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RESUMO

Bacteridfagos (fagos) sdo virus capazes de infectar bactérias e elimina-las. Em virtude
dessa caracteristica, estes microrganismos sao potencialmente prejudiciais para a
fabricagdo de alguns alimentos. O objetivo do presente estudo, contudo, foi
demonstrar a relacdo entre os fagos e a industria alimenticia, enfatizando sua
aplicabilidade nesse ambito. Neste artigo foi elaborada uma pesquisa do tipo revisao
bibliografica, através de um levantamento de livros e periddicos em bancos de dados
como Scielo e Science Direct. As principais palavras chaves utilizadas foram:
“Bacteriéfagos”, “Fagos”, “Biofilmes”, “Alimentos”, “Laticinios”. Foi observado, por
muito tempo, que os bacteriéfagos detém um papel indesejavel na indistria de
alimentos, especialmente no que se diz a contaminagdo de manufaturas de
fermentados. O estudo desses virus, entretanto, tornou possivel sua utilizacdo para
inimeras aplicagdes, tais como preservacao de alimentos por meio da eliminagao de
patdgenos, e a deteccdo de bactérias através de analises que utilizam esses virus de
diferentes formas. E possivel observar, também, a atuacdo desses na remocdo de
biofilmes, através da proliferacdo de bacteriéfagos na superficie contaminada. Tais
caracteristicas, portanto, demonstram diferentes utilidades acerca das particularidades
dos fagos, sendo estas, evidenciadas ao longo desta revisao.

Palavras-chave: alimentos; fagos; fermentados; deteccao de bactérias; remocao de
biofilme.
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INTRODUCAO

Bacteridfagos (fagos) sao virus responsaveis por infectar as células bacterianas
causando, frequentemente, contratempos nas industrias de laticinios. Os fagos, entao,
inativam os microrganismos da cultura starter utilizada na producao de derivados
lacteos gerando prejuizos para a industria por nao promover aos produtos as

caracteristicas sensoriais esperadas.

Por outro lado, estes seres podem ser utilizados de maneira positiva em diversas
aplicagdes, como conservantes nos alimentos, por exemplo. Nesse caso, os fagos
agem como bioprotetores, infectando apenas os microrganismos patogénicos e nao
atuando assim, em bactérias da microbiota intestinal apds sua ingestdo. Além disso,
os fagos possuem uma grande capacidade na remogao de biofilmes, um transtorno

este frequente nessa industria.

Dentre outras funcdes para esses virus, nesse contexto, € possivel destacar sua
utilizacdo em analises microbioldgicas de identificacdo de bactérias, onde atuam de
forma a auxiliar no seu isolamento. Esses processos, enfim, sdo de alta relevancia, por

conta da rapidez e eficiéncia em relacao a técnicas tradicionais de pesquisa.

Este trabalho de revisao, portanto, tem por finalidade apresentar a estrutura e
composicao dos bacteriéfagos, bem como a sua implicacdo e aplicacao na area de

alimentos.
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DESENVOLVIMENTO

2.1 VIRUS

2.1.1 Caracteristicas gerais

Os virus sdao organismos que se desenvolvem apenas em células hospedeiras,
sejam elas de seres procariotos, eucariotos, unicelulares ou pluricelulares. Isso ocorre
pois dependem, estritamente, das atividades metabdlicas celulares para sua
replicagao. Esses virus necessitam de vetores com a finalidade de realizar a mobilizacao
e a colonizacdo de novos hospedeiros e sdo altamente mutdveis devido a sua
correlacdo com a estrutura do acido nucleico, visto que as polimerases do
Deoxyribonucleic Acid (DNA) sao menos propensas a mutacoes do que as polimerases

do Ribonucleic Acid (RNA) (Chisholm et al., 2019).

Esses organismos possuem estrutura icosaédrica simétrica (cauda e fibra da
cauda) e formato de poligono que possui vinte faces triangulares; sdo acelulares e nao
possuem nenhum tipo de organela como as células; possuem como material genético
DNA ou RNA e fora da célula, encontram-se inertes metabolicamente no ambiente.
Essa situacao, entretanto, se modifica ao injetar seu material genético a célula, quando

se apropria do metabolismo celular (Burrel et al., 2017).
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2.2  BACTERIOFAGOS

2.2.1 Descrigao

Por definicao, os virus que infectam células bacterianas sdao denominados como
bacteriofagos, ou também reconhecidos como fagos (Antonelli & Pistello, 2019; Guan

et al., 2019; Kilcher & Loessner, 2018; Thompson et al., 2019).

Este tipo de virion foi identificado em uma pesquisa desenvolvida durante a
primeira guerra mundial no Instituto de Pasteur, realizado pelo microbiologista Félix
Hubert d'Herelle (um dos descobridores e estudiosos dos bacteriéfagos), e ficou

conhecido como “o fendmeno bacteriéfago” (Monteiro et al., 2019; Summers, 2019.).

2.2.2 Morfologia

Os bacteridfagos sao organismos acelulares, e entre os tipos de virus existentes,
encontram-se em maior quantidade. Estes organismos, sobretudo, possuem uma
estrutura composta por: uma capsula proteica (capsideo), onde seu material genético,
DNA ou RNA, fica armazenado; um nucleocapsideo, constituido pelo capsideo que
envolve o acido nucleico (formado por uma ou mais cadeias); encontram-se, em sua
maior parte, sem a presenca de um envelope externo bilipidico, proveniente da
membrana plasmatica da célula hospedeira; e, por fim, podem apresentar-se como
organismos filamentosos ou icosaédricos (possuem uma cauda e uma fibra que
auxiliam na penetracdo do material genético dentro da célula hospedeira) (Burrel et
al., 2017; Goldbourt, 2019; Guan et al., 2019; Grose & Casjens, 2019; Summers,

2019).
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Uma importante caracteristica desses seres, nesse contexto, é a capacidade de
infectar apenas uma determinada cepa, espécie ou género especifico de bactérias.
Estes virions, portanto, sdo organismos demasiadamente evoluidos e aptos para
identificar a superficie da parede celular bacteriana, infectando-a e transmitindo seu

material genético (Kilcher & Loessner, 2018).

Outro fator a ser destacado, por fim, € que por muitos anos, os bacteriéfagos
foram classificados como seres vivos, gerando muitas controvérsias entre os
estudiosos. Isso se decorreu, pois, apesar da capacidade desse espécime de se apossar
do maquinario celular de bactérias, um organismo para ser considerado “ser vivo” deve
possuir caracteristicas como: reproducdao no ambiente ndo dependente de uma célula
hospedeira e um metabolismo proprio, sendo estes aspectos ndo caracteristicos dos

fagos (Summers, 2019).

2.2.3 Ciclos lisogénico e litico

Uma das formas que os fagos possuem para difundir seu material genético e
dar origem aos seus sucessores € através ao ciclo lisogénico. Neste processo, apos o
virion se fixar a célula hospedeira, ele transmite seu genoma recombinando-o ao da
célula como um profago. Ao ocorrer a reproducao celular, entdo, havera a transmissao
do material genético do fago para as novas células originadas. Nesse processo a
replicagao viral ndo ocorre, apenas a do acido nucleico, nao havendo dessa forma a
lise da membrana celular, ou seja, nao é causada a morte da célula (Burmeister et al.,

2019; Thompson et al., 2019).

No ciclo litico, entretanto, o fago ndao recombina seu genoma ao da célula

hospedeira. E realizada entdo, a mudanca de seu material genético, através da
86

Alimentos: Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente — Vol. 2 - N. 2



WEI0 YWpIou6 >DBT< Py
ciguess 1ecvojolise .| . ‘
» - 4

*" 200 INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
RIO DE JANEIRO

absorcao de proteinas da membrana plasmatica da célula infectada. Nesse sistema
ocorre a lise celular e os fagos sao liberados para o meio, ou seja, tornam-se livres.
Esse processo, enfim, tem como consequéncia a morte da célula hospedeira e a
liberacdo de gas carbbnico organico ao meio, devido ao rompimento da membrana
celular (Burmeister et al., 2019). Apds condicdes de estresse, a vista disso, um
bacteriéfago em ciclo lisogénico pode iniciar o processo do ciclo litico, para que novos

virus sejam liberados e outras células bacterianas sejam infectadas (Koskella, 2016).

2.2.4 Competicao intraespecifica dos fagos

Estudos sobre a ecologia dos fagos demonstram como ocorre a competicao
pelas células hospedeiras bacterianas necessarias para o desenvolvimento e replicacao
dos virions. Como resultado proveniente dessas disputas, haverda um fago que
conseguira se desenvolver mais satisfatoriamente, enquanto o outro ndo. Este fator,
entdo, podera gerar a extincdo de alguns bacteriéfagos naquele ambiente, permitindo
a observacao do processo evolutivo de cada um. Isso ocorre por exemplo, quando um
virion penetra seu genoma na célula que ja contém um profago de infeccao de um
fago primario, ocasionando dessa forma, uma disputa pelo metabolismo do hospedeiro

(Abedon, 2019; Burmeister et al., 2019).

2.3 PROBLEMAS COM BACTERIOFAGOS NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS
Algumas industrias de alimentos (destaca-se entre elas a de laticinios), nesse
ambito, utilizam Bactérias Acido Laticas (BAL) para a producdo de seus derivados que
necessitam de uma etapa de fermentagdo. Essas industrias entdo, estao suscetiveis

frequentemente a contaminacao por bacteriéfagos e este problema pode ser agravado

87

Alimentos: Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente — Vol. 2 - N. 2



WOI0 YUIPIO 6 FDBD< .
c10ucEs’ 1ecuotoRise | .
” 4

200 INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

pela falta de agdes preventivas. A nao rotacao de culturas em sucessivos lotes da
fabricacao e condicdes de producao ndo estéreis sao exemplos que colaboram para
esse quadro. A proliferacdo destes virions, portanto, pode causar a ineficiéncia dos
processos fermentativos pela lisogenia de bactérias selecionadas, originando assim,

produtos sem as caracteristicas desejadas (Melo et al., 2018).

Diante desse cenario, diversas medidas sdao tomadas para prevenir a
contaminacao destes organismos, sendo as rotacdes de culturas as mais utilizadas.
Este processo baseia-se no uso de diferentes cepas bacterianas ao longo de um
determinado periodo de producdao. Essa medida visa, entdao, diminuir o
desenvolvimento dos fagos, visto que na maioria das vezes, a alta especificidade
desses virions os tornam impossibilitados de se proliferarem sobre diferentes cepas de
uma mesma bactéria. A utilizacdo de substancias sanitizantes e biocidas também
exercem eficiéncia na prevencao de bacteriéfagos, porém, é recomendada (assim
como no caso das culturas) a rotagdo com o intuito evitar a selecao de virus resistentes

(Melo et al., 2018).

Outro fator a ser destacado, por fim, € que em casos de producOes artesanais
observa-se que cepas naturais utilizadas tendem a ser mais resistentes a
bacteriofagos. Este fato ocorre devido ao desenvolvimento de ambos organismos em
um mesmo habitat natural (coevolugao), o que gera adaptacdes que permitem uma

maior coexisténcia de bactérias e fagos (Parente et al., 2017).
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2.4 UTILIZACAO DE BACTERIOFAGOS
As inUmeras caracteristicas peculiares dos bacteriéfagos, nessa circunstancia,
permitiram o surgimento do interesse na sua utilizacdo de diferentes formas.
Pesquisadores descrevem possiveis aplicagdes destes virus em alimentos (Moye et al.,
2018), anadlises microbioldgicas (Bai et al.,, 2016), remocdao de biofilmes
(Sadekuzzaman et al., 2017), medicina (Nobrega et al., 2015) ou, até mesmo, na
eletronica, que destina a utilizacdao das suas proteinas do capsideo a condutores

elétricos (Cui, 2016).

2.4.1 Utilizacdao em alimentos

Apesar dos problemas que envolvem os fagos nas industrias de alimentos,
estes, em contrapartida, podem ser utilizados como conservantes. Por conta da sua
alta especificidade na contaminacao de bactérias, determinados bacteriéfagos sao
capazes de atuar sobre microrganismos patogénicos sem danos as culturas utilizadas
durante a producdo de alimentos, ou até mesmo, a bactérias da microbiota intestinal

apos a ingestado do produto (Szafranski et al., 2017).

Por conta disso, nos Ultimos anos a Food and Drug Administration (FDA) cedeu
a designacao de Generally Recognised As Safe (GRAS), ou “comumente reconhecido
como seguro”, a diversos aditivos conservantes compostos por fagos. O primeiro
destes conservantes foi o ListShield™, compostos por bacteriéfagos virulentos de
Listeria monocytogenes, que adquiriu GRAS em 2006 (Moye et al., 2018). Na tabela 1
é possivel encontrar produtos antimicrobianos oriundos dos fagos, bem como as

bactérias as quais eles atuam impedindo seu metabolismo.
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Tabela 1 - Produtos de bacteriéfagos com designacao GRAS pela FDA e as bactérias

as quais elas atuam

Produto de Fagos Bactérias

ListShield™ Listeria monocytogenes
SalmoFresh™ Salmonella spp.
EcoShield™ Escherichia coli 0157:H7
ShigaShield™ Shigella sonnei

Listex™ P100 Listeria monocytogenes
Salmonelex™ Salmonella spp.

Fonte: Moye et al., 2018.

Segundo Hayaloglu (2016), em sintese, a utilizacdo de bacteriéfagos na
producao de queijos com o intuito de provocar a lise de células bacterianas adicionadas
promovem a liberacao de enzimas intracelulares das culturas starters. Esse processo,

entdo, atua de maneira eficaz no processo de maturagao desses produtos.

2.4.2 Técnicas de deteccao baseadas em fagos

Analises microbioldgicas sdo de extrema importancia a industria de alimentos,
pois asseguram a seguranca do produto, detectando bactérias patogénicas como
Shigella spp. e Salmonella spp. (Farooq et al., 2018). Dentro desse contexto, Bai et al.
(2016) citam a utilizagao de técnicas empregando fagos com o intuito de detectar e
diferenciar bactérias patogénicas mais precocemente, visto a necessidade de
resultados rapidos nessas industrias.
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Dentre os diversos métodos existentes para tais analises estdo a utilizacdo de
Reporter Phages (RP) e as baseadas em endolisinas, Cell wall Binding Domain (CBD)

(Farrokhzad et al., 2015; Bai et al., 2016).

2.4.2.1 Técnica de Reporter Phages

Reporter Phages sao fagos geneticamente modificados capazes de inserir nas
bactérias hospedeiras genes que irdo gerar a producao de luz fluorescente ou outro

tipo de emissao de cores (Farooq et al., 2018).

A técnica da utilizacdo de Luciferase Reporter Phages (LRP) consiste na
aplicacao da enzima luciferase, responsavel pela luminescéncia dos vagalumes. Essa
analise, entdo, baseia-se na dispersao dos bacteriéfagos especificos na amostra, que
inserem no hospedeiro genes responsaveis pela producdo de um polipeptideo,
enquanto a luciferase torna as bactérias hospedeiras emissoras de luz (luminescentes)
detectaveis por meio do fotdbmetro. Portanto, caso ocorra a detecgao de luz, conclui-
se que os fagos utilizados tiveram sucesso em contaminar o microrganismo, indicando

sua presenca no meio (Bai et al., 2016; Farooq et al., 2018).

2.4.2.2 Técnica baseada em endolisinas CBD

Bacteridfagos ao fim do ciclo litico, com o objetivo de destruir a membrana do
hospedeiro de dentro para fora, sao capazes de produzir diferentes enzimas
peptidoglicano hidrolases. Dentre essas enzimas, destacam-se as endolisinas N-
terminal Enzymatic Activity Domain (EAD), que possuem fungao de promover lise da
membrana celular, e as endolisinas C-terminal CBD, responsaveis pelo reconhecimento
de hospedeiros especificos e ligacao a membrana. (Farrokhzad et al., 2015).

91

Alimentos: Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente — Vol. 2 - N. 2



WOI0 YUIPIO 6 FDBD< .
c10ucEs’ 1ecuotoRise | .
” 4

200 INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

Essa técnica, entdo, utiliza endolisinas C-terminal CBD modificadas com
fluorescéncia, responsaveis por aderir a parede de células especificas e permitir o
reconhecimento da bactéria pela emissao de luz. Sendo assim, esse método é eficiente
para a deteccao de bactérias gram positivas, pois a auséncia de diferentes camadas
em sua membrana facilita a fixacdo das endolisinas. Em contrapartida, em bactérias
gram negativas a sua utilizacao é impossibilitada devido a camada mais exterior dessas

células (Bai et al., 2016; Farrokhzad et al., 2015).

2.4.3 Remogao de biofilmes

Outro objetivo que pode envolver a utilizacdo dos fagos é a tecnologia para a
eliminagao de biofilmes. Esta estrutura é formada por agregados de microrganismos
capazes de se fixar em uma superficie e formar uma comunidade de protocooperacao,
por meio de interacdes como compartilhamento de enzimas, troca de substrato e
protecdo. Além disso, esse aglomerado é composto também por uma matriz de

polissacarideos, proteinas estruturais, DNA, lipidios e agua (Szafranski et al., 2017).

Nesse cenario, ha diversos microrganismos capazes de formar biofilmes como
Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli e Campylobacter jejuni,
sendo essas as mais comuns na industria de alimentos. Os biofilmes encontrados nas
fabricas sdo detectados, principalmente, em equipamentos e utensilios que tém
contato direto com o alimento (principalmente aco inoxidavel e borracha)
(Sadekuzzaman et al., 2017). Diante disso, estudos feitos por Sadekuzzaman et al.
(2017) demonstraram a utilizacdo de coquetéis compostos por fagos ListShield™ como
tentativa na remocao dos biofilmes formados por Listeria monocytogenes em ago
inoxidavel, borracha, alface e Minimum Biofilm Eradication Concentration (MBEC)
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biofilm device, apresentando assim, uma diminuicao significativa na contagem de

Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) nestas superficies.

Segundo Szafranski et al. (2017) a tecnologia de bacteriéfagos também é
inovadora para o tratamento de biofilmes orais como caries e outras placas
bacterianas. Nesta técnica, portanto, podem ser usados coquetéis de fagos que
liberam depolimerases, dificultando a proliferacao dessa estrutura por degradar a
matriz do biofilme. Além disso, a utilizacdo de endolisinas produzidas pelos
bacteriéfagos para provocar a lise da parede celular de microrganismos também pode
ser feita nesse caso, sendo, em alguns pontos, considerada mais eficiente que o uso

de antibidticos (Szafranski et al., 2017).
3. CONCLUSAO

Os fatos discutidos neste trabalho, dessa maneira, demonstraram a descoberta
dos bacteriéfagos e suas caracteristicas (como a especificidade e seus métodos de
reproducao) que se destacam por seus potenciais benéficos em uma série de situacoes

em que podem ser aplicados.

Além disso, foi salientado que os bacteriéfagos sao seres responsaveis por
diversos problemas relacionados a industrias de alimentos, podendo gerar grandes
déficits para o fabricante. Contudo, tais contratempos podem ser prevenidos de

maneira simples, com a utilizagdo de métodos eficientes.

E possivel frisar, por conseguinte, que a utilizacio de fagos também
proporcionou inumeros avancos em diferentes areas, exercendo capacidade até

mesmo para o desenvolvimento de novas tecnologias. Diante disso, destaca-se seu
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papel em importantes inovagdes na area de alimentos, como seu uso na preservacao

de produtos e nas diversas técnicas para deteccao de bactérias.
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