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RESUMO

Nos tdltimos anos, um grande numero de estratégias para minimizar a contaminagdo microbiana de
alimentos tem sido explorado. Problemas com aceitabilidade e alteragdo nas caracteristicas organolépticas
dos alimentos, decorrentes de tratamentos fisicos como o emprego do calor e da luz ultravioleta, tém sido
descritos. Além disso, os consumidores estdo buscando cada vez mais os alimentos naturais, isto é, isentos
de conservantes quimicos. Uma abordagem que tem sido objeto de interesse crescente é a utilizagdo de
bacteridfagos, que sdo virus que infectam e matam as bactérias. Os bacteriéfagos sdo componentes da
microbiota natural da produgéo de alimentos, desde o campo até a comercializagdo; sdo estaveis nesses
ambientes e sdo prontamente recuperados do solo, da d4gua, de efluentes, das fezes e dos proprios alimentos.
Os estudos para o controle de micro-organismos patogénicos em alimentos com o uso de bacteriéfagos sdo
promissores, mas ainda necessitam ser aperfeicoados. O sucesso dessa metodologia dependerd da aceitagéo
do consumidor dentre outros fatores. Por esta razdo, é prudente considerar cuidadosamente a fonte de
qualquer bacteriéfago antes deste ser aplicado nos alimentos.

Palavras-chave. bacteriofago, bactérias patogénicas, alimentos.

ABSTRACT

Over the last few years, a number of strategies to minimize the microbial load in raw products have been
explored. Problems with the acceptability and deterioration of organoleptic properties have been described
after physical treatments such as steam, dry heat and UV light. Moreover, consumers are looking for more
natural foods, i.e. free from chemical preservatives. An approach that has been the object of growing interest
is the use of bacteriophages, which are viruses that infect and kill bacteria. Bacteriophages are components of
the natural microflora in the food production continuum from the farm to the retail outlet; they are stable in
these environments and are readily recovered from soil, sewage, water, farm and processing plant effluents,
feces, and retail foods. Studies on pathogens control in foods by using bacteriophage are promising, however
they have to be improved. The success of this methodology will depend on the consumer’s acceptance. In
this way, it is recommended to carefully consider the origin of the phage before introducing it into foods.
Key words. bacteriophages, bacterial pathogens, foods.
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INTRODUCAO

Bacteridfagos sdo virus que invadem a célula
bacteriana e, no caso de fagos liticos, destroem o
metabolismo bacteriano e levam a lise celular da bactéria'.
Possuem atributos que sdo atrativos para aqueles que
buscam novos modos para controlar os patogenos de
origem alimentar e micro-organismos deterioradores’.
Sao as unidades mais abundantes de autorreplicagdo no
ambiente, e estdo presentes em quantidades significativas
na agua e nos mais diversos tipos de alimentos,
particularmente nos fermentados®. Além do mais, os
fagos também sao organismos comensais normais do
homem e dos animais, e sdo abundantes, especialmente
no trato gastrintestinal®.

Com o advento dos antibiéticos, as pesquisas
envolvendo fagos foram abandonadas na maioria dos
paises do ocidente®. Entretanto, mesmo que lentamente,
as pesquisas estao sendo retomadas e alguns estudos>**
resumem o status atual do uso de fagos para o controle
de bactérias indesejaveis, exceto em terapia de doencas
em humanos e animais. O potencial dos fagos para
controle de patdgenos de origem alimentar é citado em
estudos com Salmonella spp.”"!, Campylobacter spp.”'?,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli'*"* e Listeria
monocytogenes'>'¢1718,

Bacteridfagos como agentes antimicrobianos

Em 1915, Frederick W. Twort, na Inglaterra
publicou uma nota descrevendo a destrui¢ao infecciosa
de coldnias de micrococos por um agente que parecia
ser viral porque atravessava os filtros que retinham
bactérias. Estes eram inativados por aquecimento a
60°C durante 1 hora e ndo podiam proliferar de forma
autonoma. Em 1917, Felix d "Herelle, no Instituto Pasteur,
em Paris, estudou o fenomeno de maneira independente
e demonstrou a natureza da particula o qual denominou
de bacteriéfago, que significa “comedor de bactérias™"".
A partir destas observagoes o fendmeno foi denominado
fenomeno Twort-d’Herelle'>". E, na década de 1930, o
carater viral do bacteriéfago foi confirmado pelo trabalho
de Burnet e de Schlsinger'®".

Como todos os virus, os bacteriéfagos sao
compostos de DNA ou RNA recobertos por uma capa
de proteina chamada capsideo. O acido nucleico pode
ser de fita simples ou dupla e em alguns bacteriofagos o
capsideo é coberto por uma cauda contendo lipidios que
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desempenham, provavelmente, a fungdo da aderéncia do
bacteriofago a parede das células hospedeiras. Muitos
bacteriéfagos possuem elementos estruturais na parte
distal de sua cauda, alguns formam uma placa basal com
uma a seis fibras, enquanto outros bacteriéfagos contém
proteinas e acidos ndo-nucleicos em seus capsideos.
Variam em forma e tamanho, podendo conter de seis a
mais de 100 genes'.

Os bacteridfagos contendo DNA fita dupla
(dsDNA) sdo provavelmente o grupo numericamente
abundante de organismo similar na biosfera, e
aproximadamente 4.500 bacteriofagos dsDNA sdo capazes
de infectar uma grande diversidade de hospedeiros
bacterianos. A classificagdo de bacteriofagos pelo seu
grupo hospedeiro, morfologia ou avaliacdo de ciclos
de vida tem conduzido para conclusdes conflitantes a
respeito de sua origem e evolugao'’.

Os bacteriofagos ndo possuem metabolismo
proprio, pois dependem da bactéria hospedeira na qual
se multiplica. Exibem uma larga faixa de hospedeiros,
tendo como alvo usualmente linhagens especificas*. O
ciclo de reproducao fagica tem como primeiro passo
o reconhecimento por um receptor primario da célula
hospedeira, seguido pela adsor¢ao em um segundo
receptor. A primeira adesdo é reversivel — a célula
pode ndo estar viva. A segunda adesdo ¢é irreversivel, e
subsequentemente, 0 DNA fagico circulariza e a bactéria
inicia a produgdo de proteinas fagicas. Essas proteinas
sequestram a célula hospedeira por inteiro e forcam a
mesma a produzir exclusivamente novos bacteriofagos.
Apés a reunido da progénie fagica, duas proteinas
fagicas promovem a quebra do envelope celular (lise),
resultando na liberagdo de novos bacteriéfagos, prontos
para iniciar o novo ciclo. A especificidade extremamente
alta dos bacteridfagos para um hospedeiro distinto é
atribuida a cada passo no processo, que requer o sistema
bacteriofago/hospedeiro para ser compativel. A capacidade
de reconhecer os diferentes receptores da parede
celular ¢é util se a informagao genética do bacteriofago
nao puder ser “lida” pelo hospedeiro. Também, cada
bactéria certamente tem seu préprio complemento de
bacteriéfagos especializados com os quais se completa, e
bacteriéfagos ndo especializados que serao inefetivos. Na
auséncia da bactéria alvo, os bacteriofagos se desintegram
em particulas comuns bioldgicas que sdo naturalmente
absorvidas de volta ao ambiente’.

A temperatura e o tipo de hospedeiro podem
influenciar o nimero de progénie fagica gerada e em
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geral todo o ciclo, mas para aplicagdo em alimentos,
¢ importante lembrar que o sucesso da infec¢do
inevitavelmente leva a célula a morte. A partir do
momento em que a aplicacdo dos bacteriéfagos em
alimentos é concebida, com o objetivo de remover
uma bactéria contaminante, a célula tera que encontrar
um bacteridfago. Esse encontro resulta na infecgdo
e consequentemente na lise bacteriana. Em termos
ecoldgicos, a populacdo fagica apenas aumentara
quando existir nimero suficiente de células hospedeiras,
mas esse ndo é o objetivo da aplica¢do de bacteriofagos
em alimentos. O objetivo é a erradicagdo do patdgeno
como um modo apropriado de prevenir um futuro
aumento indesejavel do mesmo. Esse somente estara
em baixos numeros se as condi¢des de higiene forem
adotadas no processamento de alimentos, o que significa
que um numero suficiente de bacteriéfago tem que
ser aplicado para a interagdo bacteridfago/hospedeiro
tornar-se viavel’.

Considera¢oes em uma estratégia de biocontrole com
bacteriofago

O uso de bacteriofagos como agente
antimicrobiano e como ferramenta para detecgdo de
patdgenos em alimentos e produtos alimenticios vem
aumentando em varias partes do mundo. Os campos de
aplicacao compreendem desde a seguranca da agua e
alimentos ao emprego na agricultura e saude animal. Um
exemplo é a recente aprovagdo pela “US Environmental
Protection Agency” do produto comercial “Agriphage”
para o controle de bactéria patogénica em ambientes.
Na industria de produgdo de alimentos, a “Food and
Drug Administration” (FDA) aprovou em 2006 a
utilizagdo de um “pool de bacteriéfagos” denominado
bacteriofago P100 (Listex "P100) para o controle de
Listeria monocytogenes em carnes e queijos'.

O biocontrole com bacteri6fagos tem as
vantagens exclusivas de se tratar de um reagente
natural, que se automultiplica e é altamente especifico®.
Outra qualidade valiosa é a notdvel estabilidade
dos bacteriéfagos em alimentos®'. Bacteridfagos de
Campylobacter podem sobreviver aos procedimentos
de abate de aves'?, uma caracteristica necessaria para
assegurar a sua capacidade de controlar as bactérias
durante a vida util dos alimentos.

Em um estudo toxicolégico em ratos, uma
preparacéo purificada do bacteriéfago P100 foi utilizada

para investigar a sua seguranca e tolerncia, e nenhuma
mudanga histopatoldgica, mortalidade ou morbidade
relacionada ao P100 foi observada pelos autores?.
Outros estudos anteriores da aplicagdo do bacteriéfago
em animais também nao reportaram qualquer efeito
adverso ou inesperado do virus de bactérias®>*.
Paralelo a esses resultados, um estudo com voluntarios
humanos recebendo o bacteriéfago T4 indicou que o
mesmo ¢é seguro para a administragdo oral; e nenhum
bacteridfago ou anticorpos especificos do bacteriéfago
puderam ser detectados®.

Apesar destas vantagens excepcionais, alguns
autores tém desenvolvido argumentos questionando a
eficacia debacteridfagos como agentes antimicrobianos%.
A transduc¢do dos bacteriéfagos pode transferir
caracteristicas indesejéveis, tais como genes virulentos,
de um organismo para outro, e a conversao lisogénica
pode produzir células bacterianas que ndo sido mais
suscetiveis a ataques. Bacteriofagos por si s6 podem
sofrer mutagdes de bacteriofagos liticos virulentos para
bacteriofagos temperados, que geralmente formam
uma associagdo nao litica com as bactérias hospedeiras,
resultando em lise de apenas uma pequena propor¢ao da
populagdo?®. Portanto, para serem usados em qualquer
aplicagdo de biocontrole, os bacteriéfagos devem ser
cuidadosamente caracterizados para determinar se eles
podem executar transdu¢do generalizada, ou se eles
carregam qualquer gene de viruléncia que poderia ser
expresso no hospedeiro antes da morte’.

Carlton et al*, ao sequenciarem o genoma do
bacteriofago P100, nao encontraram nenhuma similaridade
em qualquer um dos 174 produtos dos genes preditos
do P100 para qualquer toxina conhecida ou suspeita, ou
outro fator envolvido na regulagido da viruléncia e/ou
patogenicidade de Listeria ou outros organismos.

A utilizagdo de misturas de bacteridfagos de
distintas familias pode vir a ajudar a resolver os problemas
relacionados com a resisténcia bacteriana'®**. Em
uma investigacdo de controle da contaminagdo por E.
coli O157:H7 através de bacteridfagos, O’Flynn et al*
concluiram que os bacteriéfagos KH1, KH4 e KH5 sdo
especificos para o sorotipo O157, considerando o fato
de que esses bacteriofagos lisaram todas as linhagens de
E. coli 0157 testadas e ndo lisaram as linhagens que néo
eram de E. coli ou de E. coli O157, ou linhagens de E. coli
0157 mutante deficiente. Segundo os autores, a infec¢ao
tagica foi dependente da natureza do lipopolissacarideo
(LPS) O157 presente e que o complemento de E. coli

153



Rossi LPR, Almeida RCC. Bacteriofagos para controle de bactérias patogénicas em alimentos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2010;

69(2):151-6.

O157-mutante deficiente, E. coli F12 (pF12), que
produz um O157 LPS truncado, foi resistente a infecgao.
Consistente com essa ideia, os autores afirmam que
resultados preliminares indicam que nas linhagens
E. coli O157:H7 resistentes aos bacteriofagos existem
significativas alteragdes no comprimento ou na regulagdo
da produc¢ao do LPS. Tanji et al* conduziram um estudo
do mecanismo de resisténcia do bacteriéfago em E. coli
0157:H7 e verificaram que o uso de coquetéis de fagos
utilizando receptores celulares distintos reprimia o
aparecimento da resisténcia.

Uma das mais importantes vantagens do
biocontrole de bactérias patogénicas por bacteriéfagos
¢ a especificidade por um hospedeiro particular. A
afinidade bem sucedida de um bacteriofago para com o
seu hospedeiro exige vinculo entre receptores especificos
na superficie celular e antirreceptores no fago® Os
receptores tipicos incluem a membrana externa que
transporta proteinas, lipopolissacarideos, carboidratos,
e estruturas especializadas como os flagelos. Alguns
fagos podem se ligar a varios receptores ou a mais de
um receptor simultaneamente’’. Consequentemente,
um patogeno como E. coli O157:H7 pode ser infectada
por um bacteriéfago em particular, mas sorovares
nao patogénicos estreitamente relacionadas podem
permanecer inalterados.

A especificidade dos bacteriéfagos com o
hospedeiro sugere que a infec¢ao de células humanas
¢ improvavel®>. O uso medicinal extensivo de terapia
com bacteriéfagos na antiga Unido Soviética e nos
paises da Europa Oriental sugere que as preparagdes
de bacteriofagos podem ser ingeridas com seguranc¢a’.
Trabalhadores e seus familiares ingeriram preparacoes de
bacteriofagos antes da avaliagao clinica com o intuito de
comprovar sua seguran¢a®. As experiéncias com animais
demonstraram que a dose oral para o hospedeiro néo
adaptado ao bacteridéfago, mesmo quando elevada, ndo
desencadeou a presenca de bacteridfagos no sistema
circulatério*. Mesmo quando bacteriéfagos sao utilizados
em doses terapéuticas, hd pouca evidéncia em seres
humanos sobre graves reagdes imunes aos bacteridfagos.
Algumas leves reagoes adversas foram relatadas em
menos que 0,5% dos pacientes com terapia, mas os efeitos
foram facilmente revertidos*. Entretanto, um grande
problema que pode advir do uso de bacteriofagos é a
liberacio de toxinas bacterianas oriundas da lise dessas
células, mas isto também é observado com outras praticas
usadas para o controle do crescimento bacteriano.
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Outro fator em alguns sistemas alimentares
¢é a presen¢a de um nuimero significativo de células
bacterianas ndo hospedeiras. Nesse caso, a eficiéncia dos
bacteriéfagos como agentes de biocontrole é limitada
por uma dependéncia em relagdo a difusdo passiva do
transporte de particulas infecciosas para o hospedeiro®.

Sobrevivéncia do bacteriofago em alimentos e nas
instalagcées do processamento

Consideragoes sobre a estabilidade de bacteriéfagos
em alimentos sdo importantes porque, para se ter sucesso
com o uso de bacteriéfagos como agentes de biocontrole,
eles precisam ser estaveis sob as condi¢oes fisico-quimicas
(por exemplo, o pH e a atividade de agua) dos alimentos
a que serdo aplicados®.

Matriz do alimento: A concentra¢ao do bacteriofago deve
ser alta o bastante para permitir o contato das particulas
virais com a célula hospedeira no alimento, em um dado
tempo e de acordo com a limitagéo espacial. Em alimentos
liquidos isto nao se traduz em problema, devido ao fato de
que as particulas fagicas podem se difundir mais livremente.
Entretanto, a situagdo é diferente em alimentos solidos
onde a habilidade da superficie para absorver liquido da
suspensao fagica se constitui em parametro decisivo®.

Tolerdncia ao pH: A investigagdo do efeito litico de
bacteriofagos especificos para Salmonella na redugdo da
populagido do micro-organismo em fatias de melao fresco
e maga, contaminados experimentalmente, indicou que o
baixo pH das fatias de maga (pH 4,2 versus pH 5,8 para as
fatias de meldo) pode ter contribuido para a ineficacia do
tratamento com o bacteriofago. Outro estudo conduzido
posteriomente pelos autores, também com fatias de meldo
e maga frescos, inoculados experimentalmente com L.
monocytogenes, demonstrou resultados semelhantes,
ou seja, o titulo do “pool” de bacteriofagos declinou
consideravelmente nas fatias de maca, resultando na
ineficacia do tratamento'®. Uma vez que o pH do alimento
ndo se encontra na faixa critica, a inativacao das particulas
fagicas pode ser devida secundariamente a compostos
presentes naturalmente em alimentos, conhecidos
por inativar virus e bacteriéfagos, tais como os acidos
organicos e taninos*.

Termotolerancia: O efeito do estresse térmico sobre
os bacteridfagos pode ser variavel. A sobrevivéncia
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de bacteriéfagos termotolerantes ao processo de
pasteuriza¢do é um importante ponto de entrada para os
bacteriéfagos em lacticinios. O exame de bacteriéfagos
de Lactobacillus helveticus por Quiberoni et al** revelou
que a termotolerancia foi dependente do bacteriéfago e
do meio utilizado, com alguns isolados inativados em
temperaturas de pasteurizagdo de 63 a 72°C e outros
exigindo tratamento a 90°C. Bacteriofagos isolados a partir
de soro de queijo e iogurte requereram aquecimento a
90°C durante 5 minutos para reduzir os nimeros de 10°
- 10’ UFP/mL para menos de 10 UFP/mL*. Estudo mais
recente conduzido por Avsaroglu et al”’ demonstra que o
tratamento com o uso de pressao de 350 MPa/5min. e calor
a 71,7°C/3min. foi efetivo na inativacao de bacteriéfagos
especificos para bactérias laticas. Assim, os bacteriéfagos
podem ser mais resistentes ao calor do que a maioria das
bactérias vegetativas, podendo sobreviver a tratamentos
térmicos aplicados rotineiramente para alguns alimentos.

Luz visivel e ultravioleta: A maioria dos efeitos
inativadores parece ser devido aos danos acumulados nos
acidos nucleicos. Em sistemas aquaticos, a luz solar (em
especial UV-B) parece ser o principal fator no declinio
do numero de bacteriéfagos®.

Sanitizantes: Estudos em laticinios demonstraram
que o hipoclorito de sédio (100 ppm de cloro livre) e
o acido peracético inativaram bacteridfagos do leite
dentro de 5 a 10 min®®. O uso de etanol a 75% (v/v) foi
efetivo contra bacteriéfagos, enquanto o isopropanol
nao foi tdo eficaz. Como os bacteriéfagos sdo em geral
mais capazes de resistir as mudangas ambientais do
processamento de alimentos que as bactérias, eles
podem persistir em locais que ndo sejam limpos e
sanitizados adequadamente®'.

CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas para controle de bactérias patogénicas
nao devem alterar as propriedades sensoriais e nutricionais
dos alimentos. Elas devem ser seguras, de baixo custo e
aceitas pela popula¢do. Atualmente, nenhuma técnica
atende a todos esses critérios, embora uma ampla gama
de metodologias tem sido proposta para o controle
de patogenos e micro-organismos deterioradores em
alimentos. Estratégias de intervencéo focalizando o inicio
da cadeia produtiva tém sido usadas, entretanto essas
medidas sao caras e dificeis de serem mantidas.

A aplicagao de bacteriofagos virulentos para o
controle de micro-organismos patogénicos em alimentos
representa uma alternativa para as abordagens tradicionais
a preservagao e seguranga alimentar. Infelizmente, a maioria
dos dados disponiveis na literatura ¢ relacionada a estudos
utilizando alimentos inoculados artificialmente. A tecnologia
deve ser transferida para o campo para avaliar o potencial do
biocontrole com bacteriéfago em bactérias contaminantes
naturais em condi¢Oes praticas de produgao de alimentos,
processamento e armazenamento. De todos os fatores com
potencial para limitar a eficacia do controle de bactérias
através dos bacteriofagos, a preocupagio mais significativa
¢ a gama restrita de hospedeiros em relagdo a diversidade
de bactérias susceptiveis que habitam os alimentos.
Uma abordagem mais gratificante e pratica seria gerar
bacteriofagos com uma gama mais extensa de hospedeiros
e, em seguida, montar um “pool” de bacteridfagos com
atividades complementares. Além do mais, os bacteriéfagos
também poderiam ser usados como um componente
adicional, onde eles poderiam agir sinergicamente quando
aplicados com um agente antimicrobiano compativel, como
por exemplo, uma bacteriocina.

O arbitro final do sucesso da aplicagdao de
bacteriéfagos em alimentos serd, contudo, o consumidor.
Por esta razdo, é prudente considerar cuidadosamente a
fonte de qualquer bacteridfago a ser aplicado aos alimentos.
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