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RESUMO

FONSECA RAMIREZ, Yenny Isabel, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2016. Isolamento, caracteriza¢céo e uso de bacteri6fagos para
o biocontrole de Yersinia enterocolitica em carne suina. Orientadora:
Regina Célia Santos Mendonga. Coorientadores: Monique Renon Eller e
Humberto Moreira Hungaro.

A carne suina é a carne mais consumida no mundo. Como o suino é o principal
reservatorio das estirpes patogénicas de Yersinia enterocolitica para o homem
e como este micro-organismo possui a capacidade de se multiplicar em
temperaturas de refrigeracdo, com isso, ha necessidade de estudar diferentes
mecanismos que possam controlar este patdégeno. Uma alternativa para seu
controle é mediante o uso de bacteriéfagos. O objetivo desta pesquisa foi
isolar, caracterizar e avaliar bacteriéfagos para biocontrole de Y. enterocolitica
em carne suina. Foram isolados seis bacteriéfagos de fezes de aves, dos quais
trés foram selecionados para a realizacdo dos experimentos: BFYel, BFYe2 e
BFYe6. Posteriormente, procederam-se a caracterizacdo e avaliagcdo dos
bacteriéfagos mediante a realizacdo de testes de especificidade, morfologia e
estabilidade. Também foram determinados o0s parametros cinéticos de
adsorcdo e curva one step growth do bacteriofago BFYe6. Finalmente, foi
realizada a avaliacdo do biocontrole do coquetel contendo os bacteriéfagos em
carne suina in natura. Os bacteriofagos em carne suina in natura. Os
bacteriéfagos foram especificos para Y. enterocolitica ATCC 9610 e foram
classificados como pertencentes a ordem Caudovirales, familia Myoviridae. O
bacteriéfago BFYe6 apresentou maior estabilidade na maioria das condi¢cdes
avaliadas, mas nenhum dos bacteri6fagos manteve viabilidade nas condicbes
de cozimento. O bacteriofago BFYe6 mostrou uma adsorcdo de 94,5 % no
primeiro minuto, com periodo de laténcia de 55 min e a média do burts size de
10 a 11 UFP por célula infectada. A adicdo de coquetel de bacteriéfagos na
carne estocados a 4 °C, reduziram 0,60 e 0,81 ciclos logaritmicos nos T3 e T4
respectivamente até o dia 2, quando comparado com o controle (T2) no dia O.
Nos dias 5, 7 e 10, o T3 controlou a populacédo de Y. enterocolitica, contrario ao
T4 que controlou a bactéria até o dia 10. A 15 °C, até o dia 10 os bacteriéfagos

xii



foram capazes de inibir significativamente o crescimento da bactéria. O
controle na diminuigédo da bactéria no T3 foi de até 0,76 ciclos logaritmicos e no
T4 de 1,05 ciclos logaritmicos no dia 10. O MOI néo influenciou na efetividade
da inibicdo. Conclui-se que os bacteriofagos apresentaram caracteristicas
favoraveis tais como infectividade, especificidade, estabilidade e potencial de

biocontrole de Y. enterocolitica sob as condi¢des de refrigeracéo da carne.
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ABSTRACT

FONSECA RAMIREZ, Yenny Isabel, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa.
December, 2016. Isolation, characterization and use of bacteriophages for
the biocontrol of Yersinia enterocolitica in pork meat. Adviser: Regina Célia
Santos Mendonga. Co-Advisers: Monigue Renon Eller and Humberto Moreira
Hungaro.

Pork is the most consumed meat in the world. As swine is the main reservoir of
the pathogenic strains of Yersinia enterocolitica for humans, and as this
microorganism has the capacity to multiply in temperatures if of refrigeration,
with this there is a need to study different mechanisms that can control this
pathogen. An alternative for its control is the using bacteriophages. The
objective of this research was isolate, characterize and evaluate bacteriophage
for biocontrol of Y. enterocolitica in pork meat. Were isolated six bacteriophages
from chicken feces, of which three were selected for the experiments: BFYel,
BFYe2 and BFYe6. Subsequently, the characterization and evaluation of the
bacteriophages were carried out by means of tests of specificity, morphology,
and stability. It was also determined the kinetic parameters of adsorption
and one-step growth curve of BFYe bacteriophage 6. Finally, we performed the
evaluation of the biocontrol cocktail containing bacteriophages in fresh pork
meat. The bacteriophages were specific to Y. enterocolitica (ATCC 9610) and
were classified as belonging to the Caudovirales order, of Myoviridae
family. The BFYe6 bacteriophage showed higher stability in most conditions
evaluated, but none of the bacteriophages maintained viability under cooking
conditions. The bacteriophage BFYe6 showed an adsorption of 94.5% in one
minute, with a 55 min lag and the average bursts size 10 to 11 PFU per cell
infected. The addition of a cocktail of bacteriophages, in the meat stored at 4
°C, reduced 0.60 and 0.81 logio unitsin T3 and T4 respectively until day 2,
when compared with the T2 control at day 0. On days 5, 7 and 10 T3 controlled
the Y. enterocolitica population more than T4 and significant differences in
bacterial counts were observed in these treatments when compared to
treatment without bacteriophage. On days 5, 7 and 10, T3 controlled the

population of Y. enterocolitica, contrary to T4 that controlled the bacterium until
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day 10. At 15 ° C, until day 10 the bacteriophages were able to significantly
inhibit the growth of the bacterium. At 15 °C, until day 10 bacteriophages were
able to significantly inhibit bacterial growth. The control in the decrease of the
bacterium in the T3 was of up to 0.76 logio unitsand in the T4 of 1,05
logio units in day 10. MOI did not influence the effectiveness of inhibition. It
concludes that the bacteriophages presented favorable characteristics such as
infectivity,  specificity, stability and potential of biocontrol of Y.

enterocolitica under cooling conditions of the meat.
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1. INTRODUCAO

A carne suina é um dos mais completos e importantes alimentos na dieta
humana, devido ao seu alto teor de proteinas de elevado valor biologico,
lipidios e minerais. Tendo em conta as propriedades nutricionais e as
mudancas no padrédo alimentar global, a carne de porco tornou-se a mais

consumida, acima da carne bovina e de frango.

Na producdo de carnes, sdo empregados diferentes processos pelos
quais a matéria prima € transformada em produtos proprios para 0 consumo
humano. Durante esta transformacdo, sdo executadas atividades de
monitoramento, prevencao e correcdo para garantir a qualidade e inocuidade
do produto durante toda a cadeia produtiva. Entretanto, casos de doencas
veiculadas por esses alimentos, estdo sendo continuamente reportados,
geralmente associados a contaminacdo por bactérias. Segundo a EFSA 2015,
em 2013 foram registrados 6.471 casos de yersiniose na Unido Europeia,
sendo a Y. enterocolitica a espécie mais notificada (98,66 %) e a terceira

doenca entérica mais comum na Unido Europeia.

O suino é o principal reservatério das estirpes patogénicas Y.
enterocolitica para o homem. Esta bactéria pode ser isolada nas amigdalas, na
lingua, nos intestinos e nas fezes de animais infectados. Devido a auséncia de
sinais nos animais infectados, no momento do abate pode haver contaminacgéo
da carne durante a evisceracdo, ou ainda a contaminacdo cruzada de uma

carcaca infectada para outra ndo infectada no abatedouro.

Métodos tradicionais de descontaminacdo de carcacas incluem os
métodos fisicos (tais como a lavagem com agua potavel, aplicacao de vapor de
dgua sob pressdo) e os quimicos como aplicacdo de sanitizantes. Nao
obstante, fatores como a variabilidade na temperatura de estocagem, baixa
penetracdo no alimento, pH da agua, dureza e tempo de contato, diminuem a
acdo desses métodos contra micro-organismos. Também existem fatores que
limitam seu uso como no caso da presenca de residuos no alimento, os quais

podem ser toxicos para o consumidor, ocorréncia de odor e irritabilidade aos



manipuladores, precos elevados dos métodos de descontaminacdo, entre

outros.

Alguns desses agentes ndo sao suficientes para a eliminacdo completa
dos contaminantes. Nesses casos, 0 crescimento de Y. enterocolitica pode ser
favorecido durante o armazenamento da carne, ja que este micro-organismo €&
psicotrofico e pode continuar sua multiplicacdo sob condicéo de refrigeracéo, o
qgue implica na procura por alternativas de controle de patégenos na producao

de carne.

Uma das alternativas atualmente considerada consiste na utilizacdo de
bacteriofagos liticos com o objetivo de controlar Y. enterocolitica. Esses
bacteriéfagos apresentam a vantagem de ndo afetarem o ambiente, serem
inofensivos para o0s seres humanos, de baixo custo e simplicidade na
manipulacdo e aplicacdo. Além disso, esses agentes mantém sua capacidade

de biocontrole e bioconservacdo em condi¢cdes de estocagem sob refrigeracao.

Estudos in vitro, mostram alguma informacdo acerca da atividade de
bacteriofagos liticos no controle de Y. enterocolitica. Entretanto, trabalhos com
matrizes alimentares ainda sdo escassos, 0 que torna o estudo da aplicacao
em carne suina um trabalho inovador e com possivel aplicabilidade para a
industria de alimentos. Com isso, este trabalho teve como objetivo isolar,
caracterizar e avaliar a atividade in vivo de bacteri6fagos contra Y.

enterocolitica em carne suina in natura.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar, caracterizar e avaliar a atividade de bacteri6fagos para o

biocontrole de Yersinia enterocolitica em carne suina.

2.2 Objetivos especificos

a) lIsolar, purificar e selecionar bacteriéfagos para Y. enterocolitica.
b) Avaliar a especificidade dos bacteriéfagos selecionados.

c) Avaliar a morfologia dos bacteri6fagos selecionados.

d) Avaliar a estabilidade dos bacteriéfagos a pH da carne fresca, diferentes
temperaturas, exposicdo a luz branca, diferentes concentracdes de

cloreto de sédio, sacarose e nitrato de potassio.
e) Determinar os parametros cinéticos de um dos bacteriéfagos.

f) Avaliar o biocontrole de Y. enterocolitica em carne suina in natura
utilizando o coquetel de bacteriéfagos, a 4 e 15 ° C, em até 10 dias de

armazenamento.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Producdo de carne suina

A carne suina € a carne de maior consumo em todo o mundo (FAO,
2015). Atualmente o rebanho suino duplicou se comparado ao total de suinos
que havia ha trés décadas. Em 2016, foram produzidos 108.201 milhdes de
toneladas (equivalente em peso de carcaca) de carne suina em todo mundo,
sendo a China o maior produtor com 51.850 milhfes de toneladas (47,92 %) e
a Unido Europeia ocupando o segundo lugar com 23.350 milhdes de toneladas
(21,58 %) (USDA, 2016). O Brasil ocupa o terceiro lugar em producdo e
exportacdo de carne suina, com 3.710 milhdes de toneladas e 900 milhdes de

toneladas, respectivamente.

3.2 Contaminacdo microbioldgica da carne suina

Anualmente sdo reportados numeros elevados de casos de infeccdes
veiculadas pela carne. Isso se deve a exposi¢cdo da matéria prima em toda
cadeia produtiva. Desde o abate dos animais até o armazenamento da carne
em camaras frias, ha possibilidade de crescimento de micro-organismos que se

adaptam a estas condic¢des, tais como a Y. enterocolitica.

Segundo Gomide et al. (2013), no animal vivo saudavel, o sistema
muscular é isento de micro-organismos devido a presenca de barreiras fisicas
como a pele, a seletividade das membranas celulares, o sistema linfatico e os
glébulos brancos. Ap6s o abate do animal e durante a conversdo do muasculo
em carne h& perda destas barreiras de protecdo, além da abertura e
manipulacdo da carcaca, 0 que pode aumentar o risco de contaminacao
microbiana da carne. Nessa fase pode ocorrer a contaminacdo da carne por
bactérias patogénicas como Y. enterocolitica. Esse micro-organismo é comum
na cavidade oral, amigdalas, lingua, intestino e fezes dos suinos e pode ser
disseminado para a carcaca durante o abate (PINTO, 2014; ATOBLA et al.
2012).

No abate dos suinos, alguns animais podem ser portadores potenciais de

Y. enterocolitica e contaminar outros animais ou outros locais a partir das fezes
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(VANANTWERPEN et al. 2015). Porém, é importante controlar a contaminacao
e buscar mecanismos de descontaminac¢ao dos estabelecimentos para diminuir

o risco de disseminacao e contaminacao cruzada.

Em estudo realizado por Bonardi et al. (2014), Y. enterocolitica foi
encontrada em 15,3 % (23/150) das amidalas dos suinos abatidos dos quais
14,7 % foram positivos para Y. enterocolitica biétipo 4 sorotipos O:3, o qual &
patogénico para humanos. Os autores concluiram que a contaminacdo da
bactéria nas amidalas foi coincidente com o aparecimento do micro-organismo

nas fezes.
3.3 Yersinia enterocolitica

O interesse em Y. enterocolitica iniciou-se em 1958 devido a uma série de
infeccdes de chinchilas, lebres e posterior correlagdo causal com linfadenite em
humanos. Em 1963 foi encontrada uma similaridade entre isolados de Y.
enterocolitica de animais e humanos e em 1964 o nome da espécie foi
formalmente proposto por Frederiksen (FREDERIKSEN, 1964 apud RIEMANN
e CLIVER, 2006).

Yersinia enterocolitica pertence a familia Enterobacteriacea, do género
Yersinia. E uma bactéria caracterizada como gram negativa de forma bacilar,
anaerdbia facultativa, oxidase negativa, catalase positiva e ndo possui
capacidade de fermentar a lactose. A temperatura de crescimento pode variar
de (-2 a 42) °C, sendo a temperatura 6tima de (28 a 30) °C (BARI et al., 2011).
Apresentam maior atividade bioquimica a 28 °C do que a 37 °C. A temperatura
de crescimento influencia nas caracteristicas bioquimicas e de motilidade. O
pH minimo de crescimento esta entre (4,2 e 4,8), o maximo entre (9,9 e 10),
sendo o 6timo de 7,2. A faixa minima da atividade de agua (Aw) para seu
desenvolvimento é de 0,96 com 5 % (m/v) de NaCl (NZFSA, 2010).

Yersinia enterocolitica estd amplamente distribuida na natureza, sendo
mais comum encontra-la na agua e no trato digestivo dos animais,
especialmente nos suinos (AROCENA et al., 2012). A infeccdo causada por

bactérias do género Yersinia € conhecida como yersiniose. Y. enterocolitica é
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um agente patogénico zoonético e psicotréfico que pode causar a yersiniose
em humanos. Ela é transmitida via alimentos e 4gua contaminados ou por
contato com pessoas ou animais infectados (ONTARIO, 2015; SKURNIK e
TOIVANEN, 1993; CVE, 2003).

No género Yersinia sdao descritas 17 espécies, dentre as quais sao
patogénicas para humanos: Y. pseudotuberculosis, Y. pestis e Y. enterocolitica,
sendo esta ultima a mais frequente em infeccoes (AROCENA et al., 2012;
DRUMMOND et al.,, 2012). Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica s&o
divididos em varios sorotipos sendo alguns patogénicos (SKURNIK e
TOIVANEN, 1993). Porém, nem todas as estirpes de Y. enterocolitica causam
doenca em humanos, pois essa é uma espécie heterogénea subdividida em
biotipos, sorotipos e expressédo de viruléncia (FALCAO e FALCAO, 2006)
(Quadros 1 e 2).

Quadro 1. Classificagdo dos biotipos de Y. enterocolitica segundo testes

bioquimicos.
CARACTERISTICA? BIOTIPO
1A 1B 2 3
Lipase + + + +
Salicina + - - - - -
Esculina (24 h) +/- - - - - -
Xilose + + + - v
Trealose + + + + + -
Indol + v - - -
Ornitina descarboxilase + + + + + +(+)
Voges Proskauer (VP) + + + + + +(+)
Sorbose + + + + + -
Pirazinamidase + - - - - -
Reducéo do nitrato + + + + + -
Inositol + + + + + +
B-Glicosidase® + - - - - -

asimbolos: + = positivo, - = negativo, (+) = lento, v= variavel. P Dados do Bacteriological Analitic
Manual (Weagant et al., 2001). Fonte: (BARI et al., 2011).



Quadro 2. Relacdo entre biotipo, sorotipo O e o plasmideo pYV em Y.
enterocolitica.

BIOTIPO SOROTIPO(S)

1A 0:4; O:5; 0:6,30; 06,31, 0:7,8; 0:7,13; 0:10; O:14; O:16; 0:21; 0:22;
0:25; 0:37, 0:41,42; O:46; O:47; O:57; NT?

1B 0:4,32% 0:8° 0:133,13% 0:16; 0:18°; 0:20°, 0:21°; 0:25; 0:41,42; NT

2 0:5,27° 0:9° 0:27

3 0:1,2,3% 0:3°; 0:5,27°

4 0:3°

5 0:2,3°

aNT: ndo tipada. ? Sorotipos que incluem cepas que transportam o plasmideo pYV que codifica
varios genes de viruléncia. Fonte: (BARI et al., 2011).

A espécie Y. enterocolitica possui cerca de 44 antigenos flagelares e 76
sorotipos, sendo esse ultimo comumente utilizado para tipificacdo das estirpes
em laboratério de rotina (FALCAO e FALCAO, 2006). Os sorotipos S&o
determinados principalmente pela variabilidade do polissacarideo O (antigeno
0), presente na membrana externa da parede celular da bactéria. A
fagotipagem € outro esquema para subtipagem de Y. enterocolitica que é
avaliada a sensibilidade por diferentes bacteriéfagos. Mediante fagotipagem
pode-se rastrear a origem de uma epidemia e determinar o0 modo de
transmissdo da doenca (NICOLLE et al.,, 1976; KASATIYA e ACKERMANN,
1986).

A maioria das estirpes patogénicas em humanos e animais domésticos
pertencem aos biotipos 1B, 2, 3, 4 e 5. (WAUTERS et al., 1987). As estirpes
patogénicas detectadas na Europa, Canada, Japdo e Africa do Sul pertencem
aos sorotipos 0:3 e 0:9 e nos Estados Unidos ao biotipo 1B, sorotipo O:8
(SKURNIK e TOIVANEN, 1993). Entre os animais, 0 suino € o unico animal
onde é encontrado Y. enterocolitica biotipo 4, sorotipo O:3, que é uma
variedade relacionada com doencas em humanos (TIRZIU et al. 2011). Estudos
das sequéncias de RNAr 16S e de genomas da Y. enterocolitica dividiram a
espécie em duas subespécies, sendo Y. enterocolitica subsp. enterocolitica e
Y. enterocolitica subsp. palearctica (NEUBAUER et al. 2000).



A bactéria pode ser cultivada com sucesso em meios como &gar de
Novobiocina-lIrgasan-Cefsulodina (CIN) e 4gar MacConkey, formando colbnias
arredondadas, de (1 — 2) mm de diametro. No agar MacConkey, as colbnias
sdo incolores ou rosa palida e no agar CIN sdo vermelhas com bordas
incolores (FDA, 2007).

3.3.1 Mecanismos de patogenicidade de Y. enterocolitica

As cepas de Y. enterocolitica patogénicas tém um plasmideo de 70 kb
denominado pYV (plasmideo de viruléncia yersiniana) e genes cromossomais
que codificam fatores de viruléncia e se expressam dependendo da
temperatura do ambiente. Os genes plasmidiais sdo normalmente expressos a
37 °C e os cromossomais a 25 °C (ROHDE et al. 1999).

O plasmideo pYV transporta produtos que codificam fatores de viruléncia
e inclui a proteina de adesdo (YadA — aderéncia da Yersinia) e proteinas
efetoras (Yops) nas células alvo. Estes fatores de viruléncia permitem a
sobrevivéncia e multiplicacdo de Y. enterocolitica nos tecidos linfoides de seus
hospedeiros (RIEMANN e CLIVER, 2006).

As proteinas Yops sao injetadas diretamente no citosol da célula
hospedeira, mediante o sistema de secrecao tipo Il da bactéria, (inyectosoma -
Ysc), alterando o citoesqueleto, inibindo a fagocitose em macréfagos e
granulocitos polimorfonucleares (PMNs) e bloqueando a producéo de citosinas
pro-inflamatérias, quimiocinas e moléculas de adesédo. As Yops séo produzidas
“in vitro” a temperatura de 37 °C e em baixas concentracfes do ion célcio
(GRASSL et al., 2003).

A adesina YadA, é a principal proteina da membrana externa que
promove a transcitose na ceélula do hospedeiro através da interacdo com 0s
receptores (1 integrina, unido aos fagocitos e as moléculas da matriz
extracelular como por exemplo, laminina, colageno e fibronectina. Também
protege a bactéria de defensinas e confere resisténcia a atividade bactericida
(EI TAHIR e SKURNIK, 2001).



Com relagdo aos genes cromossomais 0s mais estudados sé&o os genes
relacionados a adesdo e invasdo de células eucariotas, sintese de
lipopolissacarideos (LPS), captura de ferro, producdo de enterotoxinas,
sinteses de fimbrias, entre outros. (CARNIEL, 1995).

Na adesdo e invasdo da célula eucariota, as bactérias produzem
proteinas que estdo nas membranas externas denominadas invasina e Aill,
codificadas pelos genes Inv e Ail, respectivamente. A invasina € a proteina
responsavel pela invasdo das bactérias através das células M e por
estabelecer a colonizacdo extracelular de tecidos linfaticos. A proteina Ail,
também € responsavel por conferir resisténcia bacteriana em situacfes
adversas do ambiente e as respostas imunolédgicas do hospedeiro (DOYLE e
BUCHANAN, 2013).

Yersinia enterocolitica pode ter dois tipos de LPS, dependendo da
quantidade do polissacarideo da cadeia O-lateral que esta ligado ao nucleo
interno da parede celular, sendo regulado pela temperatura de incubacéo, pois
se o crescimento da bactéria é abaixo 30 °C o LPS é liso, e se a temperatura é
a 37 °C, a célula é rugosa, devido a repressao da sintese do LPS. O LPS pode
ser necessario para a expressdo ou funcdo normal de outras moléculas de
superficie ou sistemas secretores, tais como Ail e YadA. Além disso, a regiao
externa do LPS desempenha um papel na manutencdo da integridade da
membrana externa e pode contribuir para a resisténcia de Y. enterocolitica aos
peptideos bactericidas em tecidos e macrofagos (FALCAO e FALCAO, 2006).

O ferro € um micronutriente essencial de quase todas as bactérias, como
cofator de varias enzimas, além de outras funcées em processos bioldgicos
essenciais. Bactérias patogénicas produzem quelantes de ferro conhecidos
como sideroéforos, que sdo liberados ao meio para capturar o ferro, formando
um complexo (sideroforo-ferro). O complexo liga-se aos receptores especificos
na superficie bacteriana para logo ser absorvidos (TORTORA et al. 2007).
Cepas de Y. enterocolitica altamente patogénicas (1B/O:8) apresentam uma
ilha cromossdmica de alta patogenicidade (HPI) que codifica a biossintese de
um siderdforo conhecido como yersiniobactina (ybt), uma proteina que permite

gue o patdgeno adquira ferro de fontes normalmente inacessiveis. O HPI de
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Yersinia esta também presente numa variedade de outras enterobactérias, tais
como E. coli, Klebsiella, Citrobacter e Salmonella spp. Embora os biotipos de Y.
enterocolitica diferentes de 1B ndo produzam yersiniabactina, eles sdo capazes
de adquirir ferro a partir de sideroforos exdgenos (ndo sintetizados pela
Yersinia), como a desferrioxamina B, que € sintetizado por outros micro-
organismos (ROBINS-BROWNE et al. 1986).

A espécie de Y. enterocolitica sintetiza e secreta uma enzima
termoestavel que prejudica o trato digestivo dos seus hospedeiros causando
uma producdo excessiva de monofosfato ciclico de guanosina ciclico (GMPc)
dentro das células epiteliais intestinais; isto, por sua vez, provoca perturbacéo
do transporte de fluidos e eletrélitos nas células absortivas intestinais, o que
pode resultar em diarreia. O grupo carboxila terminal do GMPc tem
semelhanca significativa com as enterotoxinas termoestaveis de E. coli
enterotoxigénica, Citrobacter freundii e Vibrio cholerae O1 (CARNIEL e
HINNEBUSCH, 2004).

3.3.2 Patogénese e infecc¢do de Y. enterocolitica

Y. enterocolitica € um patégeno entérico invasivo, que induz uma resposta
inflamatoria dos tecidos infectados. Apds a inoculacdo oral, as bactérias
passam ao lumen intestinal, considerando que um pequeno numero de
bactérias se aderem a mucosa do epitélio através da ligacdo de receptores
(integrinas B1) das células M, por meio da proteina YadA da proteina de
invasdo Inv da membrana externa da bactéria. Y. enterocolitica atravessa a
membrana basal e entra em contato com o tecido linfoide associado ao
intestino, onde € desencadeada e produzida a secrecdo de quimiocinas
inflamatorias (IL-8). Essa resposta leva ao estabelecimento do processo
inflamatorio e destruicdo de placas de Peyer devido a transmigracdo de PMNs
e apoptoses celular, levando a destruicdo dos tecidos localizados, causando a
formacdo de microabcessos (GARCIA et al., 2004). A migracdo de PMNs
através da barreira epitelial conduz a destruicdo do tecido, o que pode
aumentar a translocacdo de Yersinia para as placas de Peyer. As proteinas

Yops sao translocadas para o citosol da célula hospedeira e podem induzir a
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apoptose e a supressao da resposta imunitaria (GRASSL et al. 2003) (Figura
1).

Figura 1. Infeccdo da Y. enterocolitica nas placas de Peyer. a. Transcitose, transporte da
bactéria em vacuolos e liberada na superficie basal das células M, b. unido da
bactéria as integrinas B1 dos enterocitos e desencadeamento da producgdo e
secrecdo de quimiocinas inflamatérias (IL-8), ¢c. As quimiocinas atraem e ativam
PMNs. As bactérias replicam-se nos remendos de Peyer e expressam as Proteinas
anti-fagociticos YadA e Yops, d. Destruicdo do tecido e formacdo de abscessos.
Fonte: (Grassl et al., 2003).

A bactéria se difunde muitas vezes através da linfa para os linfonodos
mesentéricos, onde também pode formar microabscessos. Se as bactérias
contornarem os nodulos linfaticos para entrar na corrente sanguinea, podem se
disseminar para qualquer 6rgédo, mas continuam com a afinidade de infectar o
tecido linfoide, preferencialmente nos tecidos tais como o reticulo endoteliais do
figado e baco. Y. enterocolitica é considerado como um patdgeno intracelular
facultativo devido a sua resisténcia por macrofagos. Assim, os macrofagos
podem proporcionar um nicho para replicagdo bacteriana durante as fases
iniciais da infeccdo e servir como um veiculo para difusdo no hospedeiro
(DOYLE e BUCHANAN, 2013).

3.3.3 Contaminacao de alimentos, epidemiologia e ocorréncia

Os alimentos sd@o os principais veiculos de infeccéo por Y. enterocolitica.
Mas, no momento do isolamento a partir de alimentos, raramente o patégeno

pode ser recuperado, o que se deve, provavelmente, a sensibilidade limitada
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dos meios ou dos métodos de cultura empregados, sendo pouco frequentes
notificages de surtos (BARI et al., 2011). Além disso, 0 numero exato de casos
de yersinose é dificil de determinar, principalmente pelo fato de que muitas

pessoas atribuem esta doenca a um virus ou gripe.

A espécie de Y. enterocolitica € geralmente associada com alimentos de
origem animal tais como carnes, leite ndo pasteurizado e frutos do mar, bem
com solo e aguas néo tratadas. Pode haver também contaminacéo cruzada de
vegetais e outros alimentos a partir de alimentos crus contaminados e
refrigerados (TIRZIU et al., 2011). De acordo com resultados de pesquisas
realizadas com alimentos contaminados, Y. enterocolitica pode sobreviver em
temperatura ambiente e de refrigeracdo. A bactéria também resiste ao
congelamento e pode sobreviver em alimentos congelados e descongelados
durante longos periodos (ZADERNOWSKA et al., 2014).

Estima-se que a dose infecciosa necessaria para Y. enterocolitica esteja
entre 10* e 10° células (FDA, 2012). Apés ingestédo, o periodo de incubagéo do
micro-organismo € de aproximadamente sete dias. O quadro clinico se
manifesta geralmente com uma diarréia autolimitada, associada com febre leve
e dor abdominal por dois ou trés dias. Também pode ocorrer nauseas e
vomitos, porém, com menor frequéncia. A duracdo dos sintomas pode
estender-se por até trés semanas e por varios meses, caso 0 quadro clinico se
desenvolva para uma enterocolite crénica (RIEMANN e CLIVER, 2006; NZFSA,
2010).

InfecgBes causadas por estirpes de Y. enterocolitica sorotipos O:3 ou O: 9
sdo, em alguns pacientes, seguidas por artrite reativa. Sintomas extra
intestinais observadas com a infeccdo por Y. enterocolitica sdo reacdes
cutdneas reativas, sendo o eritema nodoso o mais comum (DORINA, B.;
KODA, 1996; RIEMANN e CLIVER, 2006).

A maioria dos casos de yersiniose ocorre em criangas menores de cinco
anos de idade e idosos com idade superior a 60. Esses representam 0S grupos
de risco em que os casos da doenca sdo de maior gravidade, levando a

hospitalizagbes e 6bitos (MEDEIROS et al., 2011). No entanto, podem ocorrer
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complicagBes dos sintomas em demais idades, caso o seu estado imunoldgico
esteja comprometido. Em criancas superiores aos 5 anos de idade, a
yersiniose aguda apresenta-se geralmente como pseudo-apendicite, pela
inflamacédo do ileo ou ganglios linfaticos mesentéricos. As caracteristicas
comuns sédo dor abdominal e sensibilidade localizada no quadrante inferior
direito. Esses sintomas sao geralmente acompanhados de febre, com pouca ou
nenhuma diarreia. A importancia desta forma da doenca encontra-se na sua
semelhanca com a apendicite (DOYLE e BUCHANAN, 2013).

Entre 2009 e 2013, na Unido Europeia, foram registrados 6.471 casos de
yersiniose, com a confirmacdo de 6.395 casos (98,8 %), Y. enterocolitica foi a
espécie mais notificada (98,66 %), sendo a terceira doenca entérica mais
comum na Unido Europeia depois de campilobacteriose e salmonelose (EFSA,
2015) e a terceira doenca zoonética mais comum na Unido Europeia e
Alemanha (ROSNER et al., 2010).

3.3.4 Resisténcia a antibi6ticos

A disseminacdo de genes de resisténcia entre estirpes bacterianas
tornou-se um problema crescente em doencas infecciosas. Isso se deve ao
aumento de bactérias patogénicas adaptadas aos medicamentos comumente
empregados em animais destinados ao consumo humano. Essas bactérias por
respostas adaptativas podem desenvolver resisténcia cruzada a varios
medicamentos aprovados na medicina clinica, tornando-se um problema na
salde humana (CARNIEL e HINNEBUSCH, 2004).

Resultados em pesquisas tém demonstrado a resisténcia de estirpes de
Y. enterocolitica a antibioticos. Por exemplo, Terentjeva e Bérzins (2010),
estudaram a resisténcia a antibidticos de estirpes Y. enterocolitica isoladas de
carcagas de suinos. Os autores encontraram que todas as estirpes
apresentaram resisténcia a ampicilina, cefalotina, eritromicina, estreptomicina,
sulfametoxazol e tetraciclina. Do mesmo modo, Bolton et al. (2013),
pesquisaram a resisténcia de estirpes Y. enterocolitica que foram isoladas em
diferentes etapas da cadeia de producdo de suinos (desmame, terminagéo e

no matadouro) a antibidticos. Os autores encontraram que as estirpes de Y.

13



enterocolitica classificadas no Biotipo 2 sorotipos O:9, apresentaram alta
resisténcia a cefalotina, ampicilina e amoxicilina com &cido clavulanico e media
resisténcia a neomicina e estreptomicina. Anju et al. (2014), avaliaram a taxa
de resisténcia bacteriana de Y. enterocolitica e Yersinia intermedia obtidos de
amostras de suinos e concluiram que as cepas de Y. enterocolitica foram
altamente resistentes a trés antibioticos (ampicilina, acido nalidixico e
tetraciclina), e pouco resistentes a dois antibidticos (cefotaxima e Ceftriaxona)

entre 13 antibidticos avaliados.

A resisténcia a antibioticos por Y. enterocolitica € dada em sorogrupos
especificos (0:3 e 0:9) e é conduzida em parte pela producdo de duas
lactamases produzidas por genes cromossomais ([3-lactamases A e B), sendo
responsaveis pela resisténcia a penicilina, ampicilina, cefalotina e carbenicilina.
Y. enterocolitica O:8 produz R-lactamases tipo A com resisténcia variavel a
carbenicilina e cefalotina (FALCAO e FALCAO, 2006).

3.4 Bacteriéfagos

Os bacterioéfagos sdo virus que infectam bactérias e estdo presentes em
diversos ambientes, sdo ubiquos, apresentam grande diversidade genética e
exercem influéncia sobre o balanco dos ecossistemas (SALEM et al., 2014). Os
bacteriéfagos, segundo Ackermann (2005), sdo divididos em 13 familias,

classificados de acordo com seu genoma e caracteristicas morfologicas.

Aproximadamente o 96 % dos bacteriéfagos tém cauda e pertencem a
ordem Caudovirales. Os bacteriéfagos poliédricos, filamentosos e pleomorficos
tém um menor numero hospedeiros (Quadro 3). O virus da ordem Caudovirales
tém DNA de cadeia dupla ou simples e um capsideo icosaédrico que se une a
cauda helicoidal, por meio de um conector e a maioria das caudas tém umas
estruturas de fixacdo. A ordem compreende as familias Myoviridae, (cauda
contractil, separada da capsideo por um pescoco), Siphoviridae (cauda longa,
nao contractil) e Podoviridae (cauda curta) (ACKERMAN, 2012).
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Quadro 3. Morfologia e familias de bacteriéfagos.

Morfotipo Familia Forma Morfologia
Al - A3 Myoviridae Dp
B1-B3 Siphoviridae Com cauda | -
Cl-C3 Podoviridae O
D1 Microviridae ek
D2 Corticoviridae ©
D3 Tectiviridae Poliédricos o
El Leviviridae AR
E2 Cystoviridae O
El
E; Inoviridae Filamentosos ©
E2 F1 1
Plasmaviridae L L A3
G Fuselloviridae Pleomorficos L
G F2

Fonte: adaptada de Ackermann (2005).

Cada familia da ordem Caudovirales apresenta um morfotipo baseado na
forma do capsideo de acordo com seu comprimento/largura. Assim, o morfotipo
Al, A2 e A3 sdo da Myoviridae (A2: 1.2 - 1.4, A3: 2.4);0B1,B2e B3 (B2: 1.2 -
1.8, B3: 3 - 3.4) da Siphoviridae e o0 C1, C2 e C3 da Podoviridae (B2: 1.1-1.4-
1.8, B3: 3.5) (ACKERMANN e EISENSTARK,1974).

3.4.1 Ciclos de multiplicacdo dos bacteriofagos

Todas as estruturas bacterianas externas constituem potenciais
receptores de bacteriéfagos (SKURNIK e STRAUCH, 2006). O processo de
infeccdo do bacteriéfago inicia a partir do reconhecimento e a adsorcdo do
virus na superficie da bactéria hospedeira (SHAO e WANG, 2008).
Normalmente, o bacteriéfago adsorve a uma célula hospedeira pelas fibras da
cauda e injeta seu acido nucleico no interior do citoplasma. Uma vez que o
hospedeiro é infectado, a replicacdo dos bacteriofagos pode apresentar os
ciclos litico ou lisogénico (Figura 2) (KURTBOKE, 2012):

No ciclo litico, apds injecao do material genético, os bacteriéfagos utilizam

o metabolismo do hospedeiro para sintetizar &acidos nucleicos e diversas
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proteinas virais. Posteriormente, a estrutura dos capsideos € montada e o
genoma viral é empacotado, caracterizando a etapa de maturacdo. Finalmente,
0s bacteriofagos induzem a lise celular e sdo liberados ao meio externo
(MADIGAN et al., 2010).

Em alguns bacteriéfagos, a liberagdo da progénie é ocasionada pela
degradacdo da parede celular bacteriana induzida pelo efeito da holina
(proteina que atua formando poros na membrana celular) e a endolisina
(enzima de degradacdo de peptidoglicanos). Este ao caso de bacteriéfagos
para Y.enterocolitica. (LEON-VELARDE et al., 2016).

No ciclo lisogénico, os bacteri6fagos injetam seu acido nucleico e este &
integrado ao cromossomo bacteriano (profago). O profago também pode
permanecer localizados no citoplasma na forma de plasmideo e replicar-se em
sincronia com a célula hospedeira. Os bacteri6fagos lisogénicos ou temperados
podem se manter durante varios periodos sem causar lise celular, podendo
interromper o estado lisogénico a qualquer momento revertendo-se a via litica

por condi¢cdes ambientais.

%/*
s &)\ (&

Ciclolitico Ciclolisogénico

I

Figura 2. Ciclo de multiplicacdo dos bacteriéfagos.
Fonte: Kurtbdke, (2012).

3.4.2 Usos e aplicagdes de bacteriofagos na producao de alimentos

Bacteriéfagos liticos desde sua descoberta tém sido usados como
agentes de terapia para prevenir ou reduzir o numero de bactérias patogénicas
em pessoas e animais. O uso de bacteri6fagos para tratar problemas

infecciosos causados por bactérias foi empregado pela primeira vez por Félix
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d"Herelle em 1917, no controle de Shigella dysenteriae para o tratamento de
doentes com difteria. No entanto, a partir da década de 40, os paises de
ocidente iniciaram a producdo e 0 uso massivo de antibioticos e levou a uma
reducdo consideravel no uso da fagoterapia (D'HERELLE 1917, apud
KUTTER e SULAKVELIDZE, 2005; KURTBOKE 2012).

O uso excessivo de antibidticos levou ao desenvolvimento de bactérias
resistentes. Desta forma, recentemente a fagoterapia foi retomada e estudos
vém sendo realizados para o controle de bactérias na medicina humana e
veterinaria. Bacteriofagos também sdo aplicados em outras areas, como na
industria de alimentos como biossanitizantes, biocontroladores e
biopreservantes (MORA et al., 2005).

Entre as vantagens do o uso de bacteriéfagos tem-se:

e Especificidade dos bacteriofagos para um determinado micro-organismo
hospedeiro;

¢ O mecanismo de acéo difere dos antibiéticos, o que faz com que sejam
eficientes mesmo frente a bactérias resistentes aos antibiéticos;

e A dose inicial dos bacteridfagos incrementa-se exponencialmente, pois
se multiplicam enquanto o hospedeiro ainda exista;

e Adaptam-se continuamente aos mecanismos de defesa das bactérias;

e Baixa toxicidade, pelo fato de ndo produzir moléculas que sejam toxicas
ao consumidor nem se replicar em células eucariotas.

e Baixo custo e simplicidade de manipulacao;

e Tolerancia a condi¢cdes adversas nos alimentos.

Bacteriéfagos lisogénicos ndo sdo recomendaveis como agentes
terapéuticos ou para biocontrole em alimentos, pois podem possuir genes que
codificam para fatores de viruléncia ou de resisténcia a antibioticos. Assim, na
selecdo de bacteriéfagos para uso na cadeia produtiva de alimentos ou para
aplicacdes antibacterianas, devem ser escolhidos e empregados somente
agueles bacteriéfagos que tenham ciclos exclusivamente liticos (LY-CHATAIN
2014; JORQUERA et al., 2015).
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3.4.3 Biocontrole de patdégenos veiculados por alimentos por meio

de bacteriéfagos.

Em 2006, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso de uma

preparacdo de pool de bacteri6fagos como aditivo alimentar geralmente

reconhecido como seguro (GRAS) denominado P100 (Listex ™P100) para o

controle de Listeria monocytogenes em carne e queijos (ROSSI e ALMEIDA,

2010).

comercializados para uso em alimento (Quadro 4).

Outros produtos também foram aprovados e atualmente séo

Quadro 4. Produtos a base de bacteri6fagos disponiveis comercialmente para

serem usados em alimentos

PRODUTO | EMPRESA | BACTERIOFAGOS BAACLTVEC')?'A ALIMENTOS
Alimentos em
EcoShield™ | Intralytix | COMPInagao de 3| ¢ oo 5q57:47 | 987k
bacteriéfagos principalmente
carne bovina.
Alimentos em
geral,
. principalmente
Listshield™ | Intralytix | Combinacdo de 6 L. saim&o defumado,
bacteri6éfagos monocytogenes ?
produtos carneos e
avicolas  prontos
para 0 consumo.
Alimentos em
L geral,
Listex™P100 | Micreos Bacteri6fago P100 ' principalmente
monocytogenes .
queijos, pescado e
carnes.
Salmofresh™ | Intralytix Combl_rlagao de 6 Salrppnella Carnes, pesqados,
bacteri6éfagos entérica frutas e hortalicas.
Xanthomonas
campestris  pv.
Agriphage™ | Omnylytics | Um bacteriéfago vesicatoria e P. Plantas 98 tomate
: e pimentao
syringae pv.
Tomato
Combinagao de 2 Salmonella Alimentos em
Salmonelex™ | Micreos bacteri6fagos L
entéerica geral.

(Fola e S16)

Fonte: JORQUERA et al. 2015.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia de
Patégenos de Origem Alimentar e Hidrica (LAMPOAH), do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), em

Vicosa - Minas Gerais.

O micro-organismo hospedeiro utilizado para o isolamento e propagacao
de bacteriéfagos e na contaminacéo de pedacos de carne suina in natura foi Y.
enterocolitica subespécie enterocolitica INCQS 00098 (ATCC 9610), biétipo 1B,
sorotipo O:8, isolada de abscesso facial humano, fornecida pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz
(INCQS-FIOCRUZ). Um estoque da cultura foi produzido em caldo triptona de
soja (TSB Difco™) contendo 20 % (v/v) de glicerol (Vetec®) como crioprotetor e

mantido em congelamento a -20 °C.

4.1 Obtencao e propagacdo dos bacteriéfagos
4.1.1 Coletade amostras

Para o isolamento dos bacteriéfagos, foram coletadas 5 amostras de
aguas residuarias provenientes de producdes animais do Departamento de
Zootecnia (DZ0O) da UFV, 5 amostras de 4guas de lagoas da UFV e 8 amostras
de mistura de fezes de aves caipiras (frangos, galinhas, papagaios, perus,
pavbes e patos) de uma propriedade do Municipio de Vicosa, Minas Gerais,
totalizando 18 amostras. As amostras foram armazenadas em sacolas plasticas

esterilizadas e transportadas ao LAMPOAH.

O isolamento dos bacteriéfagos, foi feito segundo metodologia adaptada
de Carvalho et al. (2010). Pesou-se 1 g ou mL da amostra e adicionou-se a 5
mL de TSB (Difco™) suplementado com 50 pL de CaCl2 (1 mMol-L?) e 50 pL
de MgSO4 (10 mMol-L1) e 500 pL de Y. enterocolitica em fase logaritmica (108
UFC-mL1). Em seguida, as amostras foram incubadas em agitador (Shaker
Solab, SL 221) por 24 h a 30 °C com rotacédo de 100 rpm. Apds este tempo, as
amostras  foram tratadas com cloroformio  (Vetec®) 1:4  (viv
cloroférmio:amostra), homogeneizadas e mantidas por 15 min a temperatura

ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas (Sigma, 3K30, ROTOR
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12111H) a 8.600-g por 10 min a 4 °C e posteriormente filtradas em membrana
hidrofilica PVDF com poro de 0,22 um (Millex®).

Para avaliar a presenca de bacteriéfagos nas suspensdes obtidas, usou-
se a técnica de plagueamento em sobrecamada de agar. Um volume de 100 pL
do hospedeiro em fase logaritmica e 100 pL da suspensdo de bacteriéfagos
foram misturados com 5 mL de meio TSA semi-sélido (TSB adicionado de 0,7
% (m/v) de agar-agar—Difco™) fundido aproximadamente a 45 °C e vertidos em
Placa de Petri contendo agar base TSA (TSB adicionado de 1,2 % de agar-
agar-Difco™) sélido. As placas de Petri foram incubadas a 30 °C por 24 h para
a verificacdo da formacgao de placa de lise.

Para a purificacdo dos bacteriéfagos, placas de lise foram retiradas com
auxilio de pipeta Pasteur e adicionadas a 5 mL de TSB juntamente com 500 uL
do hospedeiro em fase logaritmica. Os tubos foram incubados a 30 °C por 24 h.
As suspensfes foram centrifugadas a 8.600-g por 10 min e filtradas em
membrana hidrofilica PVDF com poro de 0,22 um. Aliquotas de 100 pL do
filtrado foram misturados com 100 pL do hospedeiro e adicionados a 5 mL de
TSA 0,7 % semi-sélido usando a técnica de plagueamento em sobrecamada de
agar, repetindo o ciclo de incubacao, centrifugacao e filtracao trés vezes, para
garantir a pureza dos bacteriofagos isolados.

4.1.2 Propagacao dos bacteriofagos

Para propagacdo dos bacteriéfagos purificados, 1 mL do hospedeiro foi
misturado com 1 mL da suspensao do bacteriéfago e essa mistura foi deixada
por 10 min a 30 °C, a fim de permitir a adsorcéo do bacteriéfago a bactéria. Em
seguida, foi realizada a técnica de plagueamento em sobrecamada de agar e
as placas foram incubadas a 30 °C por 24 h. Apés esse periodo, as placas
foram examinadas para visualizacdo de placas de lise. Adicionou-se entédo, 3
mL de solu¢do tampéo SM [50 mM Tris-HCI [pH 7,5], (SIGMA®); 0,1 M NaCl
(Vetec®); 8 mM MgSOas (Alphatec) e 0,01 % gelatina (Difco™)] a placa e
incubou-se a 17 °C, sob agitagdo a 100 rpm em agitador por 24 h. O liquido foi
coletado, centrifugado a 8.600-g por 10 min a 4 °C e filtrado em membrana

hidrofilica PVDF com poro de 0,22 pm.
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4.1.3 Titulacdo e estoque dos bacteri6fagos

Para determinar a concentracdo dos bacteriéfagos em suspensdao, foram
feitas diluicbes seriadas com 900 uL de tampado SM e 100 uL do filtrado da
suspensdao de bacteriofagos. Em seguida, foi realizado o plagueamento
utilizando a técnica de plagueamento em sobrecamada de &gar, usando 100 pL
do hospedeiro e 100 pL do da suspensdo do bacteriéfago. Apds incubacéao,
determinou-se o titulo dos bacteriéfagos, mediante a contagem de placas de
lises entre 10 e 100, expressos em Unidades Formadoras de Placas por

mililitro (UFP-mL™1), de acordo com a equacéo 1:

Numero de placas de lise * fator de diluigio

UFP.mL?= (Equacéo 1)

Volume da aliquota (mL)

ApoOs a titulacdo, os bacteriofagos foram estocados em solugdo tampao

SM, embalados em tubos de vidro esterilizados, envolvidos em papel aluminio

e armazenados a 4 + 1 °C, sendo periodicamente reativos dos estoques para
utilizagdo em estudos posteriores.

4.2 AvaliacOes da especificidade de hospedeiro

Para avaliar a especificidade dos bacteriéfagos a diferentes micro-
organismos foram utilizadas culturas fornecidas pela FIOCRUZ: Yersinia
kristensenii INCQS 00560 (ATCC 33639), Listeria monocytogenes INCQS
00353 (ATCC 15313), Pseudomonas fluorescens INCQS 00077 (NCTC 10038),
Pseudomonas aeruginosa INCQS 00026 (ATCC 25619),
Salmonella Typhimurium INCQS 00150 (ATCC 14028),
Salmonella Entiritidis INCQS 00258 (ATCC 13076), Escherichia coli INCQS
00180 (CDCOl11llab), E. coli0157:H7 INCQS 00171 (ATCC 43895),
Staphylococcus aureus subsp. Aureus INCQS 00249 (ATCC 25904),
Campylobacter jejuni INCQS 00262 (IOC/ATCC 33560),
Campylobacter coli INCQS 00263 (ATCC 33559), e pelo LAMPOAH:
Campylobacter jejuni (B12013).

A atividade litica dos bacteriéfagos isolados foi avaliada usando a técnica
de microgota em superficie, conforme descrito por Hungaro et al., (2013). Um

volume de 500 pL da bactéria em fase logaritmica foi misturado com 5 mL de
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meio TSA semi-sélido, fundido aproximadamente a 45 °C e a mistura foi vertida
em Placa de Petri contendo agar base TSA sélido. Apos solidificacdo do meio,
pipetou-se 10 pL do bacteriéfago com titulo de 108 UFP-mL™* sobre a superficie
da placa contendo a bactérias. Apés secagem das microgotas, as placas foram
incubadas por 24 h, de acordo com a temperatura 6tima de crescimento de
cada micro-organismo. Indicou-se a especificidade do bacteri6fago para a
bactéria hospedeira mediante observacdo da formacdo de placas de lises.

Foram feitas trés repeticdes por cada micro-organismo alvo.

4.3 Analise morfoldgica dos bacteriéfagos

Previamente a andalise morfologica, foi realizada uma etapa de
concentracdo dos bacteri6fagos para aumentar a eficiéncia de visualizacao,
segundo a técnica descrito por Sambrook e Russell (2001), com modificacdes.
Em um tubo de policarbonato (50 mL) foi adicionada uma camada de 3 mL de
glicerol 40 %, sobre ela uma segunda camada de 4 mL de glicerol 5 % diluido
em tampdo SM; logo, foi adicionada uma terceira camada de 5 mL da
suspensdo de bacteriéfago com titulo 108 UFP-mL. Finalmente uma quarta
camada de 1 mL de tampao SM foi adicionada. Os tubos foram centrifugados a
19.500-g (BECKMAN J2-MC, Brea — CA, EUA, rotor JA-20) por 2 ha 20 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de tampéo
SM.

Uma aliquota de 10 pL da suspensdo de cada bacteriéfago concentrado
foi depositada em superficies de grids revestidos com Formvar carbono. Em
cada grid, foi colocada uma gota do contraste acetato de uranila a 2 % (m/v) e
depois do contato de 30 s com o bacteriéfago, o excesso foi retirado com papel
filtro. As grids contendo bacteriéfagos foram secos a temperatura ambiente por
24 h e posteriormente visualizadas em Microscoépio Eletrbnica de Transmisséo
(MET) (Zeiss, EM 109 - trifasico) no Nucleo de Microscopia e Microanalise
(NMM) da UFV.

4.4 Avaliacéo da estabilidade dos bacteriéfagos

Com o propésito de determinar a estabilidade dos bacteriéfagos em

diferentes condi¢des existentes na industria de carnes, eles foram submetidos
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a diferentes condi¢cdes de pH, temperaturas, exposicao a luz, sal, nitrato de
potdssio e sacarose. Apds exposicao, as solucbes eram diluidas e tituladas
para a determinacdo da concentracao residual dos bacteriéfagos. Foram feitas

trés repeticdes para cada experimento.

4.4.1 Viabilidade dos bacteriéfagos em pH da carne suina in natura

Foi utilizado neste experimento um pH de 5,8 devido ao fato de este ser o

pH final da carne apds processo de transformacdo musculo-carne.

O teste foi realizado conforme metodologia adaptada de Albino et al.
(2014). Uma aliquota de 100 pL de cada bacteriéfago foi suspendida em 900
uL tampéo SM acidificado com acido lactico (1 %) até pH 5,8. A viabilidade dos
bacteriéfagos foi avaliada a temperatura ambiente (25 = 2 °C) apoés 60, 120 e
180 min até completar 180 min. Apos cada intervalo de exposi¢do, as amostras
foram diluidas em tampéo SM e foi feita a contagem de bacteriéfagos mediante

o plagueamento pela técnica de plagueamento em sobrecamada de agar

4.4.2 Viabilidade dos bacteriofagos em diferentes temperaturas

A temperatura e o tempo utilizados neste ensaio foram baseados nas
recomendacdes preconizadas por USDA (2013), nas quais se indica que um
lombo suino, para ser considerado cozido, deve atingir a temperatura interna

de (62,8 °C) por um tempo de cozimento de (20 a 30) min por cada 500 g.

A avaliacdo da viabilidade dos bacteri6fagos foi feita expondo trés
diferentes tubos (um para cada intervalo de tempo) contendo 10 mL de
suspensao de bacteriéfago, em banho maria (Solab, SL 150/22), mantido a (63
+ 1 °C) e fazendo-se a contagem de bacteri6fagos, mediante o plagueamento
pela técnica de sobrecamada em agar. A cada 10 min até 30 min retirou-se um

tubo para o plaqueamento.

A viabilidade dos bacteri6fagos quando estocados em temperatura de
refrigeracdo (4 °C) foi avaliada por um periodo de 30 d. Esse tempo foi

determinado baseado em pré-testes.
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4.4.3 Viabilidade dos bacteriéfagos quando expostos a luz branca

Avaliou-se a viabilidade dos bacteriéfagos frente a exposicdo da luz
branca (Lampada tubular, Megaforth®, 6.400 k 40 w), expondo tubos de vidro
contendo 5 mL de solucdo com cada bacteri6fago em dois pontos distantes 60
e 120 cm de uma fonte de luz, durante 720 h (30 dias) de luz, a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C). ApGs esse periodo, foram feitas diluicbes seriadas das
amostras em tampdo SM e posteriores plagueamentos pela técnica de

plagueamento em sobrecamada de agar.

4.4.4 Viabilidade dos bacteriofagos em diferentes concentracdes de
cloreto de sodio

O teste de viabilidade de bacteri6fagos em NaCl foi baseado em valores
usados em formulag8es de diferentes produtos carneos (RANKEN, 2000).

Uma aliquota de 100 pL de solugdo contendo cada bacteriofago foi
suspendida em 900 pL tampé&o SM adicionada com cloreto de sédio (Vetec®) a
22 mg-mL? (2,2 %) e 27 mg-mL* (2,7 %). A viabilidade dos bacteri6fagos foi
avaliada em intervalos de 60 min até completar 180 min, a temperatura
ambiente (25 + 2 °C). ApGs cada intervalo, as amostras foram diluidas em
tampdo SM e foi feita a contagem de bacteriéfagos mediante o plaqueamento
pela técnica de plagueamento em sobrecamada de agar.

4.4.5 Viabilidade dos bacteriofagos em solucao de sacarose a 0,8 %

Avaliou-se a viabilidade dos bacteri6fagos em solucdo de sacarose,
baseados nas concentracdes de acucar de 0,5 a 1 % (LAWRIE, 2005; FAO,
2014). Para isto, 100 L da suspenséao de cada bacteriofago foi suspendida em
900 pL de uma solucdo tampao SM adicionado com sacarose (ISOFAR®) a 8
mg-mL* (0,8 %). Foi determinado o titulo dos bacteri6fagos em intervalos de
60 min até completar 180 mi, a temperatura ambiente (25 = 2 °C).

4.4.6 Viabilidade dos bacteriéfagos em diferentes valores de nitrato

de potassio

Segundo a legislacdo brasileira, o limite maximo para uso do conservante
nitrato de potassio em produtos carneos € de 300 ppm (BRASIL, 1998), sendo
que em alguns paises recomendam sua diminuicdo de 300 para 150 ppm
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(EFSA, 2003; FDA, 2014). Com base nessas informacdes, experimentou-se a

viabilidade dos bacteriéfagos nas concentracfes de 150 e 300 ppm.

Adicionou-se uma aliquota de 100 pyL de cada bacteriéfago em 900 pL
tampdo SM em duas diferentes concentracdes de nitrato de potassio
(Reagen®): 0,15 mg-mL* (150 partes por milhdo, ppm) e 0,3 mg-mL? (300
ppm). As suspensfes foram avaliadas em intervalos de 60 min até completar
180 min, a temperatura ambiente (25 + 2 °C). Apds cada intervalo de
exposi¢cdo, as amostras foram diluidas em tampé&o SM e foi feita a contagem de
bacteriéfagos mediante o plaqueamento pela técnica de sobrecamada em agar.

4.5 Determinacao de parametros cinéticos de um bacteriéfago

Dentro dos bacteriéfagos isolados, um foi selecionado para a
determinacdo dos parametros cinéticos, mediante a realizacdo da cinética de
adsorcdo e a curva de crescimento em um sO passo ou One-step growth,

baseadas na metodologia de Popova et al. (2012), com modificacdes.

4.5.1 Determinacao da cinética de adsorcéo do bacteridfago

Para determinar a cinética de adsor¢cdo, primeiro usou-se o cultivo de Y.
enterocolitica, em fase exponencial de crescimento, com uma concentracéo
suficiente para atingir a absorbéncia de 0,46 no comprimento de onda DOsoo,
ou seja, 108 UFC-mLt. Em seguida, uma aliquota de 100 pL da bactéria foi
diluida em 900 pL de tampéo fosfato salino (PBS) (NaCl (Vetec®) 7,65 g-L%,
Na2HPO4 anidro (NEON) 0,724 g-Lt, KH2PO4 (Vetec ®) 0,210 g-L %, [pH 7,4]),
até 10’ UFC-mL™1,

Adicionou-se a suspenséo da bactéria (10’ UFC-mLt) 1 mL da suspenséo
do bacteriéfago (10* UFC-mL?), caracterizando uma multiplicidade de infeccédo
(MOI) de 0,001. A mistura foi mantida em contato por 1, 2, 3,4, 5e 10 min a 30
°C. Apos cada intervalo, aliquota de 100 pL foi transferida para um microtubo
contendo 850 pL de tamp&o SM adicionado de 50 pL de cloroférmio (diluicéo
101). Imediatamente, a suspenséo foi centrifugada a 8.600-g por 10 min a 4 °C
e recuperou-se o0 sobrenadante para fazer diluicbes seriadas em tampao SM e
determinar o titulo dos bacteriéfagos nao adsorvidos (livres), usando a técnica

de sobrecama em agar.
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Construiu-se o grafico de porcentagem (%) de bacteri6fagos livres em
funcdo do tempo de adsorcéo (min) para cada intervalo de tempo, utilizando a
equacéo 2:

Tf%100

% bacteriofagos livres= (Equacgéo 2);
onde: Tf é final do bacteriéfago (UFP-mL™), por cada intervalo de tempo; Ti, 0

titulo inicial do bacteriéfago em contato com a bactéria.

A constante de adsorcédo foi calculada a partir da equacao de regressao
linear da relagdo entre o Ln de UFP-mL1de bacteri6fagos livres em fungéo do
tempo e expressa em mL-mint. A constante de adsorc¢édo é igual ao oposto da

inclinacdo resultante (slope) dividida pela concentracao de bactérias (N).

4.5.2 Determinacao da curva de One-step growth do bacteriéfago

Usou-se o0 cultivo de Y. enterocolitica, em fase exponencial de
crescimento, com uma concentracao suficiente para atingir a absorbancia de

0,46 no comprimento de onda DOsoo, ou seja, 108 UFC-mL.

Em microtubo, foi adicionado 1 mL de Y. enterocolitica (108 UFC-mL?) e
centrifugou-se a 13.000-g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi suspendido e homogeneizado em 500 pL de TSB
complementado com 500 pL do bacteriéfago (10 UFP-mL%, MOI 0,01). Apds
um intervalo de 4 min a 30 °C, a mistura foi centrifugada a 13.000-g por 1 min a
4 °C. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e realizou-se diluicbes seriadas
em tampdo SM para determinar o numero de bacteri6fagos ndo adsorvidos
usando a técnica de plagueamento de sobrecama em agar. Simultaneamente,
o precipitado foi ressuspendido em 5 mL de TSB e deixado a 30 °C sob
agitacao (100 rpm). A partir do tempo O e em intervalos de 5 min até completar
90 min, foram retiradas aliquotas de 100 pL e feitas diluicbes seriadas em
tampdo SM, para fazer a titulacdo dos bacteriofagos usando a técnica de

sobrecama em &gar.

Construiu-se o grafico da curva de crescimento One-step growth, a partir

das unidades formadoras de placa liberadas por célula infectada (UFP/célula
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infectada) produzidas em cada intervalo de tempo (0 a 90 min), conforme
descrito nas as equacoes 4 e 5.

Ti-Tf
Vol (mL)

Bacteridfagos adsorvidos= (Equagao 4);

onde: Ti, é o titulo inicial do bacteriéfago (UFP-mL), colocado em contato com
a bactéria. Tf, é o titulo dos bacteriéfagos nédo adsorvidos (UFP-mL?) e o Vol

(mL), é o volume da ressuspenséao de bactérias infectadas (5 mL).

(n° de bacteri6fagos livres)— (n° de bacteriéfagos livres no Tempo "0")

UFP/Célula infectada =

n° de bacteriéfagos adsorvidos

(Equacéo 5)

O periodo de laténcia e o burst size foram definidos a partir do grafico da
curva de crescimento One-step growth do bacteriéfago.

4.6 Acdo do coquetel de bacteriofagos no biocontrole para Y.
enterocolitica em carne suina

Na avaliacdo dos bacteriéfagos no biocontrole de Y. enterocolitica, foi
utilizado um coquetel contendo os bacterofagos isolados, em quantidades
equimolares para cada tratamento. A carne utilizada foi o lombo suino
(Longissimus dorsi), adquirida do estabelecimento comercial denominado
“Funarbinha”, da UFV.

A fim de garantir que a contaminacdo do alimento seja apenas por Y.
enterocolitica, a descontaminacdo da carne foi feita segundo a metodologia
adaptada de Silva et al. (2016). Pecas de lombo suino (Longissimus dorsi)
foram primeiramente expostas a radiacdo ultravioleta por 30 min para a
descontaminacao das superficies. Apds 15 min iniciais, as pecas foram viradas
para que a incidéncia de radiacdo fosse uniforme. Em seguida, as superficies
foram cortadas com ajuda de um bisturi estéril e descartadas, utilizando para o

experimento a carne com a superficie descontaminada (Figura 3).
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Figura 3. Descontaminacdo do lombo suino (Longissimus dorsi). a. Exposicao a radiacdo UV.
b. corte da superficie.

Foram coletados pedacos de carne antes da realizacdo dos

procedimentos experimentais, para avaliar o processo de descontaminacao.

4.6.1 Procedimentos experimentais

Pedacos de carne de 10 g com dimensdes aproximadas de 5 cm de
comprimento, 3 cm de largura e 1 cm de profundidade (Figura 4a) foram
cortadas e distribuidas em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
composto por quatro tratamentos, com trés repeticées por tratamento, segundo
Tabela 1.

Figura 4. Corte e aplicacdo dos tratamentos nas amostras. a. Corte dos pedacos de lombo
suino com ajuda de um vazador de ac¢o inox. b. aplicacdo dos tratamentos.
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Tabela 1. Tratamentos aplicados no lombo suino (Longissimus dorsi).

Y. enterocolitica Bacteriéfagos
Tratamento MOI
(UFC-g™?) (UFP-g?)
T1(C-) Sem indculo Semin6éculo = -
T2 (C+) 10° Seminéculo -
T3 10° 108 1000
T4 10° 1010 100000

(C+) controle negativo, (C-) controle positivo.

As amostras foram inoculadas de forma homogénea com 1 mL de
suspensdo bacteriana (10° UFC-mL') e mantidos por 20 min em local
asseptico, garantindo a difusdo bacteriana por toda superficie. Para os ensaios
de biocontrole, as amostras do tratamento 3 (T3) e tratamento 4 (T4) foram
inoculadas também com 1 mL da suspensdo do coquetel contendo os
bacteriéfagos distribuido pelas faces da carne, procurando homogeneizar sua
distribuicdo, e logo foram mantidas por 20 min em local asséptico (Figura 4b).
Retirou-se uma amostra de cada tratamento para controle microbiolégico

(contagem inicial) da bactéria e do coquetel de bacteri6fagos.

Depois de feitas as inoculacbes dos tratamentos, as amostras foram
embaladas em sacos plasticos esterilizados e armazenados por 10 d, nas
temperaturas de 4 °C e 15 °C. As andlises microbiolégicas foram feitas nos
tempos 2,5, 7e 10 d.

4.6.2 Contagem de bacteriéfagos

Foram coletadas amostras dos tratamentos 3 e 4 para contagem inicial de
bacteriéfagos. Para analise microbiolégica, 10 g da amostra foram
homogeneizadas com 90 mL de tampao SM durante 6 min. Retirou-se uma
aliquota de 1 mL para centrifugacdo a 8.600-g por 10 min a 4 °C e
posteriormente filtrou-se em membrana hidrofilica PVDF com poro de 0,22 um.
A partir da diluicdo 102, foram feitas diluicdes seriadas com 900 uL de tampao
SM e 100 pL do filtrado. Fez-se o plagueamento usando a técnica de

plagueamento em sobrecamada de agar. As placas foram incubadas a 30 °C
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por 24 h. Apdés o periodo foi determinado o titulo dos bacteri6fagos nos

tratamentos.

4.6.3 Contagem de Y. enterocolitica

A metodologia utilizada para contagem de Y. enterocolitica foi a
espalhamento em superficie. Em homogeneizador, 10 g de carne com 90 mL
tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4) foram homogeneizadas por 6 min e feitas
diluicbes decimais da amostra. Posteriormente, foram feitos plaqueamentos em
duplicata, utilizando uma aliquota de 100 pL da diluicdo espalhada em Placa de
Petri contendo agar MacConkey (HIMEDIA®). As placas foram incubadas a 30
°C por 24 h. Apés esse periodo, procedeu-se a contagem das colénias (1-2 mm
de diametro, planas, incolores, ou levemente rosadas). O resultado foi
expresso em UFC-g? e convertido em escala logaritmica (logio UFC-g?!) para

as analises estatisticas.

4.7 Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados utilizando o software R, versado 3.3.1,

pacote de dados ExpDes, (The R Fundation, Vienna, Austria).

As comparacdes das medias dos tratamentos feitos na avaliagdo da
estabilidade dos bacteriéfagos, foram avaliadas pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5 % (p < 0,05).

As comparacfes das medias dos tratamentos feitos no biocontrole dos
bacteriéfagos em carne suina, foram avaliadas pelo teste de Duncan ao nivel
de significancia de 5 % (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento e propagacao de bacteriéfagos

Das 18 amostras analisadas, seis (33,3 %) apresentaram bacteriéfagos
especificos para Y. enterocolitica (ATCC® 9610™), sendo todas de origem de
fezes de aves. O resultado € relativamente alto se comparado com o0s
resultados obtidos por Salem et al. (2014), que encontraram bacteriéfagos para
Y. enterocolitica em apenas 11,35 % de 793 amostras de fezes de suinos

coletadas na Finlandia.

Das oito amostras de fezes de aves, 75 % foram positivas na presenca de
bacteriofagos para a bactéria, determinada mediante a visualizacdo de
formacao de placa de lise sobre a superficie de placas de agar TSA contendo o
hospedeiro Y. enterocolitica ATCC® 9610™ (Figura 5). Observou-se que as
placas de lises eram pequenas, translicidas e com auséncia de colbnias
isoladas no seu interior, com forma circular e bordas regulares, sem formacéo

de halo.

Figura 5. Placas de lises dos bacteriéfagos isolados, formadas mediante a técnica de
plagueamento em sobrecamada de agar.

Na propagacdo dos seis bacteri6fagos observou-se em varias ocasides
que em trés deles havia formacao de colbnias bacterianas sobre o agar. Tais
bacteriéfagos foram descartados, pois poderiam ser lisogénicos ou gerar
resisténcia pelo hospedeiro.

Durante a pesquisa foi necessério fazer propagac¢fes sucessivas de cada
bacteri6fago isolado a fim de alcancar o titulo de 10?2 UFP.mL (Tabela 2).
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Tabela 2. Titulo dos bacteri6fagos isolados, apds as propagacoes.

Bacteri6fago Titulagdo (UFP-mL™?)
BFYel 4,8 x 10*?
BFYe2 2,3 x10%
BFYe6 7,6 x 101

5.2 Avaliacédo de especificidade dos bacteriéfagos selecionados

Nenhuma lise foi observada quando se avaliou o comportamento litico
dos bacteriofagos frente aos micro-organismos avaliados, mostrando
especificidade para a estirpe Y. enterocolitica testada. Resultados semelhantes
foram encontradas por Kasatiya e Ackermann (1986), que demostraram a alta

especificidade dos bacteriéfagos para Yersinia.

Uma alta especificidade dos bacteriéfagos para Yersinia foi demostrada
pelo estudo de Popp et al. (2000), na qual avaliaram oito bacteriéfagos frente a
132 cepas de género Yersinia. Nenhum dos bacteriéfagos infectou mais de
uma espécie do género Yersinia e alguns bacteriéfagos foram soro especificas.
Os autores relatam que a especificidade entre a mesma espécie pode ser
devido a variedade dos antigenos O da superficie bacteriana, que podem servir
como receptores para os bacteriéfagos. Hertwig et al. (1999), também
relataram que os bacteriéfagos possivelmente podem usar os antigenos O da
superficie da membrana celular de Y. enterocolitica como receptores. Eles
avaliaram a atividade litica de 14 bacteriofagos (isolados a partir de Y.
enterocolitica O: 3 e O: 5,27) em 62 outras cepas do género Yersinia
patogénicas e ndo patogénicas. Destes, apenas 11 bacteri6fagos ndo foram
ativos para Y. enterocolitica ndo patogénica, do biogrupo 1A, isso talvez por

nao ter o mesmo antigeno O da Y. enterocolitica da qual foram isolados.

Resultados encontrados por Pajunem et al. (2000) demostraram que a
especificidade do bacteriofago ¢@YeO3-12 para Yersinia se deve as
caracteristicas do antigeno da bactéria. Inicialmente, a bactéria hospedeira

deste bacteriofago foi Y. enterocolitica O:3 e seu antigeno O é um
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homopolimero de 6-deoxi-L-altropiranose. Ao testar a especificidade com
aproximadamente 300 estirpes do género Yersinia, 0os resultados mostraram
que o bacteriéfago @YeO3-12 era especifico em Y. enterocolitica O:1, O:2 e
0O:3; ou seja, os sorotipos com antigeno O que conttm o 6-deoxi-L-
altropiranose, sendo também sensiveis Yersinia frederiksenii sorotipo O: 3 e

Yersinia mollaretii sorotipo O: 3.

Leon-Velarde et al. (2016) descreveram que os bacteriéfagos estudados
empregavam o0s LPS e as proteinas da membrana externa da porina OmpF
(proteinas que permitem a difusdo passiva de pequenas moléculas através da
membrana externa da bactéria) como receptores para a unido com a bactéria,
caracteristicas determinadas como fator limitante na especificidade dos

bacteriéfagos para Y. enterocolitica.

5.3 Analise da morfologia dos bacteriéfagos

Foi observada a morfologia dos bacteriéfagos selecionados por meio de
MET. Os bacteridfagos isolados possuem capsideo de simetria icosaédrica
com contorno hexagonal, pesco¢co e cauda longa, contratil, com

estrias transversais (Figura 6).

o —
Figura 6. Fotomicrografias eletrbnicas dos bacteriéfagos para Y. enterocolitica. As linhas
determinam os pontos das medidas em nm.

Segundo as caracteristicas visualizadas, os bacteriofagos podem ser
classificados como pertencente a ordem Caudovirales e familia Myoviridae.

Dentro das caracteristicas da familia Myoviridae, existem morfotipos Al
(com C/L< de 1,2), A2 (1,2 - 1,4) e A3 (2,4), que sdo determinados baseados
na relagdo do comprimento/largura dos bacteriéfagos. O bacteriofago BFYel
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foi classificado no morfotipo A1l e os bacteriofagos BFYe2 e BFYe6 foram
classificados no morfotipo A2 (Tabela 3).

Tabela 3. Medidas das estruturas dos bacteriéfagos (nm).

Pescoco
Cabeca (nm) Cauda (nhm) o
Bacteriofagos T
elacao

C L cIL C L @
BFYel 43,50 39,92 1,1 120,52 14,32 7,43
BFYe2 106,70 92,37 1,2 198,28 17,44 9,76
BFYe6 89,80 76,94 1,2 192,87 13,73 11,13

C: comprimento, L: largura.

Estudos realizados por Hertwig et al. (1999) e Kasatiya e Ackermann
(1986), também encontraram isolados de bacteriéfagos de aguas residuarias,
pertencentes a familia Myoviridae, classificados nos morfotipos A1 e A2. Na
literatura pesquisada, ndo foram encontrados estudos com classificacdo no

morfotipo A3, para bacteriéfagos de Yersinia.

Dentro da ordem Caudovirales, além da classificacdo dos bacteriéfagos
em familias, existem outros niveis taxonémicos tais como subfamilias, géneros
e espécies (ICTV, 2015). A familia Myoviridae é composta de 3 subfamilias e
29 géneros que ndo estdo classificados em subfamilias. Até hoje, 5 espécies
de bacteridfagos para o género Yersinia estdo classificados no ICTV, todos
eles dentro da familia Myoviridae. Apenas dois bacteri6fagos Yersinia virus
R1RT e Yersinia virus TG1 para Y. enterocolitica foram caracterizados (Leon-
velarde et al. 2016) e classificados pelo ICTV dentro da familia Myoviridae e no

género Tgl.

Assim, estudos complementares como andlise de sequencia, séo
necessarios para categorizar mais amplamente o0s bacteriéfagos desta

pesquisa.
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5.4 Viabilidade dos bacteriofagos

5.4.1 Viabilidade dos bacteriofagos em pH da carne suina.

O bacteriéfago que apresentou maior sensibilidade ao pH testado foi o
BFYel, com reducao de 1,48 ciclos logaritmicos, seguido por BFYe2. A maior
reducdo da viabilidade destes bacteriéfagos se deu nos primeiros 60 min de
exposicdo, e nado houve diferencas significativas na concentragcdo dos

bacteriofagos apos este periodo. (Tabela 4).

Tabela 4. Estabilidade dos bacteri6fagos apos exposi¢cédo a pH 5,8 por 180 min.

Médias logio PFU-mL?

Bacteriéfago Tempo (min)

0 60 R1 120 180 RT
BFYel 8,72°+0,15 7,38°+0,26 1,34 7,31"+0,30 7,24°+0,32 1,48
BFYe2 8,672+0,11 7,73"+0,23 094 7,66°+0,22 7,27°+0,23 1,40
BFYeb6 8,08°+0,09 7,99°+0,06 0,09 7,87*+0,03 7,37°+0,27 0,71

Valores médios de logio PFU-mL! seguidos pelo desvio padrdo (+). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %. R1, reducéo ciclos logaritmicos entre o tempo 0 e 60 min; RT, reducao final de ciclos
logaritmicos desde o tempo 0 até o 180 min.

O pH da carne in natura afetou a viabilidade dos bacteri6fagos nas
condicbes avaliadas (protegidos da luz e estocados em tampao SM), mas isso
nao limita seu uso. Todavia estudos conduzidos por JUN et al. (2013) e Albino
(2014), avaliaram bacteriofagos para Shigella e Salmonella quando expostos
em condicdes de pH 2, 3 e 4, mostrando perda da viabilidade dos bacteriéfagos
em pH baixos. Esses resultados podem ser similares para os bacteriéfagos de

Y. enterocolitica, provavelmente, dada a caracteristica proteica do capsideo.

5.4.2 Viabilidade dos bacteriéfagos em diferentes temperaturas

A viabilidade dos bacteri6fagos foi avaliada quando estocados a
temperatura de refrigeracao por 30 d e na temperatura de cozimento da carne
por 30 min. O bacteriéfago que apresentou maior estabilidade quando estocado
a 4 °C foi o BFYe6, seguido por BFYel 0,47 e BFYe2 (Tabela 5).
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Tabela 5. Estabilidade dos bacteriéfagos apés estocagem a 4 °C por 30 dias.

Médias logio PFU-mL™*

Bacteriéfago T d Redugdo
g Sl 91 (e (Ciclos log)
0 30
BFYel 8,722+ 0,15 8,25 + 0,35 0,47
BFYe2 8,692+ 0,11 8,17°+ 0,12 0,52
BFYe6 8,082 + 0,09 7,73+ 0,10 0,35

Valores médios de logio PFU-mL"! seguidos pelo desvio padrédo (z). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre linhas n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significAncia
de 5 %.

A diminuicdo da viabilidade dos bacteri6fagos nessa temperatura
provavelmente tenha ocorrido devido a alteracdes nas estruturas morfolégicas
das unidades virais. Thorne e Holt (1974), observaram que um bacteriéfago
para Bacillus diminuia sua atividade litica apés 144 h de armazenamento em
condi¢Bes de refrigeracdo. Eles avaliaram por MET as estruturas morfolégicas
das particulas virais antes e depois do periodo de estocagem e observaram
que antes da estocagem, as caudas estavam relaxadas e apds o
armazenamento, os virus tinham as caudas contraidas. Essa caracteristica,
juntamente com a perda de infectividade do bacteriéfago, aumentava a medida

gue se prolongava o periodo de estocagem.

Normalmente, a cauda do bacteri6fago se mantém relaxada antes da
adsorcdo com o hospedeiro e contraida no momento da interacdo com a
parede celular. Alguns autores sugerem que isso se deve ao fato de que o
bacteri6fago pode apresentar em sua estrutura proteinas de composicdo
similar a actimiosina, que € responsavel pela contracdo muscular (KOZLOFF e
LUTE, 1959; ARISAKA, F. e KANAMARU, 2013). Uma possivel justificativa
para a contracdo da cauda do bacteriofago em condicbes de refrigeragcéo seria
a presenca de proteinas semelhantes a actimiosina que, em baixas
temperaturas, se contraem, realizando uma possivel injecdo do material
genético no meio, 0 que poderia explicar a perda de viabilidade do
bacteriéfago. Sendo assim, mais estudos relacionados a protedmica de

bacteriéfagos devem ser realizados a fim de se comprovar esses mecanismos.
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Na temperatura de cozimento (63 °C) foi possivel determinar a viabilidade
dos trés bacteriéfagos até 10 min. A partir 20 min ndo foram observadas placa
de lises, (Tabela 6).

Tabela 6. Estabilidade dos bacteriéfagos apos exposi¢cédo a 63 °C por 10 min.

Médias log 10 PFU-mL?

Bacteriofago i KRl
g Tempo (min) (Ciclos log)
0 10
BFYel 8,722+ 0,15 1,83+ 0,07 6,89
BFYe2 8,692+ 0,11 1,62°+0,11 7,07
BFYe6 8,082 + 0,09 1,16° + 0,31 6,92

Valores médios de log 10 PFU-mL-! seguidos pelo desvio padrao (z). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %.

Resultados semelhantes foram encontrados por Tovkach et al. (2012).
Esses autores observaram a diminuicdo de 99,4 % na viabilidade do
bacteriéfago de nos primeiros 5 min a temperatura constante de 53 °C. Os
pesquisadores comprovaram por micrografias que o0s bacteriéfagos
apresentavam cabecas vazias, bem como foi observado que algumas cabecas

estavam totalmente destruidas.

O motivo da perda de viabilidade dos bacteriéfagos em altas temperaturas
pode ser devido a liberacdo do genoma viral causada por alguma lesdo dos
capsdmeros da capside ou rompimento da mesma, pois 0 aumento de energia
cinética das moléculas desestabiliza as interacdes intra e extramoleculares,
desorganizam o envoltério de proteinas, levando a desnaturacéo (DUDA et al.
2009; QIU, 2012; BAUER et al. 2015).

A temperatura foi um fator importante na inviabilidade dos bacteri6fagos
isolados, sendo totalmente inativados a 63 °C por um tempo inferior a 20
minutos de exposicdo. Isto pode ser um fator favoravel para o uso de
bacteriofagos no biocontrole de Y. entercolitica em carne suina in natura, pois
poderia reduzir a rejeicdo dos consumidores a adicdo dos virus no alimento.
Assim, a inativacdo dos bacteriéfagos pela temperatura de cozimento da carne

levaria a uma maior aceitacdo do consumidor no seu uso em alimentos.
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5.4.3 Viabilidade dos bacteri6fagos frente a exposicao da luz branca

Os bacteridfagos que apresentaram de maior a menor estabilidade na

distancia de 60 cm da luz branca foram o BFYe6 (Tabela 7).

Tabela 7. Estabilidade dos bacteriéfagos apds exposicao a luz branca por 30 d.

Médias logio PFU-mL?

Bacteriéfago Luz branca Reducéo
g (cm) Tempo (d) (Ciclos log)
0 30

60 8,722+ 0,15 5,90° + 0,23 2,82
BFYel

120 8,722 £ 0,15 8,04+ 0,17 0,68

60 8,692+ 0,11 5,83+ 0,09 2,86
BFYe2

120 8,692 +0,11 8,11° + 0,07 0,58

60 8,082 £ 0,09 7,0°+0,19 1,08
BFYeb6

120 8,082 £ 0,09 7,70° + 0,18 0,38

Valores médios de logio PFU-mL! seguidos pelo desvio padréo (). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %.

A sensibilidade dos bacteriéfagos a luz branca foi estudada por Iriarte et
al. (2007), que testaram a influéncia da luz fluorescente sobre o bacteriéfago
@Xacm 2004-16, mostrando que a luz afetava a viabilidade do bacteri6fago,

dependendo ou nao de algum tipo de protecao.

Os resultados encontrados nessa pesquisa demonstraram que 0S
bacteriéfagos sdo sensiveis a luz branca e existe uma correlacéo significativa
entre a distancia da luz e a estabilidade dos bacteri6fagos. A concentracdo dos
bacteriéfagos diminuia a medida que estavam mais préximos da luz branca.
Assim, se o0s bacteri6fagos forem utilizados para o biocontrole de Y.
enterocolitica em carne in natura, quanto mais afastados da fonte de luz, maior

sera o periodo de eficiéncia.
5.4.4 Viabilidade dos bacteriofagos a sacarose e cloreto de sodio

Observou-se a viabilidade dos bacteriéfagos quando expostos a cloreto
de sodio nas concentracdes de 2,0 e 2,7 % (Tabela 8) e sacarose 0,8 %
(Tabela 9).
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Tabela 8. Estabilidade dos bacteriofagos apds exposicdo a solugdes salinas,

por 180 min.
o Médias logio PFU-mL™* Reducéo
Bacteriéfago a : (Ciclos
(%) Tempo (min) Iba)
0 60 120 180
2 872*+0,15 7,66°+0,15 7,61°+0,12 7,35°+0,21 1,37
BFYel
2.7 8,722+0,15 7,68°+0,19 7,38°+021 7,19°+0,16 1,93
2 8692+0,11 7,69°+0,14 7,64°+0,11 7,56°+0,15 1,13
BFYe2
27 869%+0,11 7,71’+0,05 7,67°+0,05 7,47°+0,11 122
2 8,08 +009 7,822+0,14 7,70°+0,25 7,71°+0,21 0,37
BFYe6
8,082+0,09 7,862+0,11 7,71®»+0,14 7,21°+0,24 0,87

Valores médios de logio PFU-mL! seguidos pelo desvio padréo (). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %.

Nos bacteriéfagos BFYel e BFYe2 houve maior reducdo nos primeiros 60
min de exposicdo as solucdes contendo NaCl. Apds esse periodo, ndo se
observou diferencas significativas. Na exposicdo ao cloreto de sédio a 2 % (0,8
M) e 2,7 % (1,1 M), o bacteri6fago BFYel apresentou maior reducdo da
viabilidade. O bacteriéfago que mostrou maior estabilidade de exposicdo ao
NacCl foi o BFYe6, quando expostos a 2 % e 2,7 % de NaCl.

Com relacdo a exposicdo a sacarose, 0 bacteri6fago que apresentou
maior estabilidade foi o BFYe6, seguido por BFYel e finalmente o BFYe2
(Tabela 9).

Tabela 9. Estabilidade dos bacteri6fagos apos exposicdo a solucao de
sacarose (0,8 %).

Bacteriofago Tempo (Min) (Ciclos
log)
0 60 120 180
BFYel 8,722 + 0,15 7,69°+0,16 7,48+ 0,23 7,38 +0,12 1,34
BFYe2 8,69+ 0,11 7,61°+ 0,16 7,18+ 0,36 7,08° + 0,34 1,61
BFYe6 8,082 + 0,09 7,78 +0,11 7,73*+0,12 7,62°+ 0,14 0,46

Valores médios de logio PFU-mL* seguidos pelo desvio padrédo (). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %.
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Whitman e Marshall (1971) estudaram a influéncia de sacarose (2 M) e
cloreto de sédio (4 M) na reducdo da viabilidade em dois bacteriéfagos para
Pseudomonas. Eles encontraram nestas concentracées perda de viabilidade

dos bacteriéfagos.

As quantidades de sal e acUcar utilizadas neste estudo apresentaram
reducdes significativas dos bacteriéfagos, mas néo limita seu uso. Portanto,
esses aditivos comumente empregados em produtos carneos, podem ser
adicionados juntamente com bacteriéfagos.

5.4.5 Viabilidade dos bacteri6fagos em diferentes valores de nitrato

de potassio

Observou-se a viabilidade dos bacteri6fagos em duas concentracfes de

nitrato de potassio durante 3 h de exposicéo (Tabela 10).

O bacteriéfago BFYel apresentou maior reducédo de ciclos logaritmicos,
para 150 e 300 ppm de KNOs. O bacteriéfago que mostrou maior estabilidade
guando exposto a KNO3 nas concentragdes de 150 e 300 ppm, foi o BFYe6.

Tabela 10. Estabilidade dos bacteri6fagos apds exposicdo das concentracdes
de nitrato de potéassio.

Médias logio PFU-mL?

Bacteriofago O : R(ec?éjlcézo
(ppm) Tempo (min) l0g)
0 60 120 180

150 8,722+0,15 7,18°+0,13 7,04°+0,18 6,84°+0,05 1,88

srYet 300 8,722+0,15 6,87°+0,18 6,70°+0,32 6,64°+0,16 2,08
S 150 8,692+0,11 7,48°+0,24 7,25°+0,16 7,14°+0,17 1,55
300 8,69*+0,11 7,08°+0,19 6,97°+0,11 6,75°+0,15 1,94

S 150 8,082+0,09 7,71°+0,15 7,56 +0,05 7,33°+0,01 0,75
300 8,082+0,09 7,24*+0,16 7,12°+0,20 7,03"+0,08 1,05

Valores médios de log 10 PFU-mL! seguidos pelo desvio padrdo (z). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre linhas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %.

O nitrato de potassio nestas concentracbes causou uma significativa
reducdo na concentracdo dos bacteriofagos. Se os bacteriofagos séo usados

em produtos carneos onde é adicionado o nitrato de potassio, este composto
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poderia ser um fator importante na diminui¢cdo da viabilidade dos bacteri6fagos,
sendo mais evidente a reducdo quando se emprega a maior concentragao do

composto.

As reducdes da viabilidade dos bacteriofagos nos diferentes testes de
estabilidade, ndo seriam um fator limitante no seu uso na industria de
alimentos, pois esse efeito pode ser revertido com adicdo de maiores

concentracdes de bacteriofagos no alimento, para compensar as perdas.

5.5 Determinacdo de parametros cinéticos do bacteriofago BFYe6

Foi estudado o ciclo de infecdo do bacteriofago BFYe6 sobre Y.
enterocolitica (ATCC 9610), a partir da curva de cinética de adsorcdo e curva

de crescimento em um passo ou One-step growth (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo grafica dos parametros cinéticos do bacteriéfago BFYe6 a 30 °C,
sobre Y. enterocolitica (ATCC 9610). a. Curva de cinética de adsorcao. b. Curva de
One-step growth, com indicacdo de estimativa de burst size (BS) e periodo de
laténcia (L).
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No primeiro minuto de contato entre o bacteriéfago e a bactéria 0 94,5 %
dos bacteriéfagos livres adsorveram, enquanto que no 10° minuto 0 99,9 % dos
bacteriéfagos estavam adsorvidos (Figura 7a). Segundo os resultados, a
constante de adsorcao (k) do bacteri6fago BFYe6 a Y. enterocolitica foi de
2,972:10° mL-mint. Valores de constante de adsorcdo para bacteriéfagos
normalmente variam de 10®- 10°° mL-mint (HYMAN e ABEDON, 2009).

Foi determinado o periodo de laténcia e o bust size, a partir da curva one-
step growth, (Figura 7b). O periodo de laténcia do bacteriéfago BFYe6 foi de 55
min, seguido pelo periodo do aumento da concentracdo de particulas de
bacteri6fagos no meio extracelular, até chegar numa constancia de
concentracdo dos bacteriéfagos. A média do tamanho da explosdo ou burts

size foi de 10 a 11 UFP por célula infectada.

Em estudos realizados com bacteriéfagos para Y. enterocolitica, Kiljunen
et al. (2005), trabalharam com o bacteriéfago ®R1-37, da familia Myioviridae e
a estirpe YeO3-R, encontraram que o periodo de laténcia foi de 50 min. No
entanto, os autores encontraram um burst size de aproximadamente 80 UFP
por célula infectada, sendo um valor dez vezes maior ao comparado com 0
burst size do bacteriéfago BFYe6. Em um estudo conduzido por Pajunem et al.
(2000) com a bactéria 6471/76 (YeO3) e o bacteri6fago ®Ye03-12 da familia
Podoviridae, foi encontrado um burst size de 100 a 140 UFP por célula
infectada, com o periodo de laténcia de 25 min. Na realizacdo da curva One-
step growth, os autores deixaram adsorverem os bacteri6fagos na bactéria em
um periodo de 5 min, utilizando MOI de 0,0005.

Resultados similares no burst size de bacteriéfagos pertencentes a familia
Myioviridae foram encontrados por Garbe et al. (2010), os quais trabalharam
com o bacteri6fago JG004, para P. aeruginosa. Os autores encontraram
resultados de 13 UFP por célula infectada com um periodo de laténcia de 40
min. Carvalho et al. (2010), relataram que o bacteriéfago phiCcolBB37 para

Campylobacter apresenta um burt size de 9 UFP por célula infectada.

A atividade dos bacteriofagos nas bactérias hospedeiras depende tanto

do virus, como do estado fisiologico e fun¢bes celulares do micro-organismo
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hospedeiro (YOU et al. 2002). A quantidade de bacteriéfagos liberados no bust
size pode ser influenciada pelo tamanho do micro-organismo hospedeiro,
podendo ser menor a liberacdo da progénie em bactérias de menor tamanho
(WEINBAUER e PEDUZZI, 1994; YOU et al. 2002).

Storms et al. (2014), pesquisaram a Influéncia do crescimento das
bactérias hospedeiras no bacteri6fago T4 e concluiram que organelas
intracelulares devem estar disponiveis em quantidades maiores para formacéo
das particulas virais no hospedeiro e assim poder aumentar a produtividade
dos bacteriéfagos.

5.6 Avaliacdo do coquetel contendo os bacteriofagos no biocontrole
para Y. enterocolitica em carne suina

Uma quantidade inicial de Y. enterocolitica de 4,48 logio UFC-g*! foi
inoculada em cada pedaco de carne suina, assim como um coquetel contendo
os bacteriéfagos BFYel, BFYe2 e BFYe6 em quantidades equimolares de 7,40
logio UFC-g* para o tratamento 3 (T3) e 9,72 logio UFC-g* para o tratamento 4
(T4).

5.6.1 Avaliacdo do biocontrole de bacteriéfagos a 4 °C

A carne inoculada com Y. enterocolitica, apds 10 dias de estocagem a 4

°C, alcancou contagens de 8,08 logio UFC-g* dessa bactéria (Tabela 11).

A adicao de coquetel de bacteriéfagos nos MOls 1000 (T3) e 100000 (T4)
a 4 °C inicialmente (até o dia 2) reduziu o niumero de Y. enterocolitica em 0,60
e 0,81 ciclos logaritmicos nos T3 e T4, respectivamente. No T3, apesar de ter
ocorrido crescimento bacteriano contendo o coquetel de bacteri6fagos, houve
uma reducdo significativa da contagem do micro-organismo, nos tempos 5, 7 e
10 d. O T4 somente até o dia 10 foi capaz de controlar o crescimento da

bactéria de forma estatisticamente significativa.

Em relagcdo ao T3, houve diminuigao nos valores de 1,18, 0,76 e 0,94
ciclos logaritmicos nos dias 5, 7 e 10, respectivamente. No T4, houve
diminuicdo de 0,83 ciclos logaritmicos no dia 10. Assim, a partir do dia 5 de

estocagem da carne, o tratamento contendo bacteri6fagos em menor
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concentracdo (T3) controlou mais a populacdo de Y. enterocolitica do que o

tratamento contendo maior quantidade desses agentes (T4).

Tabela 11. Contagem de Y. enterocolitica (ATCC 9610) em carne suina in

natura, apos estocagem a 4 °C por até 10 dias.

Médias logi CFU-g*

MOI Tempo (dias)
0 2 5 7 10

Controle (T2) 4,46°+0,08 4,61°+0,19 5,90°+0.26 6,97°+0,06 8,082+ 0,39
1000 (T3) 4,47°+0,03 3,87°+0,23 4,72°+0.20 6,21°+0,21 7,14*+0,21

100000 (T4) 4,512+0,06 3,70’+0,13 5,332+0.17 6,59% +0,14 7,25+ 0,23

Valores médios de logio CFU-g?* seguidos pelo desvio padrao (). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan ao nivel de
significancia de 5 %.

Orquera et al. (2012) também mostraram a capacidade litica de
bacteriéfagos no biocontrole de Y. enterocolitica em carne suina, estocada a 4
°C durante 7 dias, usando MOI de 10000. Os autores encontraram reducéo de
aproximadamente 2 ciclos logaritmicos ap6s 24 h de incubacao, mantendo uma
constante na reducédo de ciclos logaritmicos no transcorrer dos dias. Um dado
interessante do bacteriéfago usado pelos pesquisadores foi que o niumero de
particulas virais liberadas no burst size foi estimado em aproximadamente 120
bacteriéfagos (SCHWUDKE et al. 2008), um valor onze vezes maior que o do
bacteri6fago BFYe6. Provavelmente, esse fato influenciou na atividade
reduzida do bacteri6fago BFYe6 no coquetel, uma vez que o numero de

particulas viriais por célula infectada foi apenas de 10 a 11 UFP.

Estudos publicados por diversos autores relatam que o controle de
bactérias por bacteri6fagos é maior se sao utilizados maiores valores de MOls
(SUKUMARAN et al. 2015; ALBINO et al. 2014). Entretanto, nesta pesquisa foi
mostrado que a utilizacdo de MOIs mais altos nem sempre ir4 garantir maior
reducdo na contagem da bactéria. Este resultado pode ser fruto de um efeito
conhecido como Lysis from without, pelo qual a adsor¢cdo simultanea de um
alto nimero de bacteri6fagos na célula hospedeira supera o maximo de
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adsorcdo dos virus na bactéria e induz a lise precoce do micro-organismo
mediante a degradacdo da parede celular. O efeito gera morte celular sem
geracdo de bacteriéfagos (DELBRUCK, 1940; KUTTER e SULAKVELIDZE,
2005; ABEDON, 2011).

5.6.2 Avaliacéo do biocontrole a 15 °C

Na temperatura de 15 °C, até o dia 10 os bacteriéfagos foram capazes de
controlar significativamente o crescimento da bactéria (Tabela 12). O MOI nao
influenciou na efetividade da inibicdo. O controle na diminuicdo da bactéria no
T3 foi de até 0,76 ciclos logaritmicos e no T4 de 1,05 ciclos logaritmicos no dia
10.

Tabela 12. Contagem de Y. enterocolitica (ATCC 9610) em carne suina in

natura, apos estocagem a 15 °C por até 10 dias.

Médias logio CFU-g*

MOI Tempo (dias)

0 2 5 7 10

Controle (T2) 4,482+0,82 7,272+0,22 8,972+0,21 9,25*+0,33 9,23*+0,34
1000 (T3) 4,492+0,07 7,088+0,32 8,54°+0,22 8,74°+0,15 8,48°+0,11

100000 (T4) 4,48°+0,06 6,99°+0,35 8,51°+0,26 8,80°+0,18 8,19°+0,18

Valores médios de log 10 CFU-g! seguidos pelo desvio padréo (x). Os dados acompanhados
pela mesma letra entre colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan ao nivel de
significancia de 5 %.

A temperatura de incubacdo influencia no tempo de geracdo ou
duplicacdo de um micro-organismo (YOTIS e TEODORO, 1957). O tempo
médio de duplicacdo de Y. enterocolitica a 30 °C é de 34 min,a22°C éde 1h
e a7 °Cde5 h (FDA, 2012). A taxa de crescimento do patdégeno foi maior
guando incubado na temperatura de 15 °C, alcancando a fase estacionaria no
quinto dia; ja em tempo de 4 °C a taxa de crescimento foi menor, apenas

iniciando a fase estacionaria no décimo dia.

Considerando que foram necessarias realizar varias propagacdes para
aumentar a concentracao dos trés bacteriéfagos e que estes podem apresentar
caracteristicas cinéticas e morfoldgicas similares, propde-se que o burst size do
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BFYe6 € representativo para os outros bacteriéfagos; porém, a 15 °C o baixo
namero de bacteriéfagos liberados no burst size ndo foi suficiente para

controlar o crescimento acelerado da bactéria.
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6. CONCLUSOES

Estudos como a especificidade, estabilidade e parametros cinéticos sédo
essenciais para o biocontrole de micro-organismos por bacteriofagos na
industria de alimentos. Os bacteriéfagos isolados neste trabalho foram
especificos para a cepa de Y. enterocolitica testada e estaveis na maioria das
condicdes a que foram expostos, o que refor¢ca seu potencial uso na industria
de alimentos. O burst size do bacteriofago BFYe6 foi menor se comparado ao
de outros bacteriéfagos ja isolados para Yersinia, e isso teve uma relacao
direta com as repetidas propagacfes necessarias para obtencdo do titulo
desejado. Isto pode ser um fator limitante, mas néo decisivo para o uso desses
bacteriofagos em alimentos pois, apesar disso, eles apresentaram
caracteristicas favoraveis tais como infectividade, especificidade, estabilidade e
potencial de biocontrole de Y. enterocolitica sob as condi¢cdes nas quais o
alimento é estocado.
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