

positivas, mas também tem ação nas bactérias gram-negativas. Além disso, o OE de 
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orégano possui propriedades antioxidantes eficazes no retardamento do processo de 

peroxidação lipídica em alimentos gordurosos e sequestro de radicais livres 

(RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2015; AL-HIJAZEEN et al., 2017). Al-Hijazeen et al. 

(2017) verificaram o efeito do óleo de orégano nas características sensoriais e na 

qualidade da carne de frango cozida, concluindo ser um bom substituto para os 

antioxidantes sintéticos. 

A atividade antimicrobiana destes compostos é atribuída ao seu caráter lipofílico 

que os atrai mais para as estruturas da membrana celular. Consequentemente, sua 

presença causa expansão na membrana, aumentando a fluidez e a permeabilidade, 

ocorrendo alteração das proteínas, inibição da respiração e altera os processos de 

transporte de íons (CRISTANI et al., 2007). Além da ação antimicrobiana e propriedades 

antioxidantes o carvacrol e timol são responsáveis por fornecer o sabor e odor 

característicos.  

 O timol e o carvacrol são capazes de desintegrar a membrana externa das 

bactérias gram-negativas (Figura 11), liberando os componentes lipopolissacarídicos, 

aumentando assim a permeabilidade da adenosina trifosfato na membrana citoplasmática 

e, consequentemente, alterando a permeabilidade da célula (RODRIGUEZ-GARCIA et 

al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 

 

Figura 11 - Mecanismo antibacteriano do timol e carvacrol desintegrando a membrana 

externa de uma bacteria gram-negativa 

 

Fonte: RODRIGUEZ-GARCIA et al. (2015). 

 

É importante mencionar que os constituintes e concentração dos compostos do 

óleo de orégano variam devido a diversidade de fatores como espécies, pragas, condições 

do solo, época de colheita, localização geográfica, condições climáticas e de crescimento 

(ARSLAN et al., 2012; MORCHEDLOO et al., 2017). 

Inúmeras pesquisas in vitro e in vivo são conduzidas para avaliar as potenciais 

atividades antibacteriana, antiviral e antifúngica de OEs (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 

2015; ADAME-GALLEGOS et al., 2016; MENEZES et al., 2018; CARVALHO et al., 

2019; SOUTAR et al., 2019). Esses estudos são de grande importância devido ao 

surgimento de cepas resistentes a antibióticos e diferentes espécies de orégano estão entre 

as ervas mais estudadas, suas diferentes composições têm sido usadas para este propósito 

(JAYASENA & JO, 2013). 

Em consonância com nossa pesquisa, há muitos estudos com o uso do OE de 

orégano aplicado em produtos cárneos, frutas e legumes pós-colheita. Porém precauções 

devem ser tomadas na possível modificação das propriedades organolépticas de tais 

produtos quando adicionado o óleo essencial. Por outro lado, em alguns casos, a 

capacidade antioxidante do produto final é aumentada, o que é visto como um lado 

positivo do uso destes compostos (ARANA-SANCHEZ et al., 2010; HERNANDEZ et 

al., 2017; AL-HIJAZEEN et al., 2017). 

Várias técnicas estão sendo exploradas para facilitar a adição de OE de orégano 

como antimicrobiano aditivo alimentar, como efeitos antimicrobianos de filmes de 
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quitosana contendo orégano contra bactérias patogênicas (ZIVANOVIC et al., 2005). 

Atividade antimicrobiana do OE de orégano, cinamaldeído, timol e carvacrol 

incorporados ao polipropileno foram considerados eficazes contra várias bactérias gram-

negativas, bactérias gram-positivas, leveduras e bolores (GUTIERREZ et al., 2009).  

O OE de orégano e seus principais compostos têm sido aplicados como 

antimicrobianos na produção de frutas e legumes, foram usados como aditivos em sucos 

de maçã, manga, laranja e tomate, inibindo o crescimento de E. coli O157: H7 

(FRIEDMAN et al., 2004). Seus componentes principais também foram usados em 

conjunto com outras tecnologias, como em embalagem a vácuo com EDTA, em soluções 

de lisozima em revestido de carne de frango semi-cozida, responsável por produzir uma 

vida útil de 7 a 8 dias em comparação com o produto controle (NTZIMANI et al., 2010). 

Em outra investigação, o carvacrol (0,3% a 0,5%) foi aplicado em produtos de frango 

empanados mostrando redução significativa nas populações de Salmonella spp. 

(MOSCHONAS et al., 2012). 

Carvalho et al. (2019) avaliaram a influência do OE de orégano na inibição de 

patógenos em embutidos durante armazenamento, e os resultados demonstraram 

atividade antimicrobiana contra todos os patógenos testados, incluindo a Salmonella. 

Estudos também foram feitos com o OE orégano em outras carnes, como filés de carpa 

mergulhados em carvacrol (0,5%) e timol (0,5%), e retardaram o crescimento bacteriano 

e estenderam seu tempo de prateleira (MAHMOUD et al., 2004). O uso do OE de oregano 

em salsicha fresca mostrou que sua adição exerceu efeito bacteriostático (BUSATTA et 

al., 2008).  

Hac-Szymanczuk et al. (2018) relatam que o OE de orégano foi eficaz em retardar 

a oxidação lipídica e inibir o crescimento de bactérias patogênicas durante o 

armazenamento de carne de frango mecanicamente separada. Em outro estudo, quatro 

bactérias patogênicas foram inoculadas a uma massa feita com farinha de milho com 

carvacrol (0,5%, 2% e 5%) e todas as cepas foram completamente inativadas dentro de 

24 h (ORTEGA-MORENTE et al., 2010). Esta informação revela a potencial ação 

antimicrobiana do OE de orégano para ser utilizado como aditivo alimentar. 

Gunduz et al. (2012) investigaram a atividade antimicrobiana do OE de orégano 

sob diferentes condições de adesão de Salmonella spp. em alface americana, e concluíram 

que lavar a alface com 500 ppm de óleo de orégano por 10 min reduziu significativamente 

a população bacteriana. 
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O efeito antimicrobiano desse óleo também foi testado contra Salmonella 

Enteritidis em experimento realizado por Oliveira et al. (2013), durante 6 dias foi avaliado 

in vitro e inoculado em carne bovina moída e refrigerada (4±1°C). O OE de orégano 

mostrou efeitos antimicrobianos, com populações microbianas reduzidas ao longo do 

tempo de armazenamento, corroborando com os nossos achados. Com isso vale ressaltar 

que a aplicação de OE em carnes processadas pode ser usada para controlar patógenos 

durante a vida de prateleira refrigerada. 

Para conseguir uma ação antimicrobiana mais eficaz e aplicabilidade em produtos 

alimentícios usando o OE de orégano, várias tecnologias devem ser contempladas, como 

as nanoemulsões, nanocápsulas, vapores, filmes comestíveis com diferentes polímeros; 

associação com outras tecnologias de preservação como baixas temperaturas, embalagem 

de atmosfera modificada e irradiação. Esses estudos irão gerar informações e 

aprofundarão o conhecimento sobre o efeito antimicrobiano e o uso efetivo do OE de 

orégano em matrizes alimentícias. 

Concluímos que é possível atingir um controle significativo em matriz cárnea 

contaminada com SH com o uso do óleo essencial de orégano associado com controle de 

temperatura. Destaca-se, ainda, a importância deste trabalho para estudos futuros, os 

quais poderão ter embasamento para determinar em qual temperatura é exercido a melhor 

ação e como ter medidas para controlar as características organolépticas do alimento.  

Desta forma, indica-se que o uso do OE de orégano associado a baixas 

temperaturas, é uma alternativa que pode oferecer melhorias significativas no controle de 

microrganismos patogênicos e na saúde pública, sendo uma promissora ferramenta 

adicional em programas de garantia da qualidade dos alimentos. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esse estudo buscou avaliar o sorovar Heidelberg a fim de obter maiores 

informações e coletar dados para seu melhor entendimento e controle na avicultura, 

devido à sua alta frequência de isolamento em frigoríficos avícolas nos últimos anos.  

Observou-se que os isolados de Salmonella Heidelberg possuem a habilidade de 

produzir biofilme, com diferentes graus de adesão, em superfície de poliestireno. Essa 

variabilidade na produção indica que cada isolado possui características intrínsecas 

distintas que influenciam diretamente na capacidade de adesão as superfícies. Esses dados 

dão continuidade aos estudos com biofilmes já desenvolvidos pelo nosso grupo de 

pesquisa desde o ano de 2009.  

Os testes de suscetibilidade permitem monitorar a resistência antimicrobiana em 

Salmonella Heidelberg. Contribui para a discussão sobre o uso indiscriminado de 

antimicrobianos na produção animal bem como na medicina humana, e seus impactos na 

saúde publica, devido à seleção de cepas resistentes. Nossos resultados, com altas taxas 

de multirresistência, reforçam a necessidade de programas de controle de uso destes 

fármacos e impulsionam as pesquisas para alternativas como os óleos essenciais e o 

biocontrole com bacteriófagos.  

Na caracterização genética dos isolados, através da pesquisa de genes associados 

à virulência, observou-se 56 perfis genotípicos direrentes. Vale ressaltar que essa 

diferença no perfil genotípico e nas características variadas de resistência aos 

antimicrobianos, sugere uma diversidade de isolados de S. Heidelberg em produtos 

avícolas, que podem indicar a existência de fontes de contaminação variáveis da SH nessa 

indústria de alimentos. 

Na constante procura pelo aperfeiçoamento nos procedimentos que garantam a 

segurança dos alimentos, buscamos estudar alternativas ao uso de antimicrobianos, com 

o intuito de eliminar ou reduzir cargas bacterianas, principalmente a bactéria Salmonella, 

que gera impacto econômico ao setor avícola. Nossas pesquisas com o uso de 

bacteriófagos são realizadas desde o ano de 2015 e nos impulsionaram devido aos 

resultados no biocontrole de diferentes sorovares de Salmonella. No nosso estudo a 

maioria dos isolados sofreram ação lítica frente aos três bacteriófagos testados, 

demonstrando a eficácia da infecção fágica no biocontrole de SH. Esse resultado em 

bactérias no estado de vida planctônico levou ao uso desses fagos no controle de biofilme 

de SH. 
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Os resultados em biofilme nos confirmaram a eficácia do biocontrole com 

bacteriófagos, e a combinação sinérgica através do pool de fagos demonstrou reduções 

de formação de até 83,4% e remoção do biofilme pré-formado de até 64,0%, e confirmou 

que a ação do fago na prevenção da formação do biofilme é mais eficiente.  

O uso de fagos deve ser mais estudado a fim de garantir sua eficácia na indústria 

de alimentos. O grande desafio hoje é sanar algumas dúvidas referentes à sua 

aplicabilidade e autorização de uso no Brasil. É necessário unir informações para garantir 

que esta seja uma ferramenta adicional em programas de controle de qualidade dos 

alimentos. Para isso, nosso grupo de pesquisa estuda formas de uso na indústria, através 

de formulações de pool de fagos incorporados, a fim de desenvolver um comprimido 

bioadesivo de liberação prolongada, que permitirá a liberação contínua na etapa de 

refrigeração de carcaças em chiller. 

Uma alternativa natural aos antimicrobianos é o uso dos óleos essenciais. Os OEs 

de orégano e canela obtiveram ação antimicrobiana, mesmo em baixas concentrações, 

sobre os isolados de Salmonella Heidelberg. Além disso, o óleo essencial de orégano foi 

eficiente para redução da carga microbiana em diferentes temperaturas e tempo de contato 

com a matriz cárnea confrontada, enfatizando a importância do OE associado à baixas 

temperaturas. Assim, temos um método natural como medida alternativa para controle 

desse patógeno. Destaca-se a importância destes achados para estudos futuros, os quais 

poderão dar embasamento para determinar em qual temperatura é exercida a melhor ação 

do OE, e como ter medidas para controlar as características organolépticas do alimento, 

através do uso de tecnologias, como microencapsulação. 
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7 CONCLUSÕES 

 

• Os isolados de Salmonella Heidelberg possuem capacidade de produzir biofilmes em 

placas de poliestireno a 37ºC, com diferentes graus de formação, sendo a maioria 

classificados como grau moderado (71/126); 

• Obteve-se altas taxas de multirresistência (125/126 - 99,2%), e nenhum princípio ativo 

testado apresentou sensibilidade a todos os isolados de SH. 

• Detectou-se 56 perfis genotípicos dentre os 126 isolados de SH. Nenhuma SH 

apresentou todos os genes testados, mas em todas foi detectado genes envolvidos na 

adesão, invasão e sobrevivência no hospedeiro (invA, agfA, sivH, msgA e tolC). 

• Sugere-se que ocorram variadas fontes de contaminação de SH na indústria de 

alimentos de origem avícola, com base na diversidade de perfis genotípicos e de 

resistência aos antimicrobianos dos isolados; 

• Os bacteriófagos testados (UPF_BP1, UPF_BP2, UPF_BP3) apresentaram ação lítica 

frente às SH, demonstrando a eficácia da infecção fágica para biocontrole. O fago com 

melhor potencial de lise foi o UPF_BP2, seguido do bacteriófago UPF_BP3; 

• O pool de fagos foi o tratamento com melhor ação nos biofilmes de SH, com maior 

eficácia na prevenção da formação do biofilme; 

• Os óleos essenciais de orégano e canela apresentaram melhores resultados na ação 

antimicrobiana sobre SH, seguidos da ação dos OE de cravo e tomilho; 

• O óleo essencial de orégano foi eficaz na redução da carga microbiana em matriz 

cárnea, com melhor resultado a 4±1ºC. 
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APÊNDICE A – Porcentagens de redução no biofilme de S. Heidelberg pela ação dos bacteriófagos. 

 

Tabela 13 - Percentual de prevenção na adesão do biofilme (formação) de Salmonella Heidelberg em superfície de poliestireno. 

Tratamentos 

Isolados S. Heidelberg (resultados expressos em %) 

SH 109 SH 113 SH 120 SH 622 SH 506 SH 227 SH 311 SH 212 SH 217 SH 405 

UPF_BP1 51,47±24,4a 19,38±12,7a 4,40±40,8a 34,93±35,5a 40,74±21,7a 14,88±10,9a 71,41±16,5a 72,23±13,8a 77,80±8,8a 74,14±4,8a 

UPF_BP2 47,36±28,9a - - 31,72±47,6a 52,95±18,5a 0,17±40,6a 63,32±21,4a 59,01±12,7ab 43,68±8,6a 75,29±5,7a 

UPF_BP3 35,96±30,3a 4,71±18,7a 11,77±15,0a 28,76±34,7a 42,15±21,4a - 65,14±18,0a 25,10±11,8b 48,47±37,1a 24,9±13,4b 

POOL 48,70±26,9a 12,22±8,9a 22,27±21,2a 40,92±30,6a 33,63±17,3a - 83,36±9,3a 60,73±22,9ab 58,56±5,3a 54,79±14,7a 

p-valor 0,8230 0,6990 0,5270 0,9610 0,4240 0,0880 0,3710 0,0330 0,2330 0,0010 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).  

-: não houve redução da formação do biofilme.  
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Tabela 14 - Percentual de redução do biofilme pré-formado de Salmonella Heidelberg em superfície de poliestireno com 9 horas de ação dos 

fagos. 

Tratamentos 

Isolados S. Heidelberg (resultados expressos em %) 

SH 109 SH 113 SH 120 SH 622 SH 506 SH 227 SH 311 SH 212 SH 217 SH 405 

UPF_BP1 - 31,77±6,3a 4,32±9,3a - 0,66±16,4a 21,76±18,6a 18,04±48,9a 6,24±27,2a 15,76±19,3a 27,15±19,9a 

UPF_BP2 - 44,54±14,1a - - - 29,27±18,9a 47,19±9,2a - 19,79±10,6a 16,46±32,1a 

UPF_BP3 - 25,57±12,0a 7,95±11,6a - 4,83±24,6a 15,70±24,7a 31,65±18,4a - 32,65±14,6a 6,10±50,0a 

POOL 2,70±9,3b 35,98±8,7a 10,66±16,2a - 18,69±13,3a 36,02±22,0a 33,77±18,1a 14,95±14,8a 54,02±14,1a 60,04±10,3a 

p-valor 0,0001 0,2550 0,1350 0,0620 0,1100 0,4780 0,6670 0,1420 0,0540 0,0800 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 

-: não houve redução do biofilme pré-formado.  
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Tabela 15 - Percentual de redução do biofilme pré-formado de Salmonella Heidelberg em superfície de poliestireno com 6 horas de ação dos 

fagos. 

Tratamentos 

Isolados S. Heidelberg (resultados expressos em %) 

SH 109 SH 113 SH 120 SH 622 SH 506 SH 227 SH 311 SH 212 SH 217 SH 405 

UPF_BP1 - 19,51±7,2a - - - - 2,96±15,2a 47,02±19,0a - 36,37±18,0a 

UPF_BP2 - 28,95±2,8a - - 10,82±21,6a - - 43,01±21,7a 31,14±16,2b 34,69±18,4a 

UPF_BP3 3,63±10,7a 16,79±4,6a - - 14,45±25,4a - 0,48±13,0a 35,61±27,2a 6,02±24,2ab 41,86±33,0a 

POOL - 26,97±10,8a - 16,14±13,1a 9,95±27,0a - - 64,08±4,7a 52,59±13,7b 63,33±25,2a 

p-valor 0,0360 0,1810 0,6500 0,4430 0,8710 0,6940 0,9570 0,4080 0,0050 0,2660 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 

-: não houve redução do biofilme pré-formado.  
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Tabela 16 - Percentual de redução do biofilme pré-formado de Salmonella Heidelberg em superfície de poliestireno com 3 horas de ação dos 

fagos. 

Tratamentos 
Isolados S. Heidelberg (resultados expressos em %) 

SH 109 SH 113 SH 120 SH 622 SH 506 SH 227 SH 311 SH 212 SH 217 SH 405 

UPF_BP1 - 43,25±46,0a 7,38±28,7a - 22,05±18,6a - 4,89±21,0a - 54,46±12,8a 44,91±9,1a 

UPF_BP2 - 34,46±17,3a 12,97±15,2a - 15,22±20,5a - 0,78±29,2a - 13,24±46,1a 27,90±27,6ab 

UPF_BP3 - 12,85±14,3a 14,32±15,4a - 0,98±33,7a - 10,83±13,5a - - 29,41±21,0ab 

POOL 1,46±9,0a 43,10±1,89a 7,67±13,4a - - 1,30±6,05a 4,72±5,4a - 49,51±20,2a 61,65±14,0a 

p-valor 0,0750 0,4670 0,8900 0,7590 0,2740 0,4950 0,8760 0,8710 0,0690 0,0450 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 

-: não houve redução do biofilme pré-formado. 
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APÊNDICE B– Laudos de cromatografia gasosa e espectrofotometria de massa 

(CG/MS) dos óleos essenciais utilizados no experimento 5. 
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APÊNDICE C– Relatório de análises microbiológicas realizadas na carne de frango 

adquirida em varejo. 
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ABSTRACT 

Aims: Avaliar a ação de três bacteriófagos isolados ou combinados na inibição da adesão 

e remoção de biofilme de Salmonella Heidelberg em superfície de poliestireno. 

Methods and Results: Utilizou-se os bacteriófagos UPF_BP1, UPF_BP2, UPF_BP3 e 

um pool dos mesmos para o biocontrole de biofilmes de SH em superfície de poliestireno 

nos tempos de ação de 3, 6 e 9 horas. Os fagos individuais e em combinação 

demonstraram reduções na adesão de SH de até 83,4%, e remoção do biofilme pré-

formado de até 64,0%. Ressalta-se que o uso de combinações sinérgicas entre os fagos é 

a mais indicada, já que potencializou a redução dos biofilmes. 

Conclusions: O uso do pool de bacteriófagos no condicionamento de superfícies é uma 

alternativa no controle de biofilmes de SH. 

Significance and Impact of the Study: Esse estudo destaca-se por ser o primeiro com 

uso sinérgico dos bacteriófagos UPF_BP1, UPF_BP2 e UPF_BP3 na prevenção e 

remoção de biofilme de SH. 
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