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RESUMO

CARVALHAIS, Jéssica Fernanded).Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2015Eficiéncia do bacteriéfago LisIGC no controle de Listeria
monocytogenes. Orientadora: Edimar Aparecida Filomeno  Fontes.
Coorientadores: Regina Célia Santos Mendonca e Maria Cristina Déanta#ti.

Bacteriofagos séo virus especificos de bactérias, os consideramssititectam

e promovem a lise celular e consequente morte da bactéria hospBante

disso o interesse da utilizacdo de fagos no controle especifico ctiridm
patogénicas durante as fases de pré e pos-processamento enammeare de
alimentos é crescente e muito pesquisado atualm@ntdjetivo deste trabalho

foi isolar bacteriofagos com especificidade em culturas de L. mmysnese

avaliar a eficiéncia de diferentes concentracbes dos mesmosnhole de
populacbes L. monocytogenes em meio de cultura, em leite e em q@®eijos.
bacteriofago foi isolado de intestinos de galinhas caipiras oriundasndaRur

de Vicosa-MG. Foram testadas concentracées de 1P e 10 UFP-mLt do
bacteriofago no controle de L. monocytogenes em concentragcdo de
10° UFC-mlt. Os testes realizados em meio de cultura e leite demonstraram a
eficiéncia do bacteriéfago reduzindo aproximadamente 4 ciclositiogaos da
populacdo de L. monocytogenes no periodo de 9 a 12 horas. Em ambos os testes o
tratamento mais eficiente foi quando utilizado a concentracit/BR- mL! de
bacteridfagos. No teste em queijo observou-se reducdo de 3,26 e 1, 07 ciclos
logaritmico na populacdo de L. monocytogenes apos 14 dias de armaz®ename
nas temperaturas de 15 °C e 5 °C respectivamente. Foram compduadas
técnicas para enumeracao de bacteriofagos, contagem em ptacdaagem por

microgotas, ndo sendo observada diferenca entre as duas técnicas

Xi



Os resultados desta pesquisa demonstram que o uso de bacteridfagatelitizos
controle de populagdes L. monocytognes foi eficiente nas trézematstudas,
evidenciando o potencial da aplicacdo de fagos no biocontrole de populacbes

microbianas.
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ABSTRACT

CARVALHAIS, Jéssica Fernande$).Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2015Efficiency of bacteriophage Lis | Gc in control of
Listeria monocytogenes Adviser: Edimar Aparecida Filomeno Font&so-
Adviser: Regina Célia Santos Mendonca e Maria Cristina Dantas Vanetti

Bacteriophages are viruses specific bacteria, the lytic considefect and
promote cell lysis and subsequent death of the host bacteriverefdite the
interest of the use of phages as agents for particularotasf pathogenic
bacteria during the phases of pre and post processing and storfugel o$
increasing and currently researched. The objective of this stusijtovgolate
bacteriophages with specificity for L. monocytogenes cultures aaldiate the
efficiency of different concentrations of the same ke tcontrol of L.
monocytogenes populations in culture medium, milk and cheese. The
bacteriophage was isolated from the intestines of hens arisingthe Rural

Area of Vicosa-MG. Concentrations tested were, 0 and 16 PFUmI-
bacteriophage in control of L. monocytogenes. The tests performeglture
medium and milk demonstrated bacteriophage efficiency by reducing
approximately 4 log cycles of L. monocytogenes in the period from 9 to 12
hours. In both tests was the most effective treatment when used at a
concentration of 10PFU.ml" bacteriophages. In the test cheese was observed
decrease of 3.26 and 1.07 logarithmic cycles in L. monocytogenes population
after 14 days of storage at temperatures of 15 ° C and 5 Speéatevely. We
compared two techniques for enumeration of bacteriophages, thepdatimg
technique and score by droplets, with no observed difference bethedéwd

techniques.
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These results demonstrate that the use of lytic bacteriophages. of L
monocytognes in the control population was efficient in three waydiest

showed the potential application of the phage biocontrol migkpoipulations.
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1. INTRODUCAO

A industria do leite tem papel relevante na economia do paisgestaque
no estado de Minas Gerais, grande fornecedor desta matéria prima.oknt
derivados do leite, o queijo é tradicionalmente um dos principais produtos
fabricados no estado e comercializado em todo pais.

O gqueijo Minas Frescal, é considerado queijo fresco de curta vida de
prateleira devido ao seu alto teor de umidade, possui pH proximo a Kiewlead
grande manipulacdo devido ao processo de fabricacdo. Essas cécaderis
favorecem ambiente favoravel a contaminacéo, sobrevivéncia e maltgmi de
bactérias deterioradoras e patogénicas.

Com objetivo de atender as exigéncias da legislacéo e garantir decaletro
qualidade em todaas etapas da cadeia produtiva do leite, pesquisadores e
beneficiadores de leite tém buscando alternativas as tecnologisionais
como forma de garantir a qualidade do leite e derivados nos difepamtes da
cadeia produtiva.

A contaminacdo de produtos de origem animal por micro-organismos
deterioradores e patogénicos preocupante, pois pode acarretar inperes
econdmicas, doencas e desencadear surtos de origem alimentar.

Dentre os micro-organismos que podem contaminar leite e seus derivados,
em especial 0s queijos, L. monocytogenes tem destaque devido a vaogcas
registrados de surtos causados pelo consumo de alimentos contaminadtes por es
patdgeno.

A importancia desde micro-organismo se deve principalmensgpaciclade
de crescer, mesmo que lentamente sob temperaturas de refiogerac
Considerando que a maioria dos produtos lacteos séo comercializados
refrigerados, esta caracteristica se torna um problema em pbte@citra
caracteristica importante é sua capacidade de crescer e supodioes
adversas como, por exemplo, pH baixo e concentractes de sabragpar20 %.

Além disso, é capaz de colonizar superficies formando de nbésfiem

1



equipamentos da industria de alimentos podendo permanecer ali por longos
periodos.

O controle do crescimento de bactérias patogénicas por meio do uso de
bacteridfagos tem sido alvo de pesquisas, sendo proposto como umaiternat
de controle de populacées microbianas. Bacteridfagos séo virus asipesibiros
obrigatdrios sdo as bactérias. Também conhecidos como ‘“fagos”, encontram-se
em todos o0s lugares nos quais estejam presentes bactérias, e dividem um
ambiente comum com o respectivo hospedeiro. Sdo capazes de irdpétae®
especificas ou até mesmo grupos dentro de uma mesma espécie.

A utilizacdo de bacteriéfagos no biocontrole de populacdo de micro-
organismos em alimentos, como antimicrobiano e como ferramenta peceame
de patdgenos tem aumentado significativamente nos ultimos anos. Dianta disso,
pesquisa e o desenvolvimento de técnicas de controle de L. monocytogenes em
queijos sao de grande relevancia podendo contribuir de forma sitjvefipara o
controle de qualidade na industria de alimentos. Diante do exposto o objetivo
deste trabalho foi isolar bacteriofagos e avaliar a eficaciaugaulizacdo no
biocontrole de populagdes de L. monocytogenes em diferentes matrizexgyao |

de diferentes periodos de incubacéo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéo de Queijo Minas Frescal e suas Peculiardades

O Brasil tem posicdo importante no cenario mundial de producéotele lei
ocupando em 2014 a terceira posicdo em producéo, atras apendm dada
Unido Europeia. Regionalmente no 1° trimestre de 2014 o Sudeste foi
responsavel por 41,4% da aquisicdo nacional de leite, o Sul por 338% e
Centro-oeste por 14,7%. O Norte e Nordeste participaram com petcentua
igual a 5,0% respectivamente (IBGE, 20145egundo dados do ministério

pecuaria e agricultura em 2014, o pais teve o segundo melhor desempenho da



histéria no valor das exportacées de lacteos, com US$ 345,4 milhdes, o que
correspondeu a volume de 86 mil toneladas. Sendo que Minas Gecais
estado que mais adquire leite cerca de 28 % do total nacional @BGE,

A producao de queijos representa uma das mais importantes atipdaaes
0s estabelecimentos industriais, pois 34 % de todo o leite recebido é
direcionado a fabricacdo de queijos (BRASIL, 2011). O estado de Minas
Gerais possui a maior bacia leiteira do pais, com um volumeadirigiio
equivalente a 26 % da producéo nacional. Minas Gerais € também o distado
mais produz queijos (ABIQ, 2013).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
Portaria n® 352 de 04/09/1997, entende-se por queijo Minas Frescal, o queijo
fresco obtido por coagulagcdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acao de
bactérias lacticas especificas.

O queijo € um alimento nutritivo, constituido por proteinas, lipidios,
carboidratos, sais minerais, calcio, fosforo, agua, acido latm®te de sédio
e vitaminas, entre elas A e B (PERRY, 2D04

O queijo Minas Frescal € um dos queijos populares do paidp sen
consumido por todas as camadas socioecondémicas, durante todo o ano, fazendo
parte de diferentes pratos. Apresenta ampla aceitacdo no mezzadlente
rendimento na fabricacdo e facilidade de producédo (Martind.,eRGil?2).
Segundo dados da Associacao Brasileira da Industria de Queij@)AfBte
queijo é o terceiro mais consumido no Brasil representando maided
total da producao de queijos.

A fabricacao do queijo Minas Frescal tem uma tecnologia dassmaples
e, por isso, muito difundida. Com a evolucdo das técnicas industriais e do
conhecimento cientifico, a tecnologia de fabricacdo passou modificacdes
visando a melhoria da qualidade do produto, aumento do rendimento de

fabricacdo ou ainda maior padronizacao do produto final (Martins 20&R).



A producéo de gqueijo Minas Frescal constitui um componente&eton
fundamental para a sustentabilidade de pequenos produtores. Entredanto, h
necessidade de adequacdes na infraestrutura das agroinddstriggaocond
essencial para a obtencao de queijos de acordo com os padrdes didegsiali
(Vinha et al., 2010).

A composicdo do queijo Minas Frescal pode ser considerada variada
dependendo do modo e regido de fabricacdo. Martins et al., (2012),tSilva e
(2008) e Andreatta, (2006) descrevem a composicao deste queijono®nfor

pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1.Composicao de Queijo Minas Frescal segundo diferentes autores.

Martins et al. Silva et Andreatta

(2012) al.(2008) (2006)
Gordura (%) 23,5 28,98 58,9
Proteina (%) 19,5 23,8 16,94
Cinzas (%) 2,4 1,83 4,23
Umidade (%) 56,3 61,67 63,05
Sdlidos Totais (%) 43,6 38,33 36,95
pH 6,65 6,42 6,8

O gueijo Minas Frescal tem como caracteristica peculiar tontedr de
umidade, o que o torna, portanto, um produto perecivel e susceptivel aos
fendbmenos bioquimicos e acdo de micro-organismos que afetamass su
caracteristicas de qualidade, rendimento e durabilidade apresentandimaima
de prateleira curta, mesmo sob condi¢des adequadas de refrigeracéo.

Alguns estudos relatam a contaminacdo de queijos Minas Freschl po
monocytogenes, iSSO porque 0s queijos sao, em geral, produtos muito
manipulados e, assim, passiveis de contaminacdo, o0 que causa @@&wcupa
tanto para a industria, pelas perdas econémicas, como para apsalida,

pelo risco de causar doencas no consumidor (Pinto et al., 280%abela 2

4



apresenta resultados de estudos de pesquisa de L. monocytogenes em queijo

Minas Frescal em diferentes regides do pais.

Tabela 2.Pesquisa de L. monocytogenes em queijo Minas Frescal em diferentes

regides do pais.

Local N.° de amostras Contaminadas Referéncia
Juiz de Fora MG 55 11 Brito et al., 2008
Uberlandia MG 148 4,8 Pereira et al., 2006
Jaboticabal SP 40 15 Schocken et al., 200
Araguaina TO 50 8 Vieira et al,. 2001
Rio de Janeiro R 25 16 Saetal., 2004

2.2 Listeria

2.2.1 Historico

Os primeiros relatos de L. monocytogenes e listeriose registam-se do
século XIX. Em 1889, Pfeiffer relatou uma doenca em seresrusme causa
desconhecida, possivelmente a listeriose. Porém, somente em 1918ciaa S
€ que o agente da doenca foi isolado a partir de figado de coelho, pos Hill
(SILVA, 2011).

A primeira descricdo do micro-organismo foi feita por Murrayl.etean
1926. Eles descreveram uma infeccédo espontanea que ocorreasertedhos
e cobaias de laboratério no biotério da Universidade de Cambridge, no Reino
Unido, e denominaram o agente de Bacterium monocytogenes, em virtude de a
infeccao ser caracterizada por uma monocitose.

Os primeiros isolamentos confirmados do micro-organismo em individuos

infectados datam de 1929. Com o passar do tempo, casos esporadicos e



pontuais de listeriose foram identificados, 0s quais estavam asso@ados
individuos que tiveram contato com animais doentes, caracterizandoea co
uma doenca ocupacional.

Na década de 1980, devido ao relato de diversos surtos decorrentes da
ingestdo de alimentos contaminados, o interesse pela bactéria aumentou
rapidamente entre as industrias, agéncias reguladoras espésges (SILVA,

2011).

O género Listeria esta relacionado filogeneticamente aos géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Lactobacéli@ochotrix. As
especies citadas podem ser divididas em dois grupos: hemokticao
hemoliticas e L.monocytogenes pertence ao primeiro grupo (BILLE, .2003)

De acordo com Jay (2005), a L. monocytogenes esta representada por
treze sorovares, alguns dos quais sao compartilhados por L. innocud..e por
seeligeri. Embora L. innocua esteja representada somente por trésrenrov
muitas vezes ela € considerada uma variante ndo patogénica de L.
monocytogenes. A grande heterogeneidade antigénica desta Ultima espécie
pode estar relacionada com o grande niumero de hospedeiros aningugigaos

é capaz de se multiplicar.

2.2.2 Caracteristicas

As espécies do género Listeria sdo pequenos bastonetes gram positivos,
nao formam esporos, ndo formam capsula, anaerébios facultatiGesjsm
devido a flagelos peritriquios e em meio-sélido, a 20 °C a 25 °Cempaes
motilidade tipica em forma de guarda-chuva. Crescem numa faixa de
temperatura entre -0,4 °C a 50 °C, com crescimento 6timo de 3@B7C@
(BILLE et al., 2003). A faixa de pH para crescimento esta entre & anas
0 crescimento de.lmonocytogenes, em cultura, foi constatado em pH abaixo

de 4,0. A atividade de agua oOtima é acima de 0,97, porém, a miniraa vari



entre 0,90 a 0,93 e toleram altas concentracdes de cloreddidgX0 % a 12
%) (JAY, 2005).

As bactérias do género Listeria apresentam reacao positiva paraecatala
negativa para oxidase; apresentam teste positivo para vermelho de metila;
produzem amoénia a partir de arginina; além disso, podem crespeesenca
de 10 % ou até 40 % de bile e possuem a capacidade de hidrolisar esculina
salicina, amigdalina e hipurato de sodio; reagem negativamenterpdrte§o
de sulfeto de hidrogénio, indol e nitrato redutase; hidrolisam amido e uréia;
reduzem telurito (JAY, 2005).

L. monocytogenes € um patdgeno intracelular com capacidade de penetrar
e multiplicar-se dentro do citoplasma da célula do hospedeiro (mgasofa
fibroblasto, eritrocitos) e invadir células adjacentes, aléem de se pratege
sistema imunologico do hospedeiro (MONTEIRO, 2013).

Este micro-organismo requer nutrientes especificos para seu crescimento,
como os aminoacidos cisteina, glutamina, isoleucina e valina além das
vitaminas biotina, riboflavina e tiamina (JAY, 2005).

Uma das principais caracteristicas das bactérias do généeoid.i¢ a
capacidade de se multiplicar em ampla faixa de temperaturd@as5 °C),
em meios com poucos nutrientes e ser resistente a sucessivos centyaan
descongelamentos. Outro importante aspecto € a capacidade de formacao de
biofilme e de biotransferéncia, tanto em alimentos como erasostiperficies
nao nutritivas e que confere protecdo ao micro-organismo (OLIVEIRA,et
2010).

L. monocytogenes esta presente nos solos, silagem, efluentes de esgoto,
cursos d’agua e mais de 50 espécies animais, incluindo ruminantes, suinos,
equinos, caes, gatos, e varias espécies de aves. Em algeamsndais de

70 % dos infectados séo portadores assintomaticos (JAY, 2005).



2.2.3 Epidemiologia e Patogenicidade

L. monocytogenes pode infectar humanos e outros animais pelas
seguintes vias: oral, ocular, cutanea, respiratoria ou urogefitafrato
intestinal é local de entrada para L. monocytogenes no organismésatiay
células epiteliais no apice das microvilosidades. O micro-organi€mee s
difunde, ndo so pelo interior da célula, como também de uma célulautaa o
Na fase seguinte, sdo ingeridas por macrofagos, mas nao induzeesposa
inflamatoria significante. As células de L. monocytogenes, uma vez dentro dos
macrofagos, encontram-se protegidas dos leucocitos polimorftleanes
(JACQUET et al., 2004).

O aspecto chave para patogenicidade de L. monocytogenes é sua
capacidade de invadir e multiplicar-se em fagocitos e néo fagocimdegtio
da L. monocytogenes presume-se que seja mediado por moléculas na superfici
da célula com receptores complementares presente na ceélaadwre
(GREER, 2005).

A hemolise é considerada importante fator na viruléncia dass cepa
alguns sorotipos especificos, como o 1/2a e o 4b, sdo os mais comumente
relacionados a surtos. Os genes de viruléncia de Listeria maiganmtpsr(p.
ex. prfA plcA, hly, mpl, actA plcB, inlA, inIB, inlC e hpt) sé&o regits pelo
ativador transcripcional PrfA. Os fatores de viruléncia PrfA retnda tais
como a LLO, PIcA e PIcB, sé&o produzidos em altos niveis quando a
temperatura aumenta para 37 °C , ou seja, a temperatura do hospedeiro
(MILOHANIC et al., 2004).

2.2.4 Caracteristicas Clinicas

Listeriose € a denominacdo de um grupo geral de desordens causadas
pela L. monocytogenes que incluem febre e dores muscularegzes v

precedidas de diarreia e outros sintomas gastrointestinamsahifestacoes
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clinicas com casos agudo, subagudo e crbnico, apresentam extraordinario
polimorfismo. Tal fato resulta da localizagdo da L. monocytogenes em
varios sitios anatbmicos do hospedeiro, mas, sendo a meningite e a
septicemia, as formas comumente relatadas em todos 0s grupos etarios
(AMORIM, 2013).

Os sintomas variam de acordo com a pessoa infectada. Gestantes
apresentam febre e outros sintomas inespecificos como fadiga gatlomes
de poder levar a morte fetal, parto prematuro, ou risco de infeccdo do
recém-nascido. Em outras pessoas, ndo gestantes, os sintommaslealé
febre e dores musculares, podem incluir dor de cabeca, rigidezazpes
confuséo, perda de equilibrio e convulsées (BRASIL, 2011). Em idosos e
pessoas com condi¢cdes de imunossupressado, septicemia e meningste Sao
apresentacdes clinicas mais comuns. A taxa de letalidade em recém-
nascidos é de 30 %; em adultos (sem gravidez) é de 35 %; em torno de
11 % para menores 40 anos e 63 % para maiores 60 anos. Quando ocorr
septicemia, a taxa de letalidade € de 50 % e com meningite pode chegar a
70 %. A gastroenterite causada por monocytogenes tem um
periodo de incubacao relativamente curto, que vai de poucas hdo#s a
ou trés dias. No entanto, a forma grave da doenca invasiva pode ter um
periodo de incubacédo extremamente longo, variando de 3 dias a 3 meses.

A dose minima de infecc&o néo foi ainda estabelecida, mas informactes
sobre a populacdo de L. monocytogenes, em alimentos contaminados
envolvidos em surtos, indicam que, em geral, populacdes ertre 1@
UFC-g! (Unidades Formadoras de Colbdnia por grama de alimento) foram

responsaveis pela doenca (SILVA, 2011).

2.3 SEGURANCA ALIMENTAR
A seguranca alimentar abrange o0 aspecto quantitativo, abordando a

disponibilidade de alimentos, e o qualitativo, focando, principalmente, a salude



do consumidor. Este principio envolve todos os elos da cadeia produtiva de
alimentos (PINTO et al., 2009).

O avanco da tecnologia propiciou o desenvolvimento de diferentes técnicas
para garantir a qualidade e inocuidade dos produtos alimenticios. Hotretan
as doencas causadas por patdgenos veiculadas por alimentos coatéindam
um problema para a salde publica o que aponta a necessidadtodesm
mais eficazes para o combate de micro-organismos patogénicogA(SIL
2011).

Os micro-organismos estdo presentes no ambiente, nos animais e nos
vegetais, e no proprio homem. Assim, qualquer alimento, hatuwa
processado, pode estar ou nao contaminado. As consequéncias de uma
contaminacédo vao desde uma simples alteracdo do produto até toxinfecgcdes
graves no consumidor (AMORIM, 2013).

De acordo com dados fornecidos pela Secretaria de Vigilancia éde Sa
(2011), de 2000 a 2011, foram notificados 8.663 surtos de doencas causadas
por patdgenos veiculadas por alimentos responsaveis pelo adoecimento de
163.425 brasileiros, dos quais 112 foram a 6bito (BRASIL, 2011). No entanto,
devido a precariedade de informacdes disponiveis, em algumas regides do
pais, pouco se sabe sobre a real magnitude deste problema.

No Brasil, o perfil epidemioldégico das doencas causadas por patdogenos
veiculados por alimentos ainda € pouco conhecido, sendo este parametro
restrito apenas a alguns estados e/ou municipios que apresentancastatist
dados sobre o0s agentes etiologicos mais comuns, alimentos mais
frequentemente implicados, populagcdo de maior risco e fatoresboamntes
(YAMAGUCH, 2013).

Na década de 80 L. monocytogenes emergiu como um agente causador de
uma doenca veiculada por alimentos, caracterizada por casostrdetgge
e, principalmente, septicemia, meningite e meningoencefalite nos casos mais
graves. Devido a alta taxa de mortalidade que acarreta nos cases, @sbe

micro-organismo € um agente que desperta atencdo, especialmente das
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autoridades governamentais responsaveis pelo controle sangarda
comunidade cientifica da area de alimentos (CORTEZ, 2013).

Dentro de uma inddstria de queijos, L. monocytogenes, por exemplo, é
capaz de colonizar diversas areas do ambiente de processamento, além dos
equipamentos, utensilios, e até mesmo a salmoura, contaminando assim o
produto final (CARLTON et al., 2005). A capacidade de contaminajoguei
durante as etapas do processo justificam o fato de diversos surtos msdister
estarem relacionados ao consumo deste produto alimenticio. Dassa ¢or
monitoramento de tal bactéria em laticinios € de extrema importalesde
que diversos surtos tém sido relacionados a produtos lacteos (RIETA.

Alguns fatores podem ser apontados como determinantes para o
crescimento, multiplicacdo e sobrevivéncia de Listeria em alimentosgdentr
eles: pH, temperatura, atividade de agua, concentracao saliita,datsodio,
conservantes e atmosfera. Os micro-organismos requerem tagrien
especificos para seu crescimento, como por exemplo, os amino&cidos
vitaminas, nutrientes estes presentes em queijo Minas Frescal, passibil
assim o desenvolvimento deste patdogeno no produto (SILVA, 2011).

Surtos e casos de listeriose tém sido associados a presenca de L.
monocytogenes em diversos alimentos, tanto de origem vegetal como animal.
Alguns alimentos tém sido frequentemente relacionados em casos de
listeriose, como produtos vegetais, leite, produtos carneos e Setsloe,
destacando-se os produtos prontos para o consumo (BISNETO, 2012). Varios
surtos de listeriose foram provocados pelo consumo de queijo contaminado,
geralmente aqueles macios, frescos ou maturados e com baipegicsais.
Verificou-se que a causa da contaminacao foi ou emprego decieitea
fabricacdo dos produtos, ou contaminagcao pés-processamento (SILVA, 2010).

A ingestdo de alimentos contaminados por L. monocytogedes
particularmente perigosa para gestantes, individuos com sindrome de
imunodeficiéncia adquirida, cirrose, carcinoma e outras doencas qu

provocam comprometimento do sistema imunolégico. Contudo, a doenca pode
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ocasionalmente ocorrer em individuos nédo predispostos. ldosos e recém-
nascidos também séo susceptiveis a listeriose e enquadrados cwifdoadsd
de alto risco (KIRINUS, 2010).

Em 2011, um surto de listeriose foi relatado, causado pela ingestdo de
melbes deteriorados, culminando com 21 ébitos e 109 pessoas infectadas. Tal
episédio atingiu 24 estados americanos. Além disso, durante o ocorr@o, um
gravida ficou doente e sofreu um aborto espontaneo, que é catactata
infecc&o por Listeria. O numero de mortes se iguala a outro surto causado por
contaminacéo da carne de um mesmo processador, no estado do Michigan e se
edendeu por todo o pais, com duracao de cerca de um ano.

Queijos com altos teores de umidade como o Minas Frescal, por exemplo,
nao sao recomendados para pessoas pertencentes aos grupos de risco de
listeriose, ou seja, pessoas com sistema imunolégico mais sensivel
principalmente as mulheres gravidas, devido a grande possibilidade de
contaminacéo a partir do seu consumo. Este tipo de queijo é alvo de grande
preocupacdo a saude publica, em funcéo da sua relacdo camrénacia de
surtos de listeriose. Isso se deve principalmente ao fato delLque
monocytogenes ja foi isolada de diferentes amostras de Queijo MinaalFres
no Brasil, elaborados com leite cru e leite pasteurizado (BRITO, €088).

Sendo assim, torna-se relevante o estudo de métodos de reducaniceste

organismo em queijos.

2.4 BACTERIOFAGOS E SUA UTILIZACAO NO BIOCONTROLE

2.4.1 Bacteriofagos
Bacteriofagos séo virus especificos de bactérias, sendo parasitas
intracelulares obrigatérios por falta de metabolismo proprio. Sdo extreteamen
hospedeiro-especificos, capazes somente de infectar espécies espmciea

mesmo grupos dentro de uma mesma espécie (RAKHUBA et al., 2010).
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Os fagos ndo possuem metabolismo préoprio e, por esse motivo, necessitam
da maquinaria metabdlica dos seus hospedeiros para se replicaremASOUZ
2012). Sao considerados candidatos logicos a avaliacdo como agentes para
controle espécie-especifico de bactérias patogénicas durante adefasése
pds-processamento e armazenamento de alimentos. Sao parasitas enteacelul
obrigatorios, que utilizam as bactérias para sua multiplicacédo; e,
componentes da microbiota natural da producao de alimentos, desdeam camp
até a comercializacdo do produto final. S&o estaveis nesda@sntes e
prontamente recuperados de solo, efluentes, agua, fezes e alimé&sd &
ALMEIDA, 2010).

Bacteriofagos ao infectarem as bactérias, podem levar a dois eVsetos
da célula, ocasionada por bacteriéfagos virulentos (ou liticos), mapéncia
na célula hospedeira devido a integracdo do DNA do fago ao DNA do
hospedeiro, ocasionado pelos bacteriéfagos temperados (ou lisogémicns),
estado chamado lisogenIARIETTO-GONCALVES et al., 2014

Como todos os virus, os bacteriéfagos sdo compostos de DNA ou RNA
recobertos por uma capa de proteina chamada capsideo. Podem apresentar
acido nucléico de fita simples ou dupla e, em alguns bacteriéfagagsideo
€ coberto por uma cauda contendo lipidios que desempenha, provaeelmne
funcdo da aderéncia do bacteriéfago a parede das células hospérioiR&s, (
2011).

Muitos bacteriéfagos possuem elementos estruturais na parteddisah
cauda, alguns formam uma placa basal com uma a seis 8brpgnto outros
bacteridfagos contem proteinas e acidos ndo nucléicos em gmideoa
(SIMAO, 2011).

Os bacteriéfagos séo particulas virais pequenas, com tamanh@@imatre
200 nm, possuindo um acido nucléico. Este genoma fica armazenado em um
capsideo e em alguns casos possuem um envelope composto por lipideos
(O’Flaherty, 2009).
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A capacidade de atuar sobre determinados grupos especificos de hactérias
sem ultrapassar as fronteiras de espécie ou género e, Emgamte, nao
afetar micro-organismos desejaveis nos alimentos, e interfermiarobiota
normal do trato gastrointestinal sdo caracteristicas favergaea aplicacdo de
fagos em biocontrole. Além disso, os bacteriéfagos estdo, em peEstntes
em altas concentracdes em agua e alimentos de diferentes ,qog@esdo ser
encontrados em diferentes produtos em populacdo na ordenf deROg:
(SULAKVELIDZE e BARROW, 2005).

2.4.2 Ciclo de infeccéo de bacteriofagos

O ciclo de infeccdo de um bacteriéfago € caracterizado basicamente em
dois tipos: o lisogénico e o litico. Bacteriéfagos sdo quimicamentel@drai
pelas bactérias e em seguida penetram na parede celular liberando seu
material genético DNA ou RNA. No ciclo lisogénico, o mategahético
permanece no citoplasma, o virus se comporta morfologicamente como
plasmideo, mantendo seu material na bactéria e continua presente em sua
multiplicacdo (ABEDON, 2008).

Hagens et al., (2010) descreve o ciclo litico e suas etapas sdnicio
do ciclo de infeccdo marcado pelo reconhecimento por um receptor primari
da célula hospedeira, seguido pela adsorcdo em um segundo receptor. A
primeira adesdo pode ser reversivel, caso a célula ndo esteja viga. Ja
segunda adeséao é irreversivel, onde o DNA fagico circulariza eta@riba
inicia a producdo de proteinas fagicas. As proteinas fagicas zptasu
sequestram a célula hospedeira e induzem a célula bacterianauairprod
novos fagos. A figura 1 representa o ciclo de infeccdo de bacteridifigms

e lisogénicos.
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As proteinas fagicas promovem o rompimento celular logo apos
reunido da progénie fagica. A lise celular resulta na liberacdo de novos
bacteridfagos, prontos para iniciar o novo cidkssa quebra é facilitada
também pelo acumulo de enzimas que enfraquecem a parede e enaemb
bacteriana, além da pressdo exercida pelo aumento da quantidade de
particulas no interior da bactéria (ABEDON, 2008).

Abedon, (2008) descreve um ciclo controverso, conhecido conm cicl
pseudolisogénico, onde o bacteridéfago, apos infectar a bactéria produz uma
resposta instavel e ndo produtiva, ndo havendo a lisogénege. ddee o
genoma do bacteriofago € mantido no interior da bactéria por tempo
indeterminado. Acredita-se que isso ocorra devido a falhas na réplidac
genoma ou por falta de nutrientes para a bactéria hospedeira, fazemdo
gque o0 bacteriofago ndo consiga retirar energia e substratos spara

replicacao.
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2.4.3 Aplicacao de bacteriéfagos no biocontrole de patégenos

Ao longo dos ultimos anos, apesar dos recentes avancos tecnoldgicos no
controle de patégenos em alimentos, os consumidores tém procurado
alimentos naturais, ou seja, os alimentos submetidos a tratameenos m
agressivos, sem conservantes quimicos. Além disso, 0 uso iextelaes
sanificantes levou ao desenvolvimento de bactérias resistentes, torrasdo es
procedimentos menos eficazes (ROSSI, 2011).

Sillankorva et al., (2010) comprovou a eficiéncia da utilizacdo de um
solucdo contendo bacteriéfagos na reducédo de biofiimes e que mdo sa
necessarios tempos de exposicdo prolongados para que um fagapaejae
eficientemente reduzir a populacao bacteriana.

Desde de 2006, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) e a agéncia norte-americana Food and Drug AdministratioA)(FD
aprovou a comercializagdo do bacteri6fago Listex™ P100 (fago P100) para
controle de listeria em plantacdes e em alimentos, (USFDA, 2006; USFDA
2007), sendo que o mesmo tem demonstrado eficacia contra destigass
de L monocytogenes (SONI & NANNAPANENI, 2040

Uma das principais vantagens da utilizacdo de bacteriofagos como
alternativa em biocontrole é a sua especificidade para @minma espécie-
alvo, sem interacdo com outros micro-organismos presentedimenta
(GREER, 2005). Além disso, sdo faceis de obter e aplicar, n&amau
quaisquer mudancgas sensoriais nos alimentos e sao capapésede/sr ao
resfriamento e congelamento. Contudo, alguns fatores como asdetera
entre bacteriéfagos e seus hospedeiros, o efeito sobre 0 amlnbstaailos
presentes no préprio alimento, como estrutura e pH, devem ser melhor
estudados e compreendidos (HUNGARO, 2010).

Soni et al., (2012) avaliaram os efeitos individuais e combinadasgde f
preparacao Listex™ P100, arginato ldurico e uma mistura de diacetato de

lactato de sodio e potassio (PL-SD) contra o crescimento a frio L.
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monocytogenes em queijo fresco. Em seus resultados puderam observar que
o bacteridfago Listex™ P100 além de ser estdvel na presenca de arginato

laurico e PLSD, o tratamento combinado de Listex™ P100 com PL-SD

reduziu a contagem de inonocytogenes iniciais em 2-4 ciclos log UFC/cm

e também manteve a contagem ldemonocytogenes reduzida durante o
periodo de 28 dias a 4 °C.

Chibeu et al., (2013) também avaliaram a eficiéncia do bacteriéfago
Listex™ P100 adicionado individualmente e associado com conservantes
quimicos na conservacdo de carne de peru. Neste estudo foram inot0tados
UFC-mL* L. monocytogenes e 1OFP-mL™* de bacteriéfago e foi avaliado
sua eficacia com o uso de conservantes quimicos. Foi possieevarbem
seus resultados a eficacia desde bacteriofago em reduzir gesontkeL.
monocytogene em carne assada de peru armazenada a 10 °C ao longo de 28
dias e de forma mais intensa nos primeiros 14 dias de armazetioa

Oliveira et al., (2014) avaliaram a eficacia deste mesmo bactgyiota
reducdo dd.. monocytogenes em meldo, péra e macga, na forma de sucos e
fatias armazenadas a 10 °C obtendo resultados satisfatorios quantgéda redu
deste micro-organismo pela acdo do bacteriéfago ao longo de 8 dias de
armazenamento. No estudo, as frutas e sucos foram tratados com 10
UFC-mL* de L. monocytogenes e 10UFP-mL™ do bacteri6fago. Dos
tratamentos, o mais eficaz foi o aplicado ao meldo, seguido da pés
nenhum efeito foi observado sobre os produtos da macd. As reducdes
decimais na concentracdo da bactéria foram por volta de 1 eicloS ¢
logaritmicos no meldo e em péras fatiadas respectivamentsuders, foram
obtidas redugdes maiores de L. monocytogenes em suco de melao de 8,0
ciclos logaritmicos, seguido de péra de 2,10 ciclos logaritmicognsaagos 8
dias de armazenamento. O suco de maga néao foi afetado pelo trateomnto
fago. Os autores comentam que baixo pH da macéa pode ter sido o fator
diferencial para que a concentracdao de L. monocytogenes nao tdaha s

afetado pela acédo dos bacteriéfagos.
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Os bacteriéfagos tém sido propostos como uma alternativa interessante
aos antibidticos em saude animal, como bioconservadores em alimentos,
como ferramentas para a deteccdo de bactérias patogénicas encautiaa
alimentar (ROSSI, 2011). Tendo assim um grande potencial para mgo co

controle biolégico de patdégeno em alimentos (HUNGARO, 2013).

3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa, nos Laboratorios de Microbiologiatdgdpas
de Origem Alimentar e Hidrica LAMPOAH e o Laboratorio de Quimica e

Analise de Alimentos.
3.1 Micro-organismos

Nesta pesquisa foram testadas quatro estirpes L. monocytogenes, sendo
uma cultura referéncia ATCC 30090, uma cultura isolada de atebiele
laticinios, doada pelo Departamento de Microbiologia da Universidade
Federal de Vicosa MG (Scott A), uma cultura isolada de ambiente de
industria processadora de carnes e por fim, uma cultura isoladeldes
doada pelo laboratorio de Higiene do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de VigceddG.

Os bacteriofagos utilizados foram isolados de intestinos de galinha
caipiras oriundas da Zona Rural de VicesMG. Apds o isolamento, os
bacteriofagos foram testados quanto a sua especificidade nas cultutas de L.

monocytogenes selecionadas para pesquisa.

3.2 Isolamento e purificacdo do bacteriofago

Para a pesquisa e isolamento do bacteriéfago foram analisadas 68

amostras de diversas fontes, incluindo, 15 amostras de agua lasahiar
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ambientes de laticinios, 8 de agua residuaria de indulstria padoea de
carnes, 12 amostras de agua residuéria de curral, 10 aniestagoto néo
tratado, 10 amostras de queijos produzidos com leite cru comeislina
feira artesanal de Vigcosa, MG, 11 amostras de intestinos de frangos de
granja e duas amostras de intestino de galinhas caipiras oriundas da zona

rural de Vigosa, MG.
3.2.1 Isolamento de bacteriofagos

Para o isolamento de bacteriofagos liticos de L. monocytogenes foi
utilizada a metodologia adaptada de Sambrook; Russel (2001) e Atterbury
et al., (2005). Foram pesados 10 g de amostra soélida ou medidos 10 mL
amostra liquida, sendo diluidos em tampdo SM (Tris-HCI, NaCl,
MgSQO,.7H,O e gelatina) na proporcdo 1:1 / 1:10 respectivamente. A
suspensdo foi entdo homogeneizada em shaker (OLAB- S) sthl
agitacdo de 150 rpm a 37 °C por 24 horas, para permitir a eluicdo do
bacteridfago para o tampao.

Apos este periodo, uma aliquota de 10 mL da suspensao foi transferida

para um tubo esterilizado de centrifuga (Beckman, J2-MC, rotor JA 20)

onde foram adicionados 2 mL de NaCl 5 mo_l1 B mantidos sob
refrigeracdo a 4 °C por uma hora. A suspensdo foi submetida a
centrifugacao em centrifuga a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C. A fase
aguosa foi recuperada em outro tubo esterilizado de centrifuga e foi
adicionado 10 % de PEG (Polietileno glicol) e a suspensao foi daanti
novamente sob refrigeracdo por 24 horas. ApoOs esse periodo, as8ospen
foi novamente centrifugada a 11.0@0 por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de tampao
SM. Apés uma hora em temperatura ambiente, foram adicionadosd&5 %
cloroférmio em relacdo ao volume da amostra (v/v) e logo aEeducéo
foi centrifugada em centrifuga a 3000 g por 15 minutos a 4 °C. A fase
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aquosa foi recuperada em tubos de ensaio esterilizados até o aaeloform
no qual possivelmente continha os fagos.

Nas tentativas de isolamento, diferentes concentracées de uiamfo
foram testadas, 5 %, 10 % e 15 %, sendo que na concentracdo de 15 %

(v/v) os resultados foram mais satisfatérios.

3.2.2 Avaliacéo do isolamento dos bacteriofagos

Para avaliar a presenca de fagos nas suspensoes obtideidiz&mla a
técnica de microgotas proposta por Adams (1959). As culturas de L.
monocytogenes foram cultivadas por 24 horas a 37 °C em caldo
Triplicicaseisa e soja TSB (Fluka - Sdo Paulo, Brasil). Um volume de 0,1
mL de cada suspensao da estirpe foi misturado com 5 mL de sobdacama
fundida aproximadamente a 45 °C de agar TSA (TSB + 0,7 %-Aagar),

e vertidos em placa de Petri contendo agar base TSA (TSB% Agar).

Apos a solidificacao, 10 pL. de cada suspensdo de fagos foram depositados

sobre a superficie na forma de microgotas. As placas flo@badas a 37

°C por aproximadamente 18 horas para a verificacdo da formacgao de placa
de lise, indicando a presenca de fagos efetivos para L. monocytogenes na
suspenséo testada.

3.2.3 Purificacéo dos bacteriofagos

A purificacdo dos fagos foi realizada utilizando a metodologia de
Grajewski, Kusek e Gelfand (1985). Um volume de 100 uL da suspenséo
de fagos foi misturado com 100 pL da cultura de L. monocytogenes, com
aproximadamente 2QFC-mL?, cultivada previamente em caldo TSB por
6 a 9 horas. A suspensao resultante foi incubada a 37 °C por 30 minutos.
Apés o periodo de incubacdo, a suspensdo foi transferida para tubos

contendo 5 mL de meio semi-sélidos de agar TSA , essa mistwexrtioia
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em placa contendo agar TSA. As placas foram incubad#s %C, por
aproximadamente, 18 horas.

Ap6s o periodo de incubacdo, uma placa de lise foi selecionada e
removida com o auxilio de uma pipeta tipo Pasteur e depositada em 5 mL
de cultura ativa de L. monocytogenes, crescida em caldo TSB por ¥2 hora
Essa mistura foi reincubada por 24 horas a 37 °C e posteriormente
centrifugada em centrifuga (Beckman Mg- rotor JA 20) a 3.000 g por
15 minutos a 4 °C e filtrada em membrana de acetato de celulose com poro
de 0,22 um. Trés ciclos de purificacdo foram realizados, a fim de garantir a

pureza dos fagos isolados.

3.2.4Propagacao dos bacteriofagos

As suspensoOes de fagos obtidas foram propagadas segundo metodologia
adaptada de Kudva et al., (1999). A propagacéo foi procedida adicionando-
se sobre as placas de Petri com lises positivas 10 mL de solugé&mtam
SM. As placas devidamente fechadas foram incubadas a 37 °C, sob
agitacdo de 150 rpm em shaker (OLAB- SL 221) por 24 horas. Ap®s es
periodo, uma aliquota de aproximadamente 8 mL foi retirada da placa e
transferida para um tubo esterilizado onde a solucdo foi centrifugada
3000 g por 15 minutos a 4 ° C (Centrifuga Becknd@iC- rotor JA 20)

Em seguida, a suspenséo foi filtrada em membrana de acetatluldeece
com poro de 0,22 pum. O filtrado foi armazenado em tubo de ensaio
esterilizado com capacidade de 20 mL e mantido sob refrigeracéo a 4 °C

até a utlizaéo
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3.2.5Titulacdo dos bacteriofagos

Na determinacdo da concentracdo de bacteriofagos, foi utilizado
tampdo SM para realizar as diluicbes necessarias, a fim decobtagem
de Unidades Formadoras de Placas (PFU) entre 10 a 100 plaltsses whe
mL de suspensao (CARRILO et al., 2005). Foram adicionados 500 uL de L.
monocytogenes em fase log juntamente d0tuL do bacteriéfago em um
frasco contendo 5 mL de sobrecamada de agar TSA (0,7 % dagagpr
Esta sobrecamada foi vertida em placas contendo agar TSA ja #dido.
placas de lise foram determinadas apos periodo de 15 a 18 horas de
incubacgao a 37 °C. Apos este periodo, foi realizada contagem do numero de

placas de lise e calculado o titulo dos bacteriéfagos em UFP-mL

3.3Delineamento Experimental

3.3.1Avaliacdo da eficiéncia de bacteriéfagos no crescimento de

monocytogenes em meio de cultura

O experimento foi disposto em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) em esquema fatorial 4 x 9, sendo 4 tratanmessos
estudados:

Controle - Concentracdo de 1QFC- mL" deL. monocytogenes

Lm + F5 - Concentracédo de 1QJFC-mL" de L. monocytogenes e fago
com titulo de 10UFP- mL*.

Lm + F6 - Concentracdo de TQJFC-mL"* de L. monocytogenes e fago
com titulo de 1OUFP-mL* .

Lm + F8 - Concentracdo de 2QJFC-mL* de L. monocytogenes e fago
com titulo de 1OUFP-mL* .
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A cada 3 horas, durante 24 horas, foram realizadas a contagem de L
monocytogenes totalizando nove tempos (0; 3 h; 6 h; 9 h; 12 h; 15 h;18 h;
21 he 24 h).

Para cada concentracdao de fago estudada, o experimento seguiu o
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) tendo como fator otelm
crescimento (0; 3 h; 6 h; 9 h; 12 h; 15 h;18 h; 21 h e 24 h). Todo o

experimento foi realizado em trés repeticdes experimentais.

3.3.2Avaliacdo da eficiéncia de bacteriéfagos no crescimento de
monocytogenes em leite simulando a condi¢céo de fabricacdo de queijo
Minas Frescal

Para avaliar o crescimento de L. monocytogameite adicionado de
acido latico, cloreto de calcio e cloreto de sodio visando simutaesana
condicdo no processo de fabricacdo de queijo Minas Frescpkeoraento
foi disposto no Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) emersy

fatorial 5 x 9, sendo 5 tratamentos assim estudados:

Controle - Concentragdo de 20UFC-mL' de L. monocytogenes no
leite.

L2 - Concentracdo de 1QFC-mL* de L. monocytogenes no leite
adicionado de 4cido latico, sal e cloreto de calcio.

L3 - Concentracdo de 1QJFC-mL" de L. monocytogenes e no leite
adicionado de &cido latico, sal e cloreto de célcio e fago ttal te 10
UFPmML™.

L4 - Concentracdo de 1QFC-mL" de L. monocytogenes e no leite
adicionado de &cido latico, sal e cloreto de célcio e fago ftato de 18
UFP-mL".
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L5 - Concentracdo de 1QJFC-mL' de L. monocytogenes e no leite
adicionado de &cido latico, sal e cloreto de calcio e fago ttalo de 1§
UFP-mL".

A cada trés horas, durante 24 horas, foram realizadas a eontksgL.
monocytogenes totalizando nove tempos (0; 3 h; 6 h; 9 h; 12 h; 15 h; 18 h;
21 he 24 h).

Na contagem de fagos o experimento seguiu o Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC) disposto em esquema fatorial Perd®
como fatores técnica de contagem de fagos (microgotas e placss)dedi
fator tempo de crescimento (0; 3 h; 6 h; 9 h; 12 h; 15 h; 18 h; 21 h e 24 h).

Todo o experimento foi realizado em trés repeticdes experimentais.

3.3.3Avaliacdo da eficiéncia de bacteri6fagos no crescimento de
monocytogenes em queijo Minas Frescal em duas temperaturas de

armazenamento

O experimento foi montado no Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC) disposto em esquema de parcela subdividida. Na parcela tam-se
fatorial 2 x 4, com dois niveis para temperaturas de armazenarbete (

15°C) e 4 niveis de tratamentos assim estabelecidos:
Controle: Queijo produzido sem adicdo Hemonocytogenes e fago.

Lm+Q1 - Concentracdo de 10QJFC-mL* de L. monocytogenes no leite

utilizado na fabricacdo de queijo Minas Frescal.

Lm + Q5 - Concentracdo de IQFC-mL* deL. monocytogenee fago com
titulo de 16 UFP-mL™ no leite utilizado na fabricacdo de queijo Minas

Frescal.
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Lm + Q6 - Concentracdo de IQUFC- mL* deL. monocytogenes e fago com
titulo de 16 UFP-mL" no leite utilizado na fabricacdo de queijo Minas

Frescal.

Lm + Q8- Concentracdo de 2@QFC- mL* deL. monocytogenes e fago com
titulo de 18 UFP-mL" no leite utilizado na fabricacdo de queijo Minas

Frescal.

Para cada tempo e temperatura de armazenamento uma amostra de
gueijo foi retirada para contagem de L. monocytogenes e bacteridfagos. Na
subparcela tem-se o tempo de armazenamento (1 dia, 7 dias, 142dias e
dias) e as interacbes do tempo com a temperatura de armazenanossnto
tratamentos. Todo experimento foi realizado em trés repeticdes

experimentais.

3.4 Esquema de distribuicdo dos tratamentos para avaliacdo da eficiéncia
de bacteriofagos no crescimento dé. monocytogenes em caldo meio de

cultura
Em béqueres esterilizados foram transferidos 1000 mL de caldo TSB

previamente esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Cada béquer recebeu um

tratamento, sendo estes distribuidos da seguinte forma:
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0,1 mL de L. monoctogenes na concentracéo J&JEC- mL*

\4 \4 \4 A\
1Litro
de caldo
TSB
0 puL 10 puL 100 pL 10 mL

Fago na concentracdo delOFP-mL

Controle Lm + F5 Lm + F6 Lm + F8

2 mL para
analise de 1 mL E)ara
absorbancia d|IU|.goe.s
decimais

Os tratamentos foram distribuido

em tubos de ensaio e no tempo (

a cada 3 horas de incubacédo uma

amostra foi retirada para contage

de L. monocytogenes e contagem
de bacterioéfagos
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3.5 Esquema de distribuicdo dos tratamentos para avaliacdo da
eficiéncia de bacteriéfagos no crescimento de monocytogenes em

leite

Em béqueres esterilizados foram transferidos 1000 mL de leite em po
reconstituido 10 % (v/v) esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Os tra@snent

foram distribuidos nos béqueres da seguinte forma:

0,1 mL de L. monoctogenes na concentracéo J&JEC- mL*

1 litro de leite
em pé
reconstituicd

\ % Vv Vv Vv \2

0 uL 0L 10 uL 100 pL 10 mL
de Fago na concentragdo dé’ &P mL’

-le
A

400 pL acido latico 10 gramas de sal e 500 pL de cloretdde ca

> Os tratamentos foram distribuidos em tub¢<

de ensaio e no tempo 0 e a cada 3 horas de
incubacdo uma amostra foi retirada para
contagem de L. monocytogenes e contagem
de bacteriéfagos
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3.6 Elaboracao do Queijo Minas Frescal com diferentes concentractds

Bacteriofagos

Os queijos Minas Frescal foram elaborados em condi¢cdes tiabaia
Para cada tratamento e temperatura de armazenamento, foraridissriem
béqueres esterilizados de cinco litros, quatro litros de leite piasido (65 °C
por 30 min), padronizado (3,2 % de gordura) e resfriado°€40ma aliquota
de amostra foi coletada para analise confirmar a auséncizaérias do
género Listeria no leite. Em seguida foram adicionados ao |€itenR, da
solucao de cloreto de calcio a 50 % (m/v), 1,25 mL de acido lafioda (v/v)

e 40 gramas cloreto de sodio (1 % em reacdo ao volume de leite)

Foram inoculados ao leite um volume de 0,4 mL de cultura de L.
monocytogenes previamente ativada e na concentragaoFtD mL ™ com
intuito de obter uma concentracéo final d& WeC- mL' no leite.

Os fagos foram adicionados ao leite, conforme as concentraces
estabelecidas para os tratamentos Q5, Q6 e Q8, para cada tratamento 0s
volumes de 0,04 mL, 04 mL e 40 mL foram adicionados ao leite
respectivamente. Apos 30 minutos uma aliquota de leite foi coletada para
contagem da bactéria e fagos para confirmar a presenca destes nas
concentracdes estabelecidas d2 UBP-mL*; 10° UFP-mL* e 16 UFP-mL,
respectivamente. ApOs este periodo foi adicionado o coalho seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os béqueres foram colocados ernfandno
em temperatura de 3T por 40 min.

Foi procedido o corte da massa, repouso, mexedura e dessoragem em
condicbes asseépticas. A massa foi colocada em formas de qdeijos
polipropileno de 250 g previamente esterilizadas CCfpor 15 min) seguindo
de 3 viragens em condi¢cdes assépticas. Amostras de soro de qQuep f
coletadas para as analises microbiolégicas.

Os queijos foram mantidos dentro das formas °€ 4le um dia para o

outro para ocorrer a dessoragem. Na sequencia 0S queijos quareados
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unidades experimentais com cerca de 50 g cada e acondicionados em
embalagens plasticas (sacos stomacher) esterilizadas coridadpade 250 g
e armazenados nas temperaturas testes durante 21 dias. A Figues8ntapr

de forma simplificada o processo de fabricacdo do queijo Minasakresc

LEITE PASTEURIZADO ANALISE DE L.
) monocytogenes

ADICAO DE CLORETO DE CALCIO
a 50 %, NaCl 1% (v/v) e ACIDO

LATICO a 10 %
= * - ANALISE DE L.
i ADICAO DA BACTERIA — Monocytogenes
INCUBACAO A"
A37°CPOR ADIGAO DO BACTERIOFAGO |__. ANALISE DE
7 BACTERIOFAGOS
ADICAO DE COALHO
INCUBACAO A 37 °C/ 40 MIN
CORTE DA MASSA E MEXEDURA
DESSORAGEM —> ANALISE DO SORO
ENFORMAGEM
¥ EMBALAGEM EM SACOS
FRACIONAMENTO | g ARMAZENAMENTO A 4 °C > PLASTICOS
DOS QUEIJOS +50 g v ESTERELIZADOS

ANALISE DO EXSUDADO

Figura 2- Fluxograma das etapas de fabricacdo do queijo Minas Frescal em

escala laboratorial.
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3.7Avaliacdo da atividade do bacteriéfago pela variacdo da densidade
Optica

A atividade dos bacteriéfagos foi determinada por medida da absorbancia
em espectrofotometro (Biospectro SP - 22) a 600 nm, em intervalogésde tr
horas durante um periodo de 24 horas. Para tanto, no tempo zeaoa teés
horas de incubacdo a 37 °C, ap06s a calibracdo do equipamento, 2 ndade ca
solugdo contendo os diferentes tratamentos, foram transferidos para debetas

guartzo e procedeu-se a leitura. Todas as analises foranefeithgplicata.

3.8 Andlises Microbiologicas

3.8.1 Contagem delL. monocytogenes

3.8.1.1Enumeracdo de L. monocytogenes crescida em Caldo

Triplicicaseina (TSB)

Para contagem de L. monocytogenes em caldo TSB, 100 pL de cada
tratamento foram distribuidos em eppendorfs contendo 900 pL de solugcdo
salina peptonada e assim realizadas diluicbes decimais eespastivos
plagueamentos por superficie, onde 100 puL de cada diluicdo foram
distribuidos e espalhados em placas contendo agar Palcan (Fédka,
Paulo, Brasil), que posteriormente foram incubadas a 3 1°@C por 24
a 48 horas.

Este procedimento foi repetido a cada 3 horas de incubacgao, durante
um periodo de 24 horas. A contagemldemonocytogenes se deu em
placas da mesma diluicdo com contagens entre 30 e 300 colbnias e

expresso em unidades formadoras de colénias por mL (UF: mL
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3.8.1.2Enumeracéao delL. monocytogenes em leite, soro e exsudado

Para a contagem de L. monocytogenedeite, soro e exsudado um
volume de 25 mL foram coletados anteriormente a producédo de queijo,
durante o processo de dessoragem do queijm dia apos a fabricacéo
dos queijos, respectivamente.

Todas as amostras foram homogeneizados por agitacéo e inoculadas

em 225 mL de solucdo salina peptonada esterilizada (85 NgICI e
1 g.L* peptona) seguido de incubacdo a 37 °C (+ 1 °C) 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram agitadas e procederam-se as diluicdes
decimais onde 100 pL de cada tratamento foram distribuidas em
eppendorfs contendo 900 pL de solucdo salina peptonada. De cada
diluicdo, uma aliquota de 100uL foi distribuida em placas contendo agar
Palcan (Fluka, Sdo Paulo, Brasil), que posteriormente foram incbada
37 °C £ 1 °C por 24 a 48 horas. Para a contagem utilizou-se placas
mesma diluicdo com nimero de colonias entre 30 e 300.

Os resultados foram expressos em unidades formadoras de colbnias

por mL (UFC-mLY). Todas as analises foram realizadas em duplicatas.

3.8.1.3Enumeracao del. monocytogenes em queijo Minas Frescal

Para a realizacdo desta analise foram retiradas porcOesiatedts
fracoes do queijo de cada tratamento, totalizando 25 g de cada amostra
pesados diretamente em saco stomacher de 500 mL. Foram adicionados
225 mL de solucdo salina peptonada esterilizada (8,5NaCl e 1 g [*
peptona) seguido de incubacéo a 37 °C (£ 1 °C) por 24 horas.

Apbs este periodo as amostras foram homogeneizadas por 3 minutos

e um volume de 100 uL de cada tratamento foram distribuidos em
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eppendorfs contendo 900 pL de solucdo salina peptonada e assim
realizadas diluicbes decimais. Logo apo6s, 100uL de cada diluicdo foram
distribuidos e espalhados em placas contendo agar Palcan (Fédka,

Paulo, Brasil), as placas incubadas a 37 °C + 1 °C por 24 a 48 horas.
Apo6s o periodo de incubacdo a contagem das placas foi procedida em
placas da mesma diluicdo com numero de colénias entre 30 e 300 e os
resultados foram expressos em log UFC:glodas as andlises foram

realizadas em duplicatas.

3.8.2 Contagem de bacteriofagos

3.8.2.1Contagem de bacteriéfagos em Caldo Tryptic Soy Broth - TSB

A contagem de fagos foi realizada pela técnica de microgotas, onde
10 mL de cada tratamento foram centrifugadas a 3000 g por 15 minutos
(Beckman, J2-MC, rotor JA 20) posteriormente foram filtradas em
membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 um.

Apoés a obtencdo da suspenséo de fagos foram realizadas microgotas
das diluicbes em placas contendo agar TSA acrescido de 5 mL de
sobrecamada de agar TSA (0,7 % agar- agar) contendo 100 uL da cultu
de L. monocytogenes incubados anteriormente por 12 horas a 37 °C . A
determinacéo do titulo do fago se deu apo6s periodo de 15 a 18 horas de
incubacdo a 37 °C observando a diluicdo da ultima placa com lise

evidente.

3.8.2.2Contagem de bacteriéfagos em leite, soro e exsudado

A contagem de bacteriofagos no leite, soro e exsudado foi
determinada por duas técnicas diferentes, microgotas e plagueamento. Nas
duas técnicas amostras de 10 mL de cada tratamento das diferentes

amostras foram misturadas a tampao SM (Tris-HCI, NaCl, MG$ED e
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gelatina) na proporcéao 1:1, centrifugad@&entrifuga Beckman, J2-MC,
rotor JA 20) a 3000 g por 15 minutos posteriormente foram filtradas em
membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 um.

ApOGs a obtencado da suspensédo de fagos foram realizadas microgotas
das diluicdes em placas contendo agar TSA acrescido de 5 mL de
sobrecamada de agar TSA (0,7 % agar- agar Himedia, Curfsna,

Brasil) contendo 100 pL de cultura de L. monocytogenes incabado
anteriormente por 6 - 9 horas a 37 °C . A determinacao do titubgdo f

se deu apos periodo de 15 a 18 horas de incubacao a 37 °C observando a
diluicado da dltima placa com lise evidente.

Na técnica de contagem, 500 uL de L. monocytogenes em fase log
cultivada em caldo TSB (Fluka - S&o Paulo, Brasil) a 37 °C por 6-9 horas
foram adicionados juntamente a 100uL da suspensdo de bacteriéfago em 5
mL de sobrecamada de agar TSA (TSB + 0,7 %gdeagar, Himedia®,
Curitiba — Parana, Brasil). Esta sobrecamada foi vertida em placas
contendo TSA (TSB + 1,5 % agar-agar). As placas de lise foram
determinadas apos periodo de 15 a 18 horas de incubacédo a 37 °C. Apos
este periodo, procedeu a contagem do numero de placas de lise e foi

calculado o titulo dos bacteriéfagos em UFP-L

3.8.2.3Contagem de bacteriéfagos em queijo Minas Frescal

Para a contagem de bacteridofagos nos queijos cerca de 10 gjde que
dos diferentes tratamentos foram homogeneizados em tampao SM (Tris
HCI, NaCl, MgSQ.7H,0O e gelatina) e posteriormente centrifugados
(Centrifuga Beckman, J2-MC, rotor JA 20) a 3000 g a 4 °C por 20
minutos. A suspencéo foi transferida para tubos de centrifuga estiesliza
e a estes foram adicionados cloroformio a 15% (v/v), os tutn@snf

novamente centrifugados a 3000 g a 4 °C por 20 minutos (Beckman, J2-
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MC, rotor JA 20) A fase aquosa foi recuperada em tubo de ensaio
esterilizado até o anel formado.

A fim de obter o titulo do bacteriéfago pela técnica de migrogotas,
foram realizadas diluicGes decimais da suspencao distribuindo 100 pL do
fago em 900 pL de tampéo SM (Tris-HCI, NaCl, MgS®,0 e gelatina)
em eppendorfs previamente esterilizados. De cada diluicdaon fora
realizadas microgotas em agar TSA (TSB + 1,5 % de &gar-agar)
previamente adicionado de 100 pL de cultura ativa, em fase lagadalt
em caldo TSB (Fluka - Sao Paulo, Brasil) a 37 °C, por 6-9 horas. A
determinac&o do titulo do fago se deu apo6s periodo de 15 a 18 horas de
incubacdo a 37 °C observando a diluicdo da ultima placa com lise
evidente.

A contagem de bacteridfagos pela técnica de contagem de placas de
lise se deu adicionando 500 puL de L. monocytogenes em fase log,
cultivada em caldo TSB a 37 °C, por 6 a 9 horas, juntamente a 100 uL da
suspensédo de bacteriéfago em 5 mL sobrecamada de agar TSA/cam O,
de agar-agar e dispostos sobre a superficie de agar basAsISlacas de
lise foram determinadas apés periodo de 15 a 18 horas de incubacédo a
37 °C. Apoés o periodo de incubacéo, procedeu a contagem do numero de

placas de lise e foi calculado o titulo dos bacteriéfagos emgdFP-

3.8.3 Caracterizacédo Fisica e quimica do queijo Minas Frescal

Fabricado

Foram realizadas analises fisicas e quimicas do queijo fabricaido. F
determinado o teor de gordura, proteina, solidos totais, umidade e foi
medido o pH das amostras segundo a metodologia estabelecida por
Pereira et al., (2001).
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos do estudo da eficiéncia de bacteriéfagos no controle da
populacdo de L. monocytogens em meio de cultura, em leite simulando as
condicdes de processamento de queijo Minas Frescal e gqueijosdesteca
duas temperaturas diferentes de armazenamento foram interpretados|ser
de variancia (ANOVA).

Para comparar as medias dos tratamentos fixando o tempo faddailz
teste de Tukey com nivel de significancia de 5 %. As médias das temgperatur
de armazenamento dos queijos foram comparadas entre si usilzadate t-
student com nivel de significancia de 5 % de probabilidade.

Para comparar as médias de tratamento entre queijos @oriieatéria +
fago e tratamento contendo apenas bactéria, para cada tempo de estocagem e
temperatura foi utilizado o teste t-student com nivel de significancia del& %
probabilidade.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no pro@ASaSAS
Institute, version 9.3, Cary, NC, USA) licenciado pela Universideetteral de

Vicosa.

5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento, purificacdo, propagacéao e titulacdo do bacteriéfagde L.

monocytogenes

Das 68 amostras analisadas, em apenas duas amostras forancadestifi
a presenca do bacteriéfago para L. monocytogenes (Tabela 3).ntes fo
pesquisadas foram escolhidas partindo do fato de que bacteri6fagos sédo os
micro-organismos mais abundantes no meio ambiente, com uma grande
variedade de ambientes onde podem ser encontrados, como por exemplo, sol
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agua, esgoto, fezes de animais, entre outros. As amosttes eespectivas

fontes estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo da presenca de bacteri6fagos em diversas fontes e suas

respectivas origens.

Fonte Numero de Origem Presenca
Amostras de Fago

IndUstria processador: -

8 de carnes
Agua residuéria Ambientes de -
15 Laticinios
12 Curral -
Esgoto nao tratado
10 Zona Rural de -
Tocantins- MG
Queijo fabricado 10 Feira artesanal de -
com Leite cru Vigosa, MG
Intestinos de frango 11 IndUstria processador: -
de granja de carnes
Intestinos de Galinha 2 Zona Rural de Vigosa +
Caipira

(+) Amostras com presenca de bacteriéfagos (-) Anmeosem a presenca de bacteriofagos

Apoés o isolamento do bacteriéfago, sua atividade litica foi avaliada em
diferentes culturas de L. monocytogenes, incluindo uma cultura isolada de
ambientes de industria de processamento de carnes, uma cuiuésnaia
ATCC 30090 e a cultura (Scotte A) e uma cultura isolada de meldesmklada
laboratério de Higiene de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.

Para escolha da cultura de L. monocytogenes a ser utilizada tessetes
meio de cultura, em leite e em queijos, foi verificado a velocidadierchacéao
de lises e o diametro das placas de lises. O bacteridfsige demostrou

eficiéncia em todas as culturas testadas, tento apresentado resultados mais
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eficientes na cultura Scotte A, formando lises evidentes entre Gom8 the
incubacao a 37 °C e diametro das lises variando de 2 a 3o, portanto a
cultura selecionada para os demais testes desta pesquisa. Nascdéoras
testadas a formacéo de lise deu-se entre 12 e 18 horas e 0 ddasatresmas
variavam entre 1 e 2 cm. Posteriormente a escolha da cultura de L.
monocytognes a ser utilizada, procedeu-se a purificacdo e propagacao e
posteriormente determinacéo do titulo. Apos cinco propagacées, @lesno
titulo de 16°UFP- gt.

O bacteriéfago isolado foi nomeado deIGC. A figura 3 representa
placas de lises formadas pelo bacteri6fago em meio TSA apos 8 horas de

incubacgao a 37 °C.

Figura 3: Exemplos de Placas de lise formadas pelo bacteridfa§eC de L.
monocytogenesolado de intestino de galinha caipira.
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5.2 Avaliacdo da eficiéncia de bacteriofagos no crescimento de L.

monocytogenes em meio de cultura

O estudo da atividade do bacteriéfago LisIGC no crescimento de L.
monocytogenes foi realizado em caldo TSB condicbes controladas de
temperatura.

Os resultados do teste in vitro evidenciaram reducdo significativa
(P< 0,05) da absorbéancia, medida em espectrofotometro (Biospect22$a
600 nm, durante o periodo de incubacao de 24 horas (Tabela 4). Obs®rvou
também uma variacdo na absorbancia ao longo deste periodo demonstrando
oscilacéo entre o crescimento da bactéria, o efeito litico do baatgriéfuma
retomada do crescimento da bactéria em alguns periodos (Figura 4A).

Hagens e Loessner (2010) relataram que esse comportamento ecorreu
resposta a presenca de células resistentes ao bacteriofago oaci@lte
ciclo de infeccéo litico para lisogénico. A retomada do crescintEti@riano
em cultivos na presenca de bacteriéfagos, segundo Rossi et al.,420@E¥e,
em alguns casos, a possiveis mutacdes da bactéria e desenvolvimento de
resisténcia em resposta atividade litica do fago.

Durante o crescimento da cultura de L. monocytogenes ocorreu um
aumento de células no meio o que consequentemente contribuiu para um
aumento na absorbéancia. Entretanto em alguns periodos, devidac@ldise
causada pela infeccdo fagica, ocorre reducdo da absorbancia. Ess
comportamento se repete ao longo do periodo de incubacéo analizado.

Em resposta a acdo dos fagos, as bactérias tém desenvolvido mecanismos
de protecao contra seus invasores em quase todas as fasesidio sieuvda.

Esse mecanismo de defesa acontece através da mutacdo dos receptores de
fagos na parede celular das bactérias ou através de secregbamcao de
barreira impedindo a abordagem do fago. Esta barreira consistenagdorde

camada, na parede celular, com enzimas de restricao ou ac&mrde uma
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camada com propriedade antiaderente que impede a adsorcédo des fag
Entretanto os fagos tém encontrado mecanismos de superacédo dassbarr
imposta pelas bactérias que consistem em adaptacéo as células doitwoapede
partir das modificacdes resultantes da interacdo do fago e hospeQevioss
pode em alguns casos, carregar uma variante especifica da bdetérado
que a capacidade de se replicar em células da mesma linhageansposs
melhorada.

Durante o periodo entre zero e trés horas, nao foi observada ataca
absorbancia das amostras que receberam os tratamentos F5, ¢ith eck8;a0
a amostra controle. Este periodo é associado a fase lag dimerdsc
bacteriano, ou seja, fase de adaptacdo da bactéria a0 meio e uma intens
atividade metabdlica. No entanto entre 9 e 12 horas de incubacdo pode-se
observar uma reducéo significativa (P<0,05), na absorbancia riasnerdos
F5, F6 e F8 em relacéo ao controle.

Simao (2011) observou reducédo da absorbéancia, quando analigoesest
de Salmonellas tratadas com diferentes concentra¢des bacteriéfagwanta d
0 periodo de 14 horas. O mesmo autor atribui a reducdo da absmrbdnc

longo do tempo ao efeito litico dos bacteridfagos nas células bacterianas.
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Tabela 4.Valores médios (desvio padrédo) densidade Optica a 600 nm e da coetagalatas de L. monocytogenes em
caldo Tryptic Soy Broth (TSB) durante 24 horas de incubacgao a.37 °C

TEMPO TRATAMENTO D.O a 600 nm CONTAGEM EM PLACA
(Desvio Padréo) UFC-mL-! (Desvio Padréo)

Controle 0,069 + 0,00 3,84 + 0,09

0 F5 0,067 + 0,06 3,60+0,19
F6 0,065 + 0,06 3,90+0,14

F8 0,068 + 0,06 3,79+0,43

Controle 0,079 + 0,06° 4,24 +0,14

3 F5 0,082 + 0,00 3,78+ 0,26
F6 0,086 + 0,06 3,75+0,07

F8 0,063 + 0,00 3,41+0,27

6 Controle 0,474 + 0,02 6,30 + 0,36
F5 0,440 +0,0F 6,27 + 0,24

F6 0,442 + 0,03 5,82+0,37

F8 0,500 + 0,02 5,43 + 0,30

9 Controle 0,741 + 0,0# 7,76 £0,38
F5 0,557 + 0,08 6,88 + 0,36

F6 0,556 + 0,02 6,06 + 0,23

F8 0,333+ 0,02 3,78+0,19

12 Controle 0,929 + 0,08° 8,73+0,5%
F5 0,808 + 0,07° 8,09+0,19

F6 0,923 +0,0% 7,58 +0,33¢

F8 0,687 + 0,03 5,62 +0,16

15 Controle 0,933 +0,068 8,84 +0,36
F5 0,903 + 0,02 8,12+0,1¢

F6 0,939 + 0,07 7,53+0,27

F8 0,905 + 0,08 7,79+0,36

18 Controle 1,018 + 0,03 8,87 £ 0,26
F5 0,900 + 0,02 7,95 +0,26

F6 0,959 + 0,04 7,82+0,36

F8 0,905 + 0,08 7,88+0,18

21 Controle 1,014 + 0,04 8,65+ 0,14
F5 0,942 + 0,03 7,94 +0,24

F6 0,914 + 0,06 7,97 +0,39

F8 1,022 + 0,07 7,91 +0,46

24 Controle 1,044 +£0,1F 8,30 + 0,46
F5 0,974 + 0,09 8,06 + 0,14

F6 0,977 + 0042 7,81+0,19

F8 0,770 + 0,02 6,74 +0,37

Controle - Concentracdo de 10FC- mL* deL. monocytogened. m + F5 - Concentracio de $@WFC-mL* deL. monocytogenes e fago com titulo déWBP- mt* .Lm+ 40
F6 - Concentracdo de $QFC-mL* deL. monocytogenes e fago com titulo d WBP -mL*. Lm + F8 - Concentracéo de $QFC-mL* deL. monocytogenes e fago com
titulo de 16 UFP- mL* . Médias seguidas das mesmas letras mintsculas na mésnaardo diferem entre si.
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Na avaliacdo do controle da populacdo de L. monocytogenes pelo bacteriéfago
LisIGC, observou-se também variacdo significativa (p<0,05) da contagem de L
monocytogenes durante 24 horas de incubacgao a 37 °C.

Durante a fase log de crescimento da bactéria, o fago apresentou efeitioor
controle da populagcdo de L. monocytogenes no meio (Figura 4B, 4C e 4D). No
periodo entre 9 e 12 horas de incubacdo observou-se uma reducéoedg,@,0
ciclos logaritmicos respectivamente quando aplicado o tratamentm F8lacéo
ao tratamento controle. J& nos tratamentos F5 e F6 a reducdo foi de
aproximadamente 0,8 e 1,7 ciclos logaritmicos respectivamente era9enama
reducao de 0,64 no tratamento F5 e 1,14 ciclos logaritmicos no tratefbeapos
12 horas de incubacéo.

De uma maneira geral, os fagos infectam bactérias que sdrant@m fase
exponencial de crescimento, pois € nesta fase de crescimentcabactere toda a
maquinaria metabolica da bactéria necessaria a replicacdo dosdtgemenleno
funcionamento. Além disso, a fase crescimento exponencial@oéeoem locais
ricos em nutrientes, garantindo assim que a progenia fagica oaitean outras
células para se multiplicar.

Os resultados demostraram aumento da contagem de bacteridfaglogies
periodos analisados acompanhados de uma reducdo da contagem de L.
monocytogens e o inverso também foi observado. Essa relacdo esta admeon
periodo de laténcia do fago, ou seja, intervalo de tempo que vai desdecadnfe
até o momento em que novos fagos séo libertados.

Apos a lise celular ocorre uma consequente reducédo na contadeaotéiea
no meio e um aumento da concentracéo do fago, esse comportamepeteseee
forma sucessiva durante o periodo analisado, sendo que durarde Bdgade
crescimento da bactéria esse comportamento se torna mais evidente.

Durante o ciclo litico de um fago, podem ser liberados até 100 novas

particulas virais devido a lise de apenas uma unica bactéria e ca@sses novos
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fagos podem infectar uma nova célula bacteriana. Assim, os sucesslegsde
infeccdo podem reduzir significativamente o numero das bactérias sussegive
fago, oscilando a concentracao fago-bactéria no meio.

As diferentes concentracdes de bacteriéfagos apresentaramtdgeséitos
na reducdo da bactéria, sendo observado que maiores corbestoe; fagos
(tratamento F8) resultaram em um melhor efeito na reducdo naspdpside L.
monocytogenes. Segundo Silva et al., (2014) a concentracao inicay@e rfo
momento da aplicagdo um fator importante para a eficacia naacedie
populacbes microbianas, sendo que, maiores concentracdes de giErgos
melhores resultados reducdo do hospedeiro. Essa relacdo podelisad@xyelo
fato que, em concentracbes maiores de bacteriéfagos, o ndmdrospedeiros
infectados também & maior, reduzindo assim a populacdo de L. monocytogens no
meio.

Segundo Kutter e Sulakvelidze (2005) o efeito entre a concentracdo de
bacteridfagos e a concentracdo de hospedeiro é denominado Multiplicidade de
Infeccdo (MOI) e é o que determina a eficiéncia na reducéo gedeiso, sendo
que MOIs superiores a 10.000 sao mais eficientes. Segundo Ros§2@1@).para
que o contato dos bacteriéfagos com as celula hospedeiras acorfagaadeabil
€ necessario que o bacteriéfago esteja em alta concentracaoono g permite
que as particulas virais alcancem os receptores da célula etauassim a
possibilidade do bacteriéfago conseguir penetrar na célula bactédmmaesmos
autores relatam que em meios liqguidos a infeccdo da célula capsémla
bacteridfago ocorre de forma mais eficiente do que em meiadosgldevido
principalmente ao fato de que as particulas virais poderem se difunadsr

facilmente.
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5.3 Avaliacdo da eficiéncia de bacteri6fagos no crescimento de L.
monocytogenes em leite simulando a condi¢c&do de fabricacdo de queijo Minas

Frescal

No estudo da eficacia do bacteriofago no controle do crescimento de
L. monocytogenes em leite foram observados resultados semelhantes ao

estudo em meio de cultura.

A contagem de L. monocytogenes foi influenciada significativamente
(P<0,05) pelas diferentes concentracdes de bacteriofagos testadasFFiyura
B e C). Esse comportamento pode ser justificado pelo fato de gjue o
tratamentos aplicados respeitaram o MOI (Multiplicidade de Infecgd) 10
e 1000, sendo no tratamento com MOI de 1000 (L8) observou-se melhores
resultados no controle do crescimento de L. monocytogenes.

O tempo de incubacéo apresentou efeito significativo sobre contagem de
L. monocytogenes e de bacteriéfagos (P<0,05) no leite, evidenciando que as
fases do crescimento microbiano, bem como as etapas do cicifecgo do
bacteriofago influenciam na concentracdo destes micro-organisnieisen

No processo de infeccdo os fagos induzem seu hospedeiro para sintetizar
componentes que Sao necessarias para a montagem de ndcataparirais.
Inicialmente liga-se a receptores especificos da bactéria-alvqpagieen ser
proteinas, peptidioglicanos, lipopolissacarideos, capsula ou flagelo. Oamateri
genético do bacteriofago € injetado no interior da bactéria. Na replivaed
o genoma do bacteriéfago € transcrito pela RNA polimerase da bactéria
hospedeira, gerando RNA mensageiro e redirecionando a maguinari
metabdlica da bactéria para a formacdo de novas particulas guaisse
reinem formando novos fagos, liberados apds o rompimento da bacigria. E

meio liquido, como o leite, o contato dos fagos com as células hospedeiras
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ocorre de forma mais eficaz do que em meios sélidos, fadtitarprocesso de
infeccao.

Semelhantemente ao estudo em meio de cultura, ndo foi observado efeit
litico do bacteriéfago durante a fase lag do crescimento da cultura de L
monocytogenes, sendo que durante a fase log a reduc&o da populacéo bacteriana
foi significativamente maior do que nos demais tempos de incubacao
analisados. Durante a fase de multiplicacéo celular as célulasid@seiicam
mais susceptiveis a penetracdo do bacteriéfago, rompimentcélda e
consequente morte. Esse efeito foi observado em todas as corizniiac
bacteriéfagos testados.

No intervalo de tempo entre 0 e 3 horas ndo foi observado reducdo da
contagem de L. monocytogenes, 0 mesmo comportamento foi observado na
curva de crescimento do bacteriofago. Neste periodo as células de L.
monocytogenes estavam na fase lag, ou seja, fase de intensa atividade
metabdlica e de adaptacdo ao meio. A ndo infeccdo do fago nesse mnoment
pode ser devido a necessidade do bacteriofago de que as células haspedeir
estejam em alta concentracdo no meio, facilitando o processo de infeccao.

Quando avaliado o efeito conjunto do sal, cloreto de calcio e acido lat
adicionado ao leite sobre o crescimento de L. monocytogenes e bactesidfago
longo de 24 horas de incubacéo, observou-se que a concentracaul bisEs
adicionadas ao leite nao afetou significativamente a contagem de L.
monocytogenes e a atividade do bacteriéfago.

O pH da solucdo controle foi de 6,66 ja a solucdo contendo as
concentracdes especificas de NaCl, cloreto de calcio e @&tido ha mesma
proporcao adicionada ao leite para fabricagdo de queijo, apresentod dm
6,13. Observou-se também, que quando comparado o tratamento caatrole
tratamento L1, que o crescimento da cultura de L. monocytogenes néo foi

afetado pela concentracdo de NacCl, cloreto de célcio e actamw ladicionado
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ao leite, indicando que esta pequena reducao do pH no leite nswfifeente
para inibir o crescimento da cultura de L. monocytogenes.

Ap6s 12 horas de incubacéo foi observada uma reducdo de 3,8 ciclos
logaritmicos no tratamento L8 (Fago®10FP-mL* e Bactéria 1DUFC.mL%)
em relacdo ao tratamento controle (Bactéria® 10FC-mL'). Quando
comparado o tratamento L8 ao tratamento L1 (Bactéri?JEC- mL*+ NaCl +
Acido Latico) a reducdo foi de 3,3 ciclos logaritmicos, indicagde a
presenca de NaCl e acido lactico no leite ndo inibiu a atividade do biagerio

Segundo Jeffrey, (2010) L. monocytogenes pode se desenvolver em
alimentos com concentracdes significativas de sal e acido devido capatedade
induzir uma resposta tolerante ao acido (ATR), ou seja, capacidad# incha
resisténcia a pH mais baixo do que aquele que poderia ser letal

Na Figura 5 observa-se uma oscilacdo do crescimento da cultura de L
monocytogenes e do bacteriofago, indicando comportamento semelhante ao
estudo in vitro, ou seja, a presenca de células resistentestaddiago e as
diferentes etapas do ciclo de infeccao.

Durante o periodo de incubacéo os tratamentos L5, L6 e L8 apresentaram

diferenca significativa em relacéo ao tratamento controle e o &atarhl.
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Figura 5. Estudo da eficiéncia de bacteriofago no controle de poputsgc&o monocytogenes em leite adicionado de sal, &cido lativetacde
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com titulo de 1OUFP mL™ no leite.




A contagem de bacteri6fagos foi determinada por duas técnicas
diferentes, contagem de placas de lise e titulacdo por microgotas e estas
técnicas foram comparadas entre si. Os resultados demostragapeqas no
tratamento L8 houve diferenca significativa entre as técnicas, indicgeda
técnica de contagem so tem efeito significativo quando a concentrafgignde
temtrésMOI de diferenca da concentracdo da bactéria no leite (Figura 5D).

Os resultados também demostraram que o tempo de incubac&do tem um
efeito significativo na contagem de fagos, independente da técnica escolhida.
A quantidade de fago no leite variou, de acordo com a quantidadduthes c
hospedeiras, com a fase de crescimento da bactéria e o estaguodde
infeccéo do fago. A curva de crescimento de fagos comecarmopeniodo de
laténcia ou eclipse, semelhante a fase lag bacteriana. A prdaseaé
chamada a fase de maturacdo ou de libertacdo (semelhante agfasa lo
bactérias) quando novas particulas de fago séo reunidas e libertadel®. O
pode entdo comecar de novo com a infeccdo de novas células.

Quando um fago infecta uma bactéria, varios fatores séo relevardes par
0 sucesso da infeccdo e numero de novas particulas liberadasniEsse
esta condicionado, por exemplo, ao estado nutricional da bactériaage o f
utiliza ao maximo a maquinaria metabolica bacteriana para a sua Ewodu
ou se as funcdes codificadas pelos fagos como polimerases e proteinas
reguladoras essenciais séo realizadas corretamente. A nacceficiéralguns
desses fatores pode limitar o tamanho explosdao e consequentemente a

quantidade de fagos liberados apds a infeccao.
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5.4 Efeito do tratamento com bacteriéfago na sobrevivéncia de L.
monocytogenes em queijo Minas Frescal durante estocagem sob

refrigeracao

5.4.1 Analises microbiolégicas do leite inoculado de L.
monocytogenes e bacteridofagos, do soro de leite e do exsudado

proveniente da fabricacdo de queijo Minas Frescal

Foi realizada a contagem de L. monocytogenes no leite dos siesmo
no leite 30 minutos sendo que as amostras de leite utilizado nafaoric
dos queijos Minas Frescal apresentaram a auséncia de L. monocytogenes
Essa andlise foi de suma importancia para garantir quetagemn de L.
monocytogenes no queijo foi unicamente oriunda da inoculagéao inerente
aos tratamentos.

Na Tabela 5 encontram-se os valores meédios da contagem de L.
monocytogenes e fagos nas amostras de leite intencionalmente
contaminados com L. monocytogenes, nas amostras de soro coletadas
logo apés a fabricacdo dos queijos e do exsudado um dia apdés a
fabricacdo dos queijos.

A contagem de L. monocytogenes apresentou meédia de 5,18 Log
UFC- mL™" no leite, um aumento médio de 0,18 Log UFC- mL™ em
relacdo ao valor estimado para inoculacdo no leite de 5,0 Log
UFC- mL™. Houve um aumento de 0,4, Log UFP-mL'l; 0,6 Log de UFP-
mL™ ¢ 0,8 Log UFP- mL™ em relagio ao valor estimado de 5 Log UFP-
mL™*; 6 Log UFP- mL™ e 8 Log UFP- mL™, respectivamente na
contagem de fago.

O soro de leite obtido da fabricacao dos queijos apresentou valores

de contagem de L. monocytogenes que variaram de 4,9 E6gill™" a
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5,6 Log UFC- mL™. A contagem de fago variou entre 6,3 Log UFP-mL™

e 9,36 Log UFP-mL™ nos diferentes tratamentos aplicados. Os valores
encontrados no soro de leite foram préximos ao valor encontrado no
leite, isso porque durante o processo de dessoragem, uma parte dos
micro-organismos inoculados ficam retidos na massa e urte mpara

para o soro.

Baseado nos valores meédios da contagem de L. monocytogenes
verificou-se que o tratamento Lm+Q8 demonstrou efeito significativo no
controle da multiplicacdo da bactéria no exsudado dos queijos, 0 que
indica a acéo litica do fago sob a bactéria durando o periodo de
armazenamento. Nos demais tratamentos ndo houve diferenca

significativa.

Tabela 5.Contagem média (desvio-padréo) de L. monocytogenes dt®gFC- mL™)
e titulo do fago (UFP- mL™) em leites, soros de leites obtidos da fabricacdo dos queijos

e exsudado para os diferentes tratamentos do experimento.

Leite Soro de leite Exsudado

Tratamento
L. Fago L. Fago L. Fago
monocytogenes monocytogenes monocytogenes

Lm+Q1 5,4 (0,12) - 4,9 (0,31) - 5,42 (0,18)
Lm+ Q5 5,01 (0,22) 5,4(0,2) 5,55 (0.28) 6,36(0,45) 6,45 (0,10) 4,88(0,21)
Lm + Q6 5,22 (0,18) 6,6(0,2) 5,62 (0,12) 7,69(0,32) 6.62 (0,31) 5,93(0,17)
Lm + Q8 4,08 (0,23) 9,16(0,12) 4,89 (0,22) 8,83(0,15)

512 (0,14)  8,7(0,1)

Lm+Q1: inoculag&o inicial no leite de 1FC'mL™ de L. monocytogenes para fabricacdo de queijo Minas
frescal com a bactériam +Q5: inoculacéo inicial no leite de 1WFC - mL™ de L. monocytogenes e fago
com titulo de 1OUFP- mL™* para fabricac&o de queijo Minas frescal com a bactéria e o fago;

Lm +Q6: inoculacao inicial no leite de AWFC-mL™ de L. monocytogenes e fago com titulo d& WBP-

mL* para fabricacdo de queijo Minas frescal com a baaévifago.Lm +Q8: inoculacao inicial no leite de
10° UFC'mL™ de L. monocytogenes e fago com titulo d& UBP- mL™ para fabricacdo de queijo Minas
frescal com a bactéria e o fago.
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5.4.2 Caracterizacdo fisica e quimica do Queijo Minas Frescal

Produzido

Na Tabela 6 estdo dispostos os resultados da caracterizacao fisica e
quimica do queijo Minas Frescal produzido e a caracterizacdo segundo
Martins et al., (2012) e Silva et al., (2008).

Os resultados demostram que o queijo fabricado apresentou

caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes as encomaddasatura.

Tabela 6. Composicdo media do queijo Minas Frescal fabricado e de

diferentes autores

Queijo Fabricado Martins et al., (2012) Silva et al., (2008)

Gordura (%) 20,9 23,5 28,98
Proteina (%) 17,94 19,5 23,8
Cinzas (%) - 2,4 1,83
Umidade (%) 55,05 56,3 61,67
Solidos Totais (%) 44,5 43,6 38,33
pH 6,34 6,65 6,42

5.4.3 Contagem de L. monocytogenes e bacteriéfagos em queijo Minas
Frescal em diferentes temperaturas durante 21 dias de

armazenamento

O crescimento de L. monocytogenes a 5 °C e a 15 °C durante a
estocagem dos queijos Minas Frescal tratados com bacteridofagos esta
representada na Figura 6. Os resultados demonstram uma reducao

significativa (P<0,05) da contagem de L. monocytogenes ao longo dos 21
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dias de incubacéo nas duas temperaturas de armazenamentoq@&eado
reducao na contagem de L. monocytogenes foi significativamente maior na
temperatura de 15 °C (Figura 6).

A temperatura de armazenamento é um importante fator de
conservacdo, pois seleciona a microbiota capaz de se desengolver
deteriorar um produto. Vale ressaltar que L. monocytogenes € classificada
como um micro-organismo psicrotréfico e tem capacidade de se
desenvolver, mesmo que lentamente, em temperaturas de regiige
Assim, em temperaturas proximas a temperatura Otima denceeso da
bactéria, a multiplicacdo ocorreu de forma mais eficaz e ques&e
ocorreu um aumento da concentracdo de células hospedeiras @mo mei
facilitando a infeccdo pelo bacteriofago. Isso explica o fato de que o
controle da populacdo de L. monocytogenes na temperatura de 15 °C foi
mais eficiente.

Segundo Ramos (2013) os bacteridfagos permanecem viaveis mesmo
em baixas temperaturas e podendo causar infeccdo e reducédo da populaca
do seu hospedeiro.

A contagem de Dbacteri6fagos também foi influenciada
significativamente pelo tempo de armazenamento do queijo. Nao foi
observada a atividade litica do bacteriéfago nos primeiros sete dias de

incubacdo em nenhum dos tratamentos aplicados. J4 apOs o periodo de
quatorze dias de inoculacao observou-se uma reducao de 3,26 ciclos
logaritmicos na temperatura de 15 °C e 1,07 ciclos logaritmicos na
temperatura de 5 °C quando aplicado o tratamento Lm+Q8. Esses
resultados indicam que a concentracdo do bacteriéfago e a atumpeate
armazenamento influenciaram na reducao da contagem da popigalcdo

monocytogenes.
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Figura 6: Variacdo da contagem de listeria e fago durante 21 dias dézemamento de queijos Minas Frescal.

Al: Lm+Q1 Inoculacéo de %@e L. monocytogenes (Armazenamento a 5 A2).Lm+Q1 Inoculacdo de £@le L. monocytogenes
(Armazenamento a 15°C).

B1: Lm+Q5: Inoculacédo de 2@e L. monocytogenes + Ifago (Armazenamento a 5 °@®2: Lm+Q5- Inoculacdo de P@e L. monocytogenes +
10°fago (Armazenamento a 15 °C).

C1: Lm+Q6: Inoculacdo de f@le L. monocytogenes + Afago (Armazenamento a 5 °CE2: Lm+Q6: Inoculacdo de f@le L. monocytogenes +
10 fago (Armazenamento a 15 °C).

D1: Lm+Q6: Inoculacdo de 2@e L. monocytogenes + 4fago (Armazenamento a 5 °@)2: Lm+Q6: Inoculacdo de 2@e L. monocytogenes +
10%fago (Armazenamento a 15 °C).
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Os queijos Minas Frescal devem ser mantidos sob refrigeracao
durante seu periodo de validade, mantendo assim, suas caracteristicas
sensoriais e reduzindo a chance de deterioracdo pela acaocie mi
organismos, mas vale ressaltar que inumeros estabelecimentos
habitualmente desligam as gondolas de refrigeracdo durante & noit
expondo esse tipo de produto, irregularmente, em temperatura®ageri
a de refrigeracdo. Por isso nesta pesquisa, o estudo da eficiEncia
bacteriofago foi realizado avaliando a temperatura de refrigeracad@e 5
e a temperatura abusiva de 15 °C.

Como pode ser observado da Figura 6 o tratamento Lm+Q8, ou seja,
fago na concentracdo de®10i o tratamento mais eficiente no controle da
populacdo L. monocytogenes diferindo significativamente dos demais
tratamentos. Os tratamentos Lm+Q5 e Lm+Q6 com concentra96e§ ge 10
10° de fago respectivamente ndo diferem entre si e quando calopara
tratamento sem a presenca de fago os também nao foi possivel observar
diferenca significativa na contagem de L. monocytogenes.

A eficiéencia do bacteriéfago no controle de populacdes de L.
monocytogenes no queijo é peculiar uma vez que em matrizes solidas a
efichcia do bacteriofago é pequena, entretanto vale ressaltarmsjue
inoculacdes da bactéria e do fago foram feitas no leite e passaram por um
pequeno periodo de incubacéo, o que facilitou a infeccdo e o aumento de
bacteridfagos no queijo. Outro fato relevante é a liberacdo de exsudado
pelo queijo durante o armazenamento. Esse liquido mesmo que em volume
pequeno, contem L. monocytogenes e fago, o que pode influencia na
contagem dos mesmos no gueijo ao longo do tempo.

Guenther, 2009 em sua pesquisa verificou reducdes de até 2s3 ciclo
logaritmicos de L. monocytogenes em amostras de queijo mucareladratada
com bacteriéfagos no periodo de 13 dias a 6 °C. O mesmo autor camparo

concentracdes de 1@ 10 verificando que concentracdes dé® UFP-g-1
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de bacteriéfagos foram mais eficientes no controle de L. monocytoganes e
leite achocolatado e em cachorro-quente, deixando as contdgexs
nivel de deteccdo no periodo de 6 dias de estocagem a 6 °C.

Makino et al.,( 2005) e Silva et al., (2014) descrevem 0 queljmco
um alimento com grande potencial para o desenvolvimento de L.
monocytogenes, principalmente pela disponibilidade de nutrientes e o
maior devido ao aumento da quantidade de manipulagdo. Entretanto o fato
das bactérias alvo estarem incorporado dentro das matrizes alimentare
complexas, protegendo-a, aumenta a dificuldade de difusdo de particulas
dos bacteriéfagos e consequentemente a sua capacidade de infeccéo
(GUENTHER, 2009).

5.4.4 Contagem de Bacteriofagos em queijo Minas Frescal por

duas técnicas diferentes

Para a contagem de bacteriéfagos foi utilizada duas técnicas
diferentes, e estas comparadas entre si. As técnicas avaladas d
técnica tradicional de contagem de placas de lise e a deteamida titulo
do bacteriéfago pela técnica de microgotas, onde se determina o titulo do
fago observando a ultima diluicdo em que o fago apresentou lise evidente.

A Figura 6 apresenta os resultados da contagem de bacteriéfagos por
duas técnicas, em duas temperaturas diferentes e ao longo ds.20uia
resultados que as técnicas apresentam o mesmo comportamento em todos

0s tratamentos e nas duas temperaturas estudadas.
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6. CONCLUSAO

A pesquisa de bacteridfagos de L. monocytogenes foi bem sucedida,
em amostras de intestino de galinha caipira oriundas da zona rural de
Vicosa, MG. O bacteriéfago isolado foi eficaz no controle de popesac
de L. monocytogenes quando testado em meio de cultura, em leite e em
gueijo Minas Frescal.

O teste da eficacia dos bacteriéfagos em leite com acido latie®, sal
cloreto de célcio na proporcéo das adicionadas ao leite paracpoode
queijo Minas Frescal, demostrou que as concentracbes ad@gmao
influenciaram a atividade do bacteriofago.

Foi verificado que as diferentes concentracdes de bacteridofagos
testadas surtiram efeitos diferentes na contagem de L. monocytogeaes tant
no estudo em meio de cultura como em leite e queijo. Sendo que o0s
tratamentos com concentracdo d&UBP-g-foram mais eficientes que os
demais tratamentos em todas as matrizes testadas.

Na avaliacdo do efeito da temperatura na atividade do bacteriofago em
queijos Minas Frescal observou-se que a temperatura de asmezgn
dos queijos tem efeito significativo na contagem de L. monocytogenes e de
bacteriofagos ao longo dos 21 dias de armazenamento. Sendo que a
temperatura de 15 °C foi mais eficiente no controle do crestmmeni
constatado que as técnicas de contagem de bacteriéfagos em queijo por
placas de lise e por microgotas apresentam comportamentos semelhantes,
concluindo que a escolha da técnica nao interfere na contagem dos
bacteriofagos.

Portanto os bacteriéfagos liticos de L. monocytogenes isolados tem

potencial para o biocontrole de populacfes L. monocytogenes.
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