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RESUMO

O controle do crescimento microbiano é um desafio crescente na
producdo de petroleo e gas, uma vez que a presenca de determinadas
bactérias traz impactos econdmico e ambientalmente negativos. As
bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo particularmente problematicas,
uma vez que, entre outros efeitos prejudiciais, sdo responsaveis pela
corrosdo bioldgica ligada a producdo de sulfeto de hidrogénio, efeito
conhecido como “souring”. A principal forma de controle das BRS,
atualmente, é a injecdo de biocidas, no entanto, esta estratégia, além de
requerer aplicacdo continua, tem se revelado pouco efetiva na
eliminacdo de biofilmes e é associada a um alto risco de contaminagéo
das aguas. Portanto, é necessario que se busque abordagens mais
eficientes e especificas em relagdo ao controle microbioldgico. O uso de
bacteriofagos (virus que infectam bactérias) vem ao encontro destas
necessidades, pois ap6s se multiplicarem, geralmente, provocam a lise
celular, liberando novas particulas virais e evitando, assim, que a
bactéria se prolifere. Diante disso, este estudo propOs estabelecer um
método para concentracdo e deteccdo de bacteriéfagos de Bactérias
Redutoras de Sulfato presentes em agua de reator, oriunda de pogos de
petrdleo. As amostras foram coletadas de dois reatores, operados em
batelada alimentada, utilizados para geragdo e manutencdo de uma
microbiota enriquecida em BRS. As amostras de agua de reator foram
primeiramente clarificadas e, em seguida, os virus concentrados por
ultracentrifugacdo. O concentrado viral foi entdo purificado com
Vertrel-XF e 0 DNA viral extraido por diversos processos. Ensaios de
semeadura experimental de fago P1, nas amostras de agua do reator,
revelaram uma taxa de recuperacdo viral de 27,7%, face aos 16%
obtidos por outros pesquisadores. A deteccdo por PCR, entretanto, ndo
revelou a presenca de miofagos nas amostras, devido a presenca de
inibidores inespecificos.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias redutoras de sulfato (BRS), Souring,
controle microbiano, bacteri6fagos.






ABSTRACT

The control of microbial growth is a growing challenge in the
production of oil and gas, since the presence of certain bacteria has
economic and environmental negative impacts. Sulphate reducing
bacteria (SRB) are particularly problematic because, among other
harmful effects, they are responsible for the biological corrosion
associated with the production of hydrogen sulphide, an effect known as
souring. Nowadays, the main form of controling the SRB is the injection
of biocides. However, this strategy, besides requiring continuous
application, has proved ineffective in the elimination of biofilms and is
associated with a high risk of water contamination. Therefore, it is
necessary to seek more efficient and specific approaches to
microbiological control. The use of bacteriophages (phages) meets these
needs, because after they multiply, they usually cause cell lysis,
releasing new viral particles and therefore preventing the bacteria from
proliferating. Thus, this study proposes to establish a method for
concentration and detection of bacteriophages of Sulphate Reducing
Bacteria present in reactor water from oil wells. The samples were
collected from two reactors, operated in fed batch, used to generate and
maintain a SRB enriched microbiota. The reactor water samples were
first clarified and then the virus concentrated by ultracentrifugation. The
viral concentrate was then purified with Vertrel-XF and viral DNA
extracted by several procedures. Experimental sowing trials of phage P1
in the water samples of the reactor revealed a viral recovery rate of
27.7%, compared to the 16% obtained by other researchers. PCR
detection, however, did not reveal the presence of myofagos in the
samples due to the presence of nonspecific inhibitors.

KEY WORDS: Sulphate reducing bacteria (SBR), souring, control of
microbial, bacteriophage.
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1 INTRODUCAO

O crescimento microbiano ocorre naturalmente em diferentes
ambientes, conforme as condic@es fisicas, quimicas e biolégicas, sejam
esses naturais ou ligados a atividade humana.

Desde o0 inicio da producdo comercial de petréleo,
aproximadamente, 140 anos atras, a presenca de microrganismos vem
causando problemas na extracdo de petrleo e gas. Embora os estudos
recentes tenham ajudado a esclarecer o papel das populagdes
microbianas na producdo de petréleo e gas natural, as implicagcdes mais
amplas ainda sdo uma area emergente de pesquisa. Muitas dessas
populacdes, ao se estabelecerem em pocos de extragdo, provocam
impactos econdmico e ambientalmente negativos (MAGOT,;
OLLIVIER; PATEL, 2000).

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo problematicas, uma
vez que sdo responsaveis pela geracdo bioldgica de sulfeto de
hidrogénio (H,S), substancia diretamente ligada ao souring, o qual
ocasiona a acidificacdo dos reservatorios de petroleo e gas, causando
efeitos prejudiciais a inddstria. A forma convencional de controle
microbiano nos pocos é a injecdo de biocidas. Contudo, essa técnica
apresenta desvantagens econdmicas, ambientais e baixa eficiéncia em
certas condi¢Bes, demonstrando a necessidade de investigacdo de novas
alternativas e/ou aprimoramento das ja utilizadas.

O Laboratdrio de Tratamento Bioldgico de Residuos (LTBR) da
UFSC vem, desde 2007, desenvolvendo técnicas de controle do souring
em pogos de petrdleo, utilizando nitrato como inibidor da sulfato-
reducdo. No entanto, essa técnica mostrou-se eficiente durante um
periodo de tempo limitado, inibindo a sulfato-redugdo, porém, ndo
inibiu o crescimento das bactérias, fazendo com que a necessidade de
injecdo de nitrato se tornasse crescente para manter a inibicdo desejada
(resultados ndo publicados).

Uma alternativa que surgiu é o uso de bacteriéfagos (fagos)
especificos, que sdo capazes de infectar as bactérias, causando a sua lise
celular. O uso de fagos como biocidas, tem se tornado uma alternativa
interessante, em especial, os fagos virulentos (de ciclo litico), os quais
tém como uma das principais vantagens sobre o uso de biocida a
capacidade de autorreplicacdo, o que aumenta por si s6 a dosagem do
virus ao longo do curso do tratamento (ZARASVAND; RAI, 2014).

Apos infectar a célula hospedeira, o fago define qual o ciclo de
replicacdo que ira seguir, o ciclo litico, e redireciona o metabolismo dos
hospedeiros para que os fagos gerados causem a lise da célula
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hospedeira e infectem outras bactérias (HALON, 2007). J4, no ciclo
lisogénico (fagos temperados), o fago insere seu DNA no cromossomo
do hospedeiro, permanecendo na célula hospedeira, num estado latente
(pr6-fago), até que um ciclo litico seja induzido por um fator fisico ou
quimico (ZARASVAND; RAI, 2014).

O uso de coquetéis ou de fagos polivalentes aumenta as chances
de sucesso no controle microbiano na area ambiental, porque amplia o
espectro de hospedeiros infectados (HU; MIYANAGA; TANJI, 2012).

Os bacteriéfagos (fagos) apresentam caracteristicas que
possibilitam sua aplicacdo em diversas areas como a medicina e, mais
recentemente, a engenharia, garantindo seu uso como agente de controle
microbiano. No entanto, os fatores que influenciam esse processo ainda
requerem muita pesquisa e estudo para consolidar essa técnica, em
especial, na area ambiental, na qual é comum a formac&o de biofilmes e
a heterogeneidade bacteriana.

Considerando os problemas causados pelas BRS em pocos de
petroleo e gas e devido a auséncia de metodologia especifica para o
estudo de fagos existentes nas amostras de agua desses pocos, este
trabalho tem o objetivo de estabelecer um método para deteccdo de
bacteri6fagos presentes nesses ambientes.

1.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um método para deteccdo de bacteriéfagos de
Bactérias Redutoras de Sulfato presentes em agua de reator, oriunda de
pocos de petroleo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Enriquecer um consorcio bacteriano anaerébio em reator com
alimentacdo em batelada, a partir de 4gua de producédo de pogo de
petrdleo offshore.
b) Estabelecer um método de concentracdo viral e determinar a
eficiéncia de recuperacéo.
c) Estabelecer a melhor metodologia para purificagdo das
amostras e obtencdo do DNA viral.
d) Padronizar os parametros para deteccdo de miofagos nas
amostras através de reacdo de amplificacdo gendmica pela
polimerase (PCR).
e) Verificar a presenca de bacteriéfagos nas amostras de agua de
reatores.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICRORGANISMOS EM RESERVATORIOS DE PETROLEO E
GAS

Quando comparado com as demais areas da ecologia microbiana
ambiental, existem poucos estudos voltados para reservatorios de
petrdleo e gas, principalmente, tratando-se de superficies profundas. Um
dos principais fatores da escassez de estudos mais aprofundados ¢é a
dificuldade da extracdo de amostras locais. Devido ao fato de muitos
reservatorios estarem localizados em locais de dificil acesso, a coleta de
amostras pode ocasionar riscos pessoais e econdmicos para a companhia
detentora do direito de exploragdo. Por isso, mesmo sendo de interesse
da industria de petréleo ter conhecimento da vida microbiana nestes
locais, ainda ha muito estudo e pesquisa a serem feitos.

A origem das populacdes microbianas em reservatorios de
petroleo e gas ainda é bastante discutida, mas, acredita-se que em
reservatérios convencionais podem ser tanto autdctones quanto
introduzidas exogenamente durante a perfuracdo e/ou injecdo de agua
para o fraturamento hidraulico (DAVIS; STRUCHTEMEYER; DAVIS;
ELSHAHED, 2012).

Uma das fontes de contaminacdo microbiana nesses pogos é o
grande volume de fluido de perfuracdo, que sdo bombeados para resfriar
e lubrificar a broca de perfuragdo e manter a pressdo de fundo de pogo
para evitar uma ruptura. Fluidos de perfuracdo possuem em sua
formulacdo uma mistura de varios componentes, como por exemplo:
celulose, a qual confere viscosidade; barita, que confere peso, e
lignossulfonados com 4&gua, que auxiliam na diluicio do fluido
(PEREYRA et al., 2010).

Pereyra et al. (2010) comentam que os componentes utilizados
nos fluidos de perfuracdo podem servir como fonte de carbono e sulfato
para 0s microrganismos. Outros fatores facilitam a contaminacdo e
proliferacdo de microrganismos, sendo a temperatura um deles, ja que
ela interfere no fluido de perfuracdo quando preparado e utilizado,
principalmente com o fato dele ser deixado sem protecdo no ambiente.
Vale ressaltar, também, que, durante a perfuracdo, grandes volumes do
fluido acabam ficando retidos na formacao rochosa dos reservatorios, o
gue ocasiona a introdugdo de microrganismos no local
(STRUCHTEMEYER; DAVIS; ELSHAHED, 2011).

Outra fonte de contaminagdo nos reservatorios sdo os fluidos de
fraturamento hidraulico. Esses fluidos sdo usados para fraturar rochas a
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partir da alta pressdo, bem como transportar propantes (material sélido
com poder abrasivo, utilizado para potencializar o fraturamento) e
outros aditivos quimicos.

Doe (2009) descreve a composicdo tipica do fluido de
fraturamento hidraulico, a qual é constituida por 90% de agua, 9,5% de
areia e 0,5% de aditivos quimicos. Entre os aditivos mais utilizados
estdo: acidos, que ajudam a dissolver os minerais; sal, utilizado como
um conservante para retardar a degradacdo de polimeros de gel;
poliacrilamida, um lubrificante; etileno-glicol, um inibidor de escala;
sais de borato, que ajudam a manter a viscosidade do fluido;
glutaraldeido, um biocida; goma de guar, que serve como um
espessante; isopropanol, para aumentar a viscosidade; e acido citrico,
utilizado para evitar a precipitacdo de dxidos de metal. A composi¢cdo
guimica exata de tais fluidos é confidencial, apenas as empresas detém-
nas (KARGBO; WILHELM; CAMPBELL, 2010).

Observando os aditivos quimicos utilizados, observa-se o fato
que tais fontes de carbono estdo classificadas como biodegradaveis, ou
seja, sdo capazes de garantir o crescimento de microrganismos
especificos. Além disso, alguns desses componentes podem servir,
também, como fontes de fdsforo, enxofre, ou nitrogénio que tendem a
ser, naturalmente, limitados no reservatorio. Vale ressaltar que as
particulas sélidas dos aditivos com superficie disponivel podem servir
como uma matriz para a fixacdo de populagdes microbianas e formacédo
de biofilme (BOTTERO et al., 2013).

A grande maioria das bactérias, uma vez estabelecidas no interior
do reservatério, como em todos 0s ambientes naturais, tende a existir na
forma de biofilmes ou micro-col6nias (CURTIS; SLOAN; SCANELL,
2002). Segundo Volk e Hendry (2010), o efeito da formag&o de biofilme
na porosidade e permeabilidade de reservatdrios é conhecido, sendo uma
caracteristica frequentemente explorada nas estratégias de Recuperacdo
Avancada de Petr6leo por Métodos Microbianos (MEOR).

No entanto, as condicdes ambientais nos reservatérios tém um
impacto importante sobre 0 crescimento microbiano e sua
sobrevivéncia. Dentre os fatores limitantes para o crescimento de
bactérias nesses locais, encontra-se disponibilidade de fontes de carbono
e demais nutrientes, temperatura, pressao, salinidade, pH, entre outros.

Os pocos apresentam temperaturas acima de 120°C, salinidade e
pH extremos limitam a diversidade biol6gica e a atividade microbiana.
Por outro lado, a alta pressdo dentro dos reservatérios de petréleo (até
500 atm) ndo impede o crescimento bacteriano, embora possa
influenciar nas suas propriedades fisioldgicas e metabdlicas.
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Quanto aos doadores potenciais de elétrons, eles incluem metano
(CHy), hidrogénio (H,), acidos graxos volateis (acetato, propionato e
benzoato) e hidrocarbonetos de petréleo. O potencial redox é baixo em
campos de petroleo profundos e alguns receptores de elétrons (oxigénio,
nitrato e ferro férrico) sdo geralmente ausentes. No entanto, a dgua do
fraturamento hidraulico contém sulfato, ferro (Ill) e carbonato, que
podem garantir 0s processos metabdlicos, tais como a reducdo de
sulfato, metanogénese e acetogénese (MAGOT; OLLIVIER; PATEL,
2000).

2.2 BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo procariotas, as quais
podem ser divididas em quatro linhagens bacterianas, conforme analise
das sequéncias de 16S rRNA: BRS mesofilicas Gram-negativas; BRS
Gram-positivas formadoras de esporos; BRS bactérias termofilicas e
BRS arquéias termofilicas, sendo que todos esses grupos se
caracterizam por usar o sulfato como aceptor final de elétrons durante a
respiracdo anaerébica (CASTRO; WILLIAMS; OGRAM, 2000).

Os principais géneros de bactérias redutoras de sulfato sdo
Desulfovibrio, as quais fazem parte do grupo de redutores de sulfato ndo
oxidante de acetato, sdo bacilos curvos com flagelacdo polar, sem
esporos, gram-negativos e termofilico.

Desulfobacter compde o grupo dos redutores de sulfato
oxidantes de acetato, sédo bacilos, sem esporos, Gram-negativos, quando
moveis possuem flagelo polar. Ja, as Desulfuromonas fazem parte do
grupo redutores dissimilativos de enxofre, sdo bacilos, flagelo Unico
lateral, Gram-negativos (MADIGMAN et al., 2010).

As BRS sdo microrganismos anaerébios que utilizam sulfato
(SO4® ou compostos mais reduzidos de enxofre (sulfito (SO3?),
tiossulfato (S,052)) como aceptor de elétrons, contudo a forma mais
abundante na natureza é o sulfato. Ja, os compostos organicos sao 0s
doadores de elétrons em seu metabolismo, gerando como produtos
sulfeto de hidrogénio (H,S) e didxido de carbono (CO,). As BRS podem
ser heterotrdficas, utilizam o carbono organico como fonte de carbono,
ou autotréficas, as quais utilizam CO, como fonte de carbono e
hidrogénio (fonte de elétrons) (FAUQUE; BARTON, 2012). Também,
sdo capazes de metabolizar desde de &cidos graxos de cadeia curta
(propionato e acetato) até cadeia longa de acidos graxos e compostos
aromaticos (WIDDEL, 1980). Wilkes et al. (2000) descreveram que
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BRS séo capazes de crescer na presenca de petréleo como sendo a Gnica
fonte de carbono disponivel.

Taxonomicamente, por um longo periodo, foram divididas em
dois grandes géneros: Desulfovibrio e Desulfomaculum, mas novos
géneros vém sendo identificados (Desulfobacter, Desulfonema,
Desufolbulbus, Desulfuromonas, Desulfosarcina, Desulfomicrobium,
Thermodesulfobacterium). Esses géneros incluem representantes
terrestres e aquaticos, com espécies halofilicas que chegam a tolerar
salinidades superiores a 18% (FAUQUE; BARTON, 2012).

As BRS possuem uma ampla faixa de pH étimo de 5 a 9, sendo
que valores superiores ou inferiores a essa faixa, geralmente, resultam
em uma atividade metabdlica baixa ou inibitéria. Ja, quanto a
temperatura, a maioria ¢ mesofila (temperatura 6tima entre 25 e 40°C),
no entanto, algumas sdo psicrofilicas (toleram até -5°C) e outras sdo
hipertermofilicas (temperatura 6tima superior a 75°C) (TANG;
BASKARAN; NEMATI, 2009).

No metabolismo da BRS, o sulfato pode ser reduzido de duas
formas, de acordo com Postgate (1984):

eReducdo Assimilativa — o sulfato é utilizado como fonte de
enxofre para a biossintese de componentes citoplasmaticos, sendo
incorporado pelos organismos, compfe as estruturas quimicas de
aminoéacidos, acidos nucléicos e em alguns co-fatores.

eReducdo Dissimilativa — sob condi¢cGes anaer6bias, as BRS
podem utilizar sulfato como aceptor final de elétrons no sistema de
transporte de elétrons, gerando energia com a producdo de sulfeto.

Esse grupo de bactérias se destaca quanto a variedade de
ambientes nos quais podem ser encontradas, estando distribuidas em
ambientes aquaticos e terrestres, sendo encontrados em ambientes
marinhos, estuarios, sedimentos e lagos salinos e hipersalinos, em aguas
de campos de exploracdo de petroleo, etc. (KLEIMKEMPER et al.,
2002). Também foram detectadas em ambientes com temperaturas
extremas, como fontes hidrotermais e domo de lama vulcénica
(ELSGAARD; PRIEUR, 1994), em locais com alta pressdo, como
fendas oceénicas, jazidas de petréleo (JEANTHON et al., 2002) e em
grandes profundidades, encontradas em minas de ouro da Africa do Sul,
aquiferos basalticos nos EUA (BAKER et al., 2003) e pogos petroliferos
do Golfo do México (MIRANDA-TELLO et al., 2004).

BRS compreendem um diversificado grupo que possui um papel
importante nos ciclos de carbono e enxofre em condi¢Bes andxicas nos
oceanos. O primeiro grande estudo microbioldgico, o qual descreve a
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presenca de BRS em pocos de petroleo, foi publicado por Bastin (1926)
e 0 autor creditou a esses microrganismos a formacgdo bioldgica do
sulfeto de hidrogénio.

As BRS foram os primeiros microrganismos isolados a partir de
pocos de petroleo, e continuam a ser identificados como os principais
constituintes de comunidades microbianas em reservatdrios de petréleo
e gas (GITTEL et al., 2009). Aproximadamente, 220 espécies de 60
géneros diferentes desse tipo de bactéria ja foram identificadas
(BARTON; FOUQUE, 2009), sendo as mesofilicas as que causam
efeitos prejudiciais (souring): Desulfovibrio longus, D. vietnamensis,
Desulfovibrio gabonensis e Desulfomicrobium apsheronum (MAGOT;
OLLIVIER; PATEL, 2000).

Para investigar o mecanismo da redugdo de sulfato, efeito
souring, as espécies do género Desulfovibrio tém sido usadas como
modelo de organismo (VANCE et al., 2005). As espécies, tais como,
Desulfovibrio desulfuricans (ATCC29577), Desulfovibrio vulgaris
(ATCC29579) e Desulfovibrio sapovorans (ATCC33892) estdo a
disposicéo em colec¢des de cultura (DECORATO, 2012).

2.2.1 Relac&o entre as Bactérias Redutoras de Sulfato e o Souring

O fendémeno conhecido como “souring” ocorre devido a presenga
de H,S, responsavel pelos efeitos prejudiciais na inddstria do petrdleo.
Esse fendbmeno estd presente tanto nas operagGes de producdo de
petrdleo terrestres quanto offshore (reservatorios de petréleo e campos
maritimos). O fendmeno pode ocorrer no préprio reservatdrio ou na
superficie das instalagBes de processamento e em condicfes de baixa ou
alta temperatura. Em sistemas aquaticos, o sulfeto pode existir nas
formas S?, HS e H,S, dependendo do pH do meio (GIEG; JACK;
FOGHT, 2011).

O souring ndo é exclusivamente de origem bioldgica, sendo que
0S mecanismos ndo biogénicos incluem decomposicdo de
hidrocarbonetos que contém enxofre em sua composi¢do, dissolucéo de
pirita e redugdo termoquimica do sulfato. J& a forma bioldgica se da
guando microrganismos reduzem, enzimaticamente, sulfato, tiossulfato
ou enxofre elementar a sulfeto com o objetivo de ganhar energia para
seu crescimento (LIAMLEAM; ANNACHHATRE, 2007).

Agrawal; Vanbroekhoven; Lal (2010) relataram a ocorréncia de
souring biol6gico durante as operacfes de recuperacdo primaria de
petréleo, quando o mecanismo de extracdo utilizado € a propria presséo
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do reservatorio. No entanto, é na recuperacdo secundaria de petrdleo, a
qual envolve a injecdo de agua, que este fendbmeno é mais comum.

Na recuperacdo secundaria de petrdleo, a 4gua do mar ou outra
agua é injetada no fundo do pocgo para voltar a pressurizar o reservatorio
apés a perda da pressdo natural que ocorre durante a recuperagao
primdria e para “varrer” o petréleo para os pocos de producdo (Figura
1), prolongando a vida Util de um campo de petréleo. As BRS presentes
no ecossistema do reservatério, sejam elas indigenas ou introduzidas
pela injecdo de fluido, podem facilmente utilizar o sulfato disponivel,
levando ao aumento das concentragdes de sulfeto no local (GIEG;
JACK; FOGHT, 2011).

Figura 1 - Esquema de recuperagdo secunddria de petréleo através da reinje¢do
da &gua produzida (PWRI) comumente utilizado em campos continentais

Injecdo de agua

Fluidos
produzidos
(6leo +
agua)

Poco de
injecao

Armazenamento  Separador
de dqua 6leo:agua

Poco de
extracdo

Fonte: Adaptado de GIEG; JACK; FOGHT, 2011.

Um reservatério de petréleo pode ser considerado acidificado
(sob o efeito do souring) quando as concentragfes de H,S séo superiores
a 4 ppm ou 0,5% de enxofre em massa. Mais de 70% das reservas de
petroleo do planeta sdo estimadas como acidificadas, por Jahn; Bos;
Broeke (2012), e 0 mesmo vale para cerca de 40% das reservas de gas
globais conhecidas (ZAKKOUR; COOK, 2010).
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O souring causa outros problemas além da acidificacdo do meio,
como a precipitacdo do sulfeto de ferro, que é responsavel pela
obstrugdo de tubulagdes e equipamentos. J4, as BRS sdo responsaveis
pela corroséo da infraestrutura e oxidacdo do metano nos reservatorios
de petréleo e gas (BARTON; FAUQUE, 2009).

Outro aspecto negativo da presenca de microrganismos nos
reservatérios € que eles podem alterar a composicao original do petréleo
ou gas, uma vez que degradam os hidrocarbonetos presentes (ROLING;
HEAD; LARTER, 2003), pois as BRS sdo capazes de utilizar como
fonte de carbono, hidrocarbonetos de cadeia curta, tais como propano e
butano, ambos presentes nos reservatorios, alterando a composicéo final
do produto e contribuindo para a produgdo de H,S (KNIEMEYER et al.,
2007).

De acordo com Machel; Krouse; Sassen (1995), também existe a
possibilidade de entupimento de camadas subterraneas contendo
petroleo, devido a combinacdo do crescimento da biomassa e sulfetos
metalicos precipitados, assim podendo ocasionar a reducdo na eficiéncia
de recuperacdo do 6leo em reservatorios convencionais.

Além de tudo, o H,S é um gas tdxico que reduz severamente a
qualidade do ar, levando a problemas de salde e seguranga em
ambientes operacionais (TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009).

Também, tem-se levantado a possibilidade de que os &cidos
graxos volateis (AGV), presentes nos reservatérios, sdo consequéncia da
biodegradacdo do petréleo por microrganismos. Tanji et al. (2014)
investigaram 0s mecanismos que levam ao souring a partir da
degradacdo bioldgica do petrdleo nos pogos e concluiram que tanto a
reducdo do sulfato quanto a degradacdo de tolueno (um dos
componentes do petroleo bruto) ocorrem ao mesmo tempo. De acordo
com Handa et al. (2010), os &cidos graxos volateis (AGV) sdo os
principais doadores de elétrons para as BRS, ou seja, a propria
biodegradacéo do petroleo contribui para acelerar o souring.

2.2.2 Controle microbiano de Bactérias Redutoras de Sulfato
2.2.2.1 Injecdo de biocidas nos pocos de petrdleo e gas

Os biocidas sdo classificados como oxidantes ou ndo oxidantes
(KELLAND, 2009). Entre os ndo oxidantes, existem as categorias dos
eletrofilicos, liticos ou protonoféricos (ndo acopladores), com base no
seu mecanismo de agdo (CHAPMAN, 2003). Oxidantes e eletrofilicos
sdo biocidas reativos que tém varios alvos na célula, enquanto os liticos
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e protonoforicos atacam a membrana celular com o objetivo de dissipar
0 transporte de protons para que a célula ndo consiga produzir energia.
Cada classe biocida particular tm vantagens e desvantagens especificas,
e combinagbes de biocidas podem interferir uns com o0s outros ou
funcionar sinergicamente.

A escolha do biocida é um aspecto critico de um programa de
controle microbiano. Entre os critérios de selecdo estdo (FINK, 2011;
BOIVIN et al., 1992):

e custo-beneficio;

o compatibilidade com os aditivos do fluido de fraturamento;

o“velocidade de agdo” adequada;

e estabilidade nas condicbes ambientais especificas para
assegurar o tempo de contato adequado;

o facilidade de transporte e aplicacéo;

e registro da EPA (ou perspectiva razodvel de alcancar o
microrganismo);

e compatibilidade com o tipo de rocha do reservatorio;

e riscos ambientais.

Dentre o0s biocidas mais utilizados estdo: glutaraldeido,
formaldeido, Tetrakis hidroximetilfosfonio sulfato (THPS), 2,2-
Dibromo-3-nitrilopropionamida  (DBNPA), Bronopol, compostos
quaternarios de Amonia (CQAS) e acroleina.

Em geral, os biocidas ndo oxidantes sdo mais utilizados em
fungdo da sua maior estabilidade, por possuirem reatividade reduzida em
relacdo aos componentes do fluido de faturamento, e por serem menos
suscetiveis a causarem corrosdo em relacdo aos oxidantes.

No entanto, os oxidantes sdo considerados de agdo mais rapida,
mais reativos e menos persistentes no ambiente. Eles também sdo menos
suscetiveis ao desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos, além
de serem mais eficazes contra um espectro mais vasto de
microrganismos. Essas caracteristicas os tornam mais adequados para
aplicacdo em sistemas de agua armazenados, caso encontrado na
recuperacao secundaria de petréleo (FINK, 2011; KELLAND, 2009).

Segundo Gieg; Jack; Foght (2011), entre as desvantagens do uso
de biocidas esta a dificuldade de fazé-los alcancar a parte mais profunda
dos pogos — prejudicando o controle de comunidades adaptadas a esses
locais; o alto custo — que é potencializado pela necessidade de
aplicacdes continuas para se garantir eficiéncia; e o fato de alguns serem
altamente perigosos a salide humana e ambiental, fazendo com que e o
uso continuo acabe levando ao desenvolvimento de resisténcia por parte
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dos microrganismos. Estudos, inicialmente desenvolvidos por Gardner e
Stewart (2002), apontam uma baixa efetividade desses compostos na
eliminagdo de biofilmes.

2.2.2.2 Aplicacdo de nitrato e/ou nitrito nos pocos de petrdleo e gas

A aplicacdo de nitrato nos pogos é uma estratégia adotada, a qual,
utilizada como aceptor de elétrons pelos microrganismos, estimula o
crescimento de bactérias desnitrificantes (ou redutoras de nitrato) que
encontram um ambiente termodinamicamente mais favoravel e acabam
por vencer as BRS na competicdo pelo seu principal substrato
(HUBERT; VOORDOUW, 2007). No entanto, algumas redutoras de
nitrato também estéo envolvidas em biocorrosdo e diminuicao de fluxos
de extracdo em pocos de petroleo e gas.

E importante salientar que essa técnica requer repetidas
aplicagcBes do nitrato, resultando em custos elevados com insumos.
Além disso, pode levar ao aumento da biomassa no interior dos
reservatérios, potencializando os efeitos de colmatacdo nos pocos, o
gue, consequentemente, reduz a produgdo local (ECKFORD;
FEDORAK, 2002).

2.2.2.3 Controle dos niveis de oxigénio no fluido injetor

Baseia-se no uso de oxigénio em fase solida, como o perdxido de
magnésio (MgO,), para controle do souring, além de ser uma alternativa
para aumentar os niveis de oxigénio nos pocos de petr6leo e géas. O
perdxido de magnésio age através de dois mecanismos: abidtico (oxida
sulfeto a sulfato) e biotico (inibe BRS pelo aumento do potencial
REDOX no meio). Um dos aspectos negativos da técnica é que existem
linhagens de BRS que sdo aerotolerantes (CHANG; CHANG; CHEN,
2007).

2.2.2.4 Remocao de sulfato por processo de Nanofiltracéo

Tal metodologia vem sendo empregada em alguns pocos de
petroleo e gas offshore, onde membranas de nanofiltracdo s&o
responsaveis pela reducdo de 2.600 mg.L" de sulfato para valores
inferiores a 50 mg.L™. Porém, a aplicacdo desta tecnologia torna-se
invidvel devido aos custos e tempo de implantacdo, e, principalmente,
pelo grande volume de agua utilizada como fluido injetor. Outro fator a
se considerar é que a remogao de sulfato (dessulfatacdo) permite reduzir
consideravelmente os niveis de sulfato, porém, sempre hd uma adicao de
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sulfato mantendo o metabolismo das BRS ativo, mesmo em baixas
concentracdes (MAXWELL,; SPARK, 2005).

2.2.2.5 Uso de bacteriéfagos como tecnologia alternativa no controle
das bactérias redutoras de sulfato

Os problemas com os métodos convencionais de controle
biolégico em pocos de producdo permitem o desenvolvimento de
técnicas modernas, que passam a utilizar a biotecnologia para o controle
microbiano, possibilitando abordagens mais eficientes e especificas. O
uso de virus tem se mostrado eficiente em varias areas como a médica
(JENSEN et al., 2015), a alimenticia (ROSSI; ALMEIDA, 2010), a
veterinaria (GONCALVES, 2013) e a biotecnoldgica (ROSENBERG et
al., 2010).

O uso de fagos como biocidas vem se tornando uma alternativa
interessante, em especial os fagos virulentos (de ciclo litico), os quais
tem como uma das principais vantagens sobre o uso de biocida a sua
capacidade de autorreplicacdo, o que aumenta por si s6 a dosagem do
virus ao longo do curso do tratamento (ZARASVAND; RAI, 2014).

O uso de coquetéis ou de fagos polivalentes aumenta as chances
de sucesso no controle microbiano na area ambiental, porque amplia o
espectro de hospedeiros infectados, uma vez que, quando se trata de
microbiologia ambiental a heterogeneidade das amostras, em geral, é
maior, mesmo num ambiente com condi¢cdes mais restritas, como é o
caso de aguas profundas (HU; MIYANAGA; TANJI, 2012).

2.3 BACTERIOFAGOS

Bacteriofagos (fagos) sdo virus que infectam apenas as células
bacterianas. Devido ao fato de ndo possuirem metabolismo proprio,
usam o mecanismo de replicacdo da célula hospedeira com o intuito de
fazer muitas copias do seu genoma e consequentemente novos virus,
capazes de infectar outras células.

Tais virus sdo ubiquos e constituem o maior grupo de virus, pois
podem infectar Eucarya e Archaea, tanto como profagos em
hospedeiros especificos, como também livres na natureza em uma ampla
variedade de habitats (ACKERMANN, 1996).

Primrose et al. (1982) relataram que a ecologia de bacteriéfagos
pode ser definida como a interacdo do virus com seus hospedeiros no
ecossistema e os efeitos de tais interagbes na composicdo e
produtividade de um determinado habitat.
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Os bacteridfagos sdo as entidades biolégicas mais abundantes na
Terra, com uma relacdo média de cerca de 10:1 fagos por bactéria. O
maior reservatorio dos virus sdo 0s oceanos, onde a concentracdo varia
de 10* a 10"/mL na coluna de agua e mais de 10%/mL no sedimento
(PAUL et al., 1993; WOMMACK; COLWELL, 2000; BREITBART et
al., 2004; PAUL et al., 2005).

A importancia dos bacteri6fagos na ecologia microbiana,
especialmente, no meio marinho, surgiu devido a reavaliacdo da funcéo
dos fagos, quanto a influéncia da transferéncia horizontal dos genes na
diversidade bacteriana e também na taxa de mortalidade microbiana nos
ecossistemas aquaticos. Assim, os fagos tém um impacto sobre a
abundéncia, a diversidade e a estrutura das comunidades (PROCTOR;
FUHRMAN, 1990; SUTTLE; CHAN; COTTRELL, 1990;
BREITBART et al., 2007).

No ecossistema marinho, hd muitos estudos avaliando a
diversidade dos virus (GREGORACCI, et al., 2015; HEARD, et al.,
2006; PAUL, 2008; FILEE, et al., 2005). Ha estudos que sugerem que
0s virus sdo responsaveis por cerca de 30-40% da mortalidade das
bactérias, devido a lise celular (FUHRMAN, 2000; WOMMACK e
COLWELL, 2000).

Estudos de diversidade dos virus foram realizados por Burbano-
Rosero et al. (2011), os quais determinaram a concentracdo de colifagos
somaticos através de microscopia eletrbnica em amostras de agua do
mar e plancton e bivalves coletadas em trés regifes costeiras de S&o
Paulo. Nas amostras de plancton, foram observados Siphoviridae
(65,8%), Podoviridae (15,8%), Microviridae (15,8%) e Myoviridae
(2,6%). Gimenes (2010) analisou a populagdo de Phycodnaviridae e
Myoviridae nos rios Cuieiras, Negro e Solimdes, localizados na Bacia
Amazonica, utilizando métodos moleculares (PCR, DDGE — Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis, clonagem, sequenciamento e microscopia
eletronica de transmissdo — MET). Os Myoviridae foram detectados em
todos os rios, tanto com o método PCR como com a MET.

Também foi realizada pesquisa de bacteriéfagos de Shigella
sonnei em &gua com suspeita de contaminagdo por virus da Hepatite A
(HAV) em um pogo em Francisco Morato, S&o Paulo. Bacteridfagos de
Shigella foram detectados na agua do poco naturalmente contaminada
até o nono dia de conservacdo em temperatura ambiente (PAULA et al.,
2010). Entretanto, ndo ha relatos, até o momento, sobre estudos
relacionados a presenca de fagos em aguas de pocos de petréleo no pais.
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2.3.1 Caracteristicas gerais e classificagéo

S&o conhecidos cerca de 2.700 bacteridfagos, taxonomicamente
organizados em 10 familias com caracteristicas morfoldgicas e genomas
distintos (NELSON, 2004; ACKERMANN, 2011), como apresentado

na Tabela 1 e Figura 2.

Tabela 1 - Descricdo das familias de bacteri6fagos

Ordem/Familia Acido Morfologia

Nucléico
Caudovirales Obs.: N&o envelopado
Podoviridae dsDNA (L) Cauda curta e ndo contratil
Siphoviridae dsDNA (L) Cauda longa e ndo contrétil
Myoviridae dsDNA (L) Cauda longa e contratil
Sem ordem
definida

Corticoviridae dsDNA (C)
Cystoviridae dsDNA (C)

Plasmaviridae dsDNA (C)

Capsideo icosaédrico de parede
lipidica

Capsideo icosaédrico com envelope
lipidico segmentado

Pleomérfico com envelope lipidico e
sem capsideo

Tectiviridae dsDNA (L) Capsideo icosaédrico com uma
vesicula lipoprotéica interna
Inoviridae dsDNA (C) Bastonete com simetria helicoidal
Leviridae dsDNA (L) Capsideo semi-icosaédrico
Microviridae dsDNA (C) Capsideo icosaédrico

Legenda: C — Circular, L — Linear.
Fonte: ACKERMANN, 2011.
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Figura 2- Estruturas comuns nos bacteriéfagos e caracteristicas morfoldgicas
especificas
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Legenda: A) Estruturas comuns nos bacteridfagos; B) Caracteristicas
morfoldgicas especificas dos diferentes tipos de bacteriéfagos: 1 — Capsideo
com cauda contratil; 2 — Capsideo com cauda rigida; 3 — Capsideo com cauda
curta; 4 — Capsideo grande sem cauda; 5 — Capsideo pequeno e sem cauda; 6 —
Filamento flexivel sem capsideo.

Fonte: GONCALVES, 2013.

2.3.2 Multiplicacéo viral

Como os fagos ndo possuem metabolismo proprio, necessitam do
metabolismo, dos recursos energéticos e materiais dos seus hospedeiros
para sua multiplicacdo. O processo de multiplicacdo é comum a todos os
virus e compreende Vvarias etapas (Tabela 2) (DUCKWORTH; GLENN;
MCCORQUODALE, 1981).

A primeira etapa da infeccdo viral é a adsorcdo, a qual é
composta por trés fases: contato inicial, ligacdo reversivel e a ligacdo
irreversivel. Os fagos ligam-se a receptores especificos existentes na
superficie dos hospedeiros para iniciar a replicacao.

A especificidade em relacdo ao hospedeiro é uma das
caracteristicas mais importantes dos bacteriéfagos. A infeccdo
bacteriana comeca pela ligacdo do bacteriéfago a receptores especificos
na superficie das bactérias. Alguns fagos possuem um baixo espectro de
infeccdo, enquanto outros sdao de amplo espectro, o que significa que
podem infectar muitas espécies de bactérias Unicas ou multiplas
(AZEREDO; SUTHERLAND, 2008).
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De acordo com Mateus et al. (2014), é justamente essa
especificidade que torna a selecdo do bacteriéfago correto em relagéo ao
hospedeiro, um fator chave no sucesso no uso de fagos para o controle
bioldgico. Esses autores testaram o uso de fagos para a inativacdo de
Vibrios na aquicultura e observaram que ao utilizar um coquetel a
eficiéncia do processo aumentava muito mais em relagcdo ao uso de um
Unico fago, uma vez que, nesse caso, também néo estavam lidando com
apenas uma espécie de hospedeiro.

Tabela 2 - Etapas do processo de multiplicacéo viral
Processo de multiplicagéo viral

1.Adsorc¢éo: interagéo com receptores celulares
2.Desnudamento: Separagdo do acido nucléico da capa de proteina
3.Sintese: Expressao e replicagdo do 4cido nucléico
a.mRNA pré-incial e sintese proteica
b.Replicacdo do acido nucléico
c.mRNA final e sintese proteica
4.Montagem e maturagdo: Formacdo de novas particulas fagicas
5.Liberac8o de novos fagos — lise da célula hospedeira
Fonte: Adaptado de DUCKWORTH; GLENN; MCCORQUODALE, 1981.

Bacteridfagos ndo se locomovem independentemente, ja que ndo
possuem mecanismos para tal, seu transporte no meio depende de sua
adsorcdo aos organismos presentes ou a materiais particulados em
suspensdo. Por isso, esse também se torna um fator limitante a sua
atividade, considerando que, se for adsorvido a um receptor impréprio, é
provavel que isso influencie negativamente sua difusdo pelo meio.
Considerando isso, Walshe et al. (2010) investigaram o efeito do pH, da
forga ibnica, matéria orgéanica dissolvida e vazdo no transporte de
bacteriofagos. Eles observaram que a altas vazes facilitam o transporte
de virus ligados a coloides, enquanto baixos valores de pH e forca iénica
elevada retardam sua mobilidade por aumentarem a adsorcdo das
particulas virais ao meio sélido do aquifero.

Em relacdo aos biofilmes, a difusdo de fagos também ¢é afetada
pela fase de crescimento do hospedeiro. Células vivas ativas aumentam
0 processo de difusdo do fago no biofilme, porque eles aumentam sua
proliferacdo proporcionalmente ao seu crescimento, enquanto que as
células mortas adsorvem um grande nimero de fagos e, assim,
interferem na sua difusdo (HU; MIYANAGA; TANJI, 2012).

O contato inicial do fago com as células hospedeiras é feito
através de difuséo e entdo ocorre a ligacdo reversivel (ligacdo fraca), que
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pode incluir a associacdo de qualquer estrutura fagica a superficie
celular através de forcas eletrostatica para implementar a adesdo nao
especifica. Entdo, vem a Ultima fase da adsorcdo, onde ocorre a ligacdo
irreversivel (ligacdo forte) entre o fago e os receptores, ocasionando a
compressao da cauda contractil e injecdo do DNA fagico para o interior
da célula hospedeira, através da penetracdo da parede celular pelo tubo
da cauda do fago (Figura 3).

Figura 3 - Adsor¢do do fago a uma célula hospedeira e consequente penetragdo
por injecédo do acido nucléico
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Fonte: PELCZAR; CHAN; KREIEG, 1993.

O DNA fagico ainda precisa atravessar a membrana interna da
célula com a ajuda de uma proteina piloto (proteina H). A quantidade de
fagos que entra na célula do hospedeiro é varidvel (WAGNER,;
HEWLETT, 1999).

Os fagos da familia Myoviridae (exemplo: fago P1) possuem uma
bainha que envolve o tubo contractil, localizado na cauda do
bacteri6fago. Assim, quando o fago adere a superficie da célula
hospedeira, o tubo perfura a membrana celular e o genoma é transferido
para o interior da célula. Ja, os membros da familia Podoviridae (fago
T7) liberam proteinas capazes de digerir camadas da membrana celular e
entdo montam tubos ou alongam suas caudas curtas, assim, transferem
seu genoma para o interior da célula (SUN et al. 2014).

Sun et al. (2014) observaram que os fagos da familia
Microviridae (phiX174) ao se adsorvem & superficie bacteriana iniciam
a polimerizacdo de um tubo a partir da proteina H que possibilita o
deslizamento do genoma viral através do espaco periplasméatico ao
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citoplasma bacteriano (Figura 4). Ap6s a infec¢do, o tubo é desfeito e 0
processo de multiplicagdo continua normalmente.

Figura 4 - Modelo esquematico de infeccdo viral - Microviridae
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Fonte: SUN et al. 2014.

Ap6s infectar a célula hospedeira podem ocorrer varios tipos de
ciclos fagicos (Figura 5), sendo que a maioria destes virus segue um
ciclo litico e outros seguem um ciclo lisogénico.

Figura 5 - Tipos de ciclos fagicos
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No ciclo litico, realizado por fagos virulentos, o fago redireciona
0 metabolismo dos hospedeiros para que os fagos gerados causem a lise
da célula hospedeira e infectem outras bactérias (HALON, 2007).

Ja no ciclo lisogénico, realizado por fagos temperados, o fago
insere seu DNA no cromossomo do hospedeiro e permanece na célula
hospedeira num estado latente (pré-fago). Esse material genético €
replicado juntamente com o do hospedeiro sem causar lise das células,
por varias geracfes de bactérias, até que um ciclo litico seja induzido
por um fator fisico ou quimico (ZARASVAND; RAI, 2014).

2.3.3 Classificacéo

O sistema de classificacdo dos bacteriéfagos é regulamentado
pelo Comité Internacional da Taxonomia de Virus (ICTV), sendo eles os
responsaveis pela atualizagdo e aprovacao da classificagdo. Conforme
descrito por Sillankorva (2004), os fagos sdo classificados com base nas
seguintes propriedades, definidos pela ICTV: morfologia da particula
viral; propriedade do genoma; propriedades fisico-quimicas (estudo da
massa molecular); propriedade das proteinas; organizacao e replicacdo
do genoma (estudo da ordem do genoma); propriedades bioldgicas
(estudo da variedade de hospedeiros naturais, do modo de transmisséo,
relagdo com vetores, patogenicidade, tropismo tecidual e patologia);
morfologia; propriedades fisicas e quimicas; proteinas; lipideos;
propriedades biologicas (hospedeiro, modo de transmissdo no ambiente,
distribuicdo geogréfica, patogenicidade).

Por meio da andlise morfoldgica ou gendmica os bacteriéfagos
podem ser divididos em seis grupos, conforme o tipo morfolégico, tipo
de &cido nucléico e hospedeiro. Os fagos podem ser tanto de DNA
(cadeia simples ou de cadeia dupla) ou RNA (cadeia simples ou de
cadeia dupla).

Os fagos de DNA cadeia dupla podem ser: com cauda contratil
(A), com cauda ndo-contratil (B), com cauda curta (C), sem cauda (D3)
e pleomérficos, protegidos por um invélucro lipidico (G). Os fagos de
DNA cadeia simples sdo diferentes, podendo ser icosaédricos (D1 e D2)
ou filamentosos (F1 e F2). J4, os fagos de RNA sdo pertencentes ao
grupo E, com forma icosaédrica, e podem ser de cadeia simples (E1) ou
dupla (E2) (Figura 6).

O ICTV classifica os bacteri6fagos em doze familias, cujos
morfotipos correspondentes sdo descritos por Ackermann; Eisenstarkq
(1974): Myoviridae (Al e A3), Siphoviridae (B1 e B3), Podoviridae (C1
e C3), Microviridae (D1), Corticoriviridae (D3), Tectiviridae (D4),
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Leviviridae (El1), Cytoviridae (E2), Inoviridae (F1 e F2),
Lipothrixviridae (F3), Plasmaviridae (G1) e grupo SSVI (G2). Os
morfotipos D2 e F4 ainda ndo foram classificados em familias (Figura
7).

Figura 6 - Classificagdo dos bacteriéfagos com base na morfologia e no tipo de
acido nucléico
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Fonte: ACKERMANN, 1992.

Figura 7 - Morfotipos de bacteriéfagos
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2.3.3.1 Myoviridae

A familia Myoviridae da ordem Caudovirales é composta por
sessenta e sete géneros, 0s quais vinte e oito estdo classificados em seis
subfamilias e trinta e nove ndo possuem subfamilia, sendo os principais:
T4 virus, P1 virus, P2 virus, Mu virus, que infectam Enterobacterias;
Spolvirus, infeccioso para Bacillus, e o fago Myohalovirus, infectando
Halobacterium ¢H (ICTV, 2016).

Os miofagos possuem cabe¢a com diametro variando de 50 nm a
100 nm e capsideo constituido de 152 capsdmeros, pescoco e cauda
contratil com comprimento entre 80 nm e 455 nm, quando estendida, e
de 10 nm e 15 nm, quando contraida. A cauda possui seis longas fibras
terminais, seis espiculas curtas e uma placa basal (Figura 8). Possuem
genoma de DNA de dupla fita linear entre 33,6 Kb e 170 Kb (ICTV).

O fago P1 possui um genoma de 93.601 pb, o qual contém pelo
menos 117 genes, sendo que 45 genes codificam proteinas e 37 genes
codificam o ciclo litico (LOBOCKA et al., 2004).

O P1 infecta e pode causar a lise de Escherichia coli, sendo que
as fibras terminais da cauda determinam a especificidade da adsorcéo de
P1 em diferentes hospedeiros. As particulas infecciosas de P1 contém
moléculas lineares de cadeia dupla. Apés a injecdo do DNA em uma
célula hospedeira, ocorre recombinagdo para definir o ciclo fagico. A
escolha entre os varios tipos de ciclos ocorre pela interacdo de varios
fatores ambientais com sistema de defesa da célula hospedeira
(SANDMEIER; ILDA; ARBER, 1992).

O P1 é um plasmideo estavel, mantido com cerca de uma cdpia
por cromossomo bacteriano, sendo que varios genes de P1 sdo expressos
no estado lisogénico, contudo possui genes que sdo responsaveis pelas
fungdes primarias, como a manutencdo do plasmideo e a inibicdo do
desenvolvimento do ciclo litico. Os genes envolvidos no ciclo litico séo
0s responsaveis pelo desenvolvimento do fago na replicacdo e na
formacdo de particulas fagicas, incluindo embalagens de cabeca e
finalmente na lise celular para libertar a progénie do fago (LOBOCKA
et al., 2004).
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Figura 8 - Bacteridfago P1
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Fonte: VIRALZONE. Disponivel em:
<http://viralzone.expasy.org/505?outline=all_by protein>. Acesso em: 10 jul.
2017.

No que diz respeito a montagem de novas particulas virais, vale
ressaltar que esta se da pela formacgdo independente das estruturas da
cabega, cauda e fibras que sdo posteriormente unidas. Sobre o capsideo
viral, este ndo é produzido diretamente no seu formato final, tendo em
vista que proteinas internas de estruturacdo (scaffolding) preenchem o
interior do capsideo primério e sdo posteriormente expelidas através de
seus orificios, fazendo com que o capsideo expanda até o formato
definitivo, antes da entrada do DNA. A proteina gp23 é uma das
proteinas de estruturacdo (scaffolding) envolvidas nesse processo
(KNIPE; HOWLEY, 2007).

Dentre os fagos marinhos, 0s membros da familia Myoviridae sao
isolados com maior frequéncia que os demais (SULLIVAN;
WATERBURY; CHISHOLM, 2003). Estes infectam uma vasta gama
de bactérias, possivelmente por possuirem em seu DNA uma base
diferenciada, a 5-hidroximetilcitosina, a qual garante ao DNA viral
resisténcia a muitas enzimas de restricio do hospedeiro. Quando
glicolisada, a 5-hidrometilcitosina confere ao DNA viral resisténcia a
praticamente todas as endonucleases da célula hospedeira
(MADIGMAN et al., 2010).

Os miofagos sdo geralmente liticos e podem rapidamente tirar
proveito do aumento da populacdo hospedeira, tendo em vista seu curto
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tempo de geragdo e das altas taxas de replicacdo (MADIGMAN et al.,
2010; SULLIVAN; WATERBURY; CHISHOLM, 2003).

2.3.4 Aplicagbes de bacteriéfagos na indastria, medicina e
biotecnologia

Atualmente, muitos pesquisadores acreditam no surgimento de
uma "nova era na pesquisa de fagos", pelo fato de ter sido verificado que
os bacteri6fagos desempenham um papel importante na ecologia
microbiana, influenciam a evolucdo de genomas bacterianos e podem
fornecer ferramentas potenciais para enfrentar a crise de resisténcia a
antibidticos na medicina (SULAKVELIDZE; ALAVIDZE; MORRIS,
2001). Um exemplo é o impacto dos fagos no ciclo da matéria organica
na biosfera (BOYD; BRUSSOW, 2002).

A maior parte das pesquisas sobre o uso de bacteriéfagos no
controle microbiano ainda tem se concentrado no seu uso médico para
tratar infeccdes especificas. A taxa de sucesso de muitos experimentos
com pacientes, evidenciada pela recuperagdo parcial ou completa, chega
a 92%. Sulakvelidze; Alavidze; Morris (2001) citam varios exemplos de
aplicacdo médica bem-sucedida de fagos no tratamento de meningite
cerebrospinal, infeccbes da pele e mucosas, infecgBes pulmonares e
doencas inflamatdrias uroldgicas, principalmente em hospitais do Leste
Europeu.

Jensen et al. (2015) utilizam bacteriéfagos no tratamento de
pacientes contaminadas por Staphylococcus aureus multirresistentes
(MRSA), tendo em vista que eles sdo altamente resistentes a
antibidticos. O estudo tem alcangado resultados positivos.

Outras aplicacBes vao desde processos de desinfeccdo em plantas
de tratamento de efluentes até o controle bioldgico de pragas bacterianas
na agricultura, contudo, restricbes regulatérias e falta de incentivos
econdmicos tém travado a expansdo deste tipo de tecnologia em muitos
paises (SULAKVELIDZE; ALAVIDZE; MORRIS, 2001 e SABOUR;
GRIFFITHS, 2010). Um exemplo do uso de bacteri6fagos, ja
comercialmente disponivel, é o produto “AgriPhage” (Omnilytics), um
tratamento para pragas bacterianas em plantacGes de tomates e pimenta.
Esse produto ja foi, inclusive, aprovado para ser utilizado em cultivos
organicos. Também ha o “ListShield” (Intralytix), um coquetel de fagos
com foco em reduzir ou eliminar o risco de veiculagdo de Listeria
monocytogenes por alimentos (SABOUR; GRIFFITHS, 2010).
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2.3.5 Bacteriofagos em pocos de petroleo e gas

Durante o processo de extracdo de petréleo e gas ocorre a
contaminagdo por hidrocarbonetos na agua de drenagem, a qual precisa
ser tratada e um dos métodos utilizados é a biorremediacéo.

Rosenberg et al. (2010) relataram que, durante a biorremediagéo
realizada na agua de drenagem de pogos de petréleo, ocorreu uma
conversao de 90% do substrato de carbono, superior ao esperado,
porque as bactérias geralmente convertem de 40 a 60% deste substrato.
O estudo revelou que os bacteriéfagos interferem na biorremediagéo,
demonstrando que a presenca de fagos causa a lise celular das bactérias,
seguida por degradagdo do composto bacteriano. Os virus séo
responsaveis pela remoc¢éo de nitrogénio e fosforo presente no meio, ou
seja, os bacteri6fagos podem exercer um efeito positivo sobre a
biorremediagdo, quando utilizados em culturas mistas, e um efeito
prejudicial, quando usados como culturas puras (ROSENBERG et al.,
2010).

Os bacteriofagos presentes em pogos de petroleo e gas séo
encontrados em trés familias:

a)Myoviridae

Esta familia inclui seis subfamilias e 1.200 membros com cauda
contrétil, longa (80-455 x 16-20 nm) e complexa, consistindo de um
tubo central envolto por uma bainha contractil separada da cabeca por
um pescoco. Apresentam  capsideos relativamente  grandes.
(ACKERMANN; BERTHIAUME; TREMBLAY, 1998).

b)Siphoviridae

Esta familia inclui 2.500 membros, distribuidos em cinco
géneros, e tem como caracteristica principal uma cauda ndo contratil,
longa de aproximadamente 65-570 x 7-10 nm e frequentemente flexivel
(ACKERMANN; BERTHIAUME; TREMBLAY, 1998).

¢)Podoviridae

Inclui 700 membros, distribuidos em trés géneros, caracterizados
pela cauda curta de aproximadamente 20 x 8 nm e ndo contratil.
(ACKERMANN; BERTHIAUME; TREMBLAY, 1998).

Embora os fagos estejam presentes nas &guas dos pogos de
petroleo, existem poucos estudos, especialmente, avaliando a eficiéncia
do uso de bacteriéfagos no controle do souring devido a lise das células
das BRS.

Kamimura e Araki (1989) detectaram bacteriéfagos a partir de
culturas puras de Desulfovibrio salexigens, alimentadas com 4gua do
mar. Apds o isolamento e purificagdo dos bacteriéfagos, foram
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realizadas analises de microscopia eletrnica, analise do &cido nucleico
e proteinas estruturais, através de coloragdo com alaranjado de acridina.

Eydal et al. (2009) isolaram fagos de Desulfovibrio aespoeensis a
partir de amostras de agua de diferentes pocos de extracdo de petrdleo,
usando o método padrdo do numero mais provavel (NMP). Foram
isolados 5 tipos de fagos diferentes, denominados pelos pesquisadores:
Heyl, Hey2, Hey3, Hey4 e Hey5, todos pertencentes a familia
Podoviridae.

Para descobrir o espectro de hospedeiros dos fagos isolados,
foram utilizadas seis espécies diferentes de Desulfovibrio, os quais
foram submetidos a infeccéo pelos 5 fagos. O D. aespoeensis foi 0 Unico
hospedeiro infectado, revelando a especificidade parasita-hospedeiro.
Eydal et al. (2009) sugeriram que a especificidade dos fagos pode ser
minimizada através da utilizacdo de um fago de espectro ampliado de
hospedeiros ou um coquetel de fagos (mistura de fagos).

Sillankorva; Neubauer; Azeredo (2010) expuseram duas espécies
formadoras de biofilme, Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus
lentus (em sua maioria S. lentus), ao fago fIBB-PF7A que é especifico
apenas para P. fluorescens. O fago infectou seu hospedeiro, danificando
parcialmente a estrutura do biofilme e liberando as células da outra
espécie ndo suscetivel a ele para a fase planctdnica. A partir da mudanca
— do biofilme para o meio livre — o tratamento com biocida comum
torna-se mais efetivo, eliminando o restante dos microrganismos.
Considerando que os biofilmes correspondem a formagdo microbiana
mais comumente encontrada nos reservatorios de petréleo e gas, sendo
formados por diferentes espécies bacterianas, a especificidade de fagos
para o hospedeiro pode ser uma desvantagem. No entanto, estudos tém
demonstrado que fagos de menor especificidade (polivalentes) podem
erradicar  eficazmente  filmes  bacterianos  (SILLANKORVA,;
NEUBAUER; AZEREDO, 2010; AZEREDO e SUTHERLAND, 2008).

Até o momento, as técnicas mais utilizadas de isolamento de
bacteri6fagos se limitam aqueles com espectro restrito de hospedeiros,
de modo que na area ambiental se faz necessario o desenvolvimento de
técnicas de isolamento de fagos polivalentes, em especial, quando se
trata de sua aplicagdo em reservatérios de petréleo e gas, cuja gama de
microrganismos sobre 0s quais se deseja ter o controle microbiologico é
grande, além disso, nesses locais ha grande tendéncia de formacdo de
biofilmes.

Existe um pedido de patente registrado nos Estados Unidos da
América com 0 objetivo de patentear a técnica de controle de
acidificagdo dos pogos de petréleo e gas (souring), causado por BRS,
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através da inoculagdo de bacteriéfagos virulentos que infectam D.
vulgaris (BALDWIN; SUMMER, 2017).

2.3.6 Métodos de deteccdo de bacteridéfagos em amostras de agua

Ainda ndo foi estabelecida uma metodologia especifica para o
estudo de fagos presentes em amostras de agua oriundas de pocos de
petroleo. Embora as amostras tenham uma composicdo complexa,
alguns estudos foram realizados aplicando-se os métodos amplamente
utilizados na area de ecologia de virus em ambientes aquaticos.

Ocorre, porém, a necessidade de uma etapa anterior aos métodos
de deteccdo, que € a concentracdo viral para obtencdo da concentracdo
necessaria de material genético suficiente para a realizagdo das técnicas
moleculares (GIMENES, 2010).

Amostras de agua precisam passar primeiramente por um
processo de clarificacdo, como filtragdo, para remocdo de material
particulado e células bacterianas e, entdo, 0s virus presentes sdo
concentrados por diferentes técnicas: filtragdo (PAUL et al., 1991;
SUTTLE; CHAN; COTTRELL, 1990, WOMMACK; HILL;
COLWELL, 1995, LARSEN et al., 2008), ultracentrifugagdo (SHORT;
SHORT, 2008) ou ainda através da combinacdo das técnicas entre si
(MEHNERT; STEWIEN, 1993; LARSEN et al., 2001). Na Tabela 3,
estdo apresentadas as principais técnicas de concentracdo viral em
amostras ambientais.

A escolha pela melhor técnica é definida pelo tipo de amostra —
propriedades macromoleculares das proteinas virais, afinal, as particulas
virais apresentam polaridade, a qual permite sua adsor¢do a uma ampla
variedade de matrizes carregadas como, por exemplo, membranas,
extrato de carne — pela infraestrutura e disponibilidade financeira do
laboratério e até mesmo pelo know-how do grupo de pesquisa onde o
trabalho serd realizado (BOSCH et al, 2008; WYN-JONES;
SELLWOOD, 2001).

O método de ultracentrifugacdo consiste na utilizacdo de forca
gravitacional superior a 100.000 x g por 1 hora para possibilitar a
sedimentacdo de particulas virais. A desvantagem desse método é a
concentracdo de pequenos volumes, sendo indicado para a segunda
etapa de concentragdo (MEHNERT et al., 1997; WYN-JONES;
SELLWOOD, 2001).

Ja, o método de concentracdo viral por adsorcdo/eluicdo a sais
baseia-se na propriedade dos virus de adsorverem eletrostaticamente a
estas substancias, tais como: o Oxido de ferro, fosfato, hidréxido de
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aluminio, extrato de carne ou carvao ativado (FON; LIPP, 2005; WY N-
JONES; SELLWOOD, 2001; SEELEY; PRIMOSE, 1982).

Os métodos mais utilizados para a concentracdo de virus
baseiam-se na adsorcdo das particulas virais a filtros de
microporosidade, carregados eletricamente, e posterior eluicdo com
pequenos volumes (BOSCH et al., 2008). O método Viradel (virus-
adsortion-elution) vem sendo recomendado desde a 14% edi¢do do
Standard Methods for Evaluation of Water and Wastewater (APHA,;
WWA,; WEF, 1976) e para muitos autores ainda é considerada a melhor
alternativa para a concentragdo de virus presentes e amostras ambientais
(GARRAFA, 2009; BOSCH et al., 2008; HILL et al., 2009).

O uso de membranas ou cartuchos carregados negativamente tem
0 inconveniente de que as amostras de agua devem ser previamente
ajustadas, ou seja, a agua tem que ser acidificada e, muitas vezes, sais
precisam ser adicionados para facilitar a adsor¢do dos virus aos filtros
eletronegativos. 1sso ocorre porque a maioria dos virus entéricos sdo
carregados negativamente no pH do meio ambiente (BOSCH; ABAD;
PINTO, 2005).

Sobsey e Jones (1979) desenvolveram um método, utilizando
filtro de celulose e terra de diatomaceas, carregado positivamente para
concentracdo de poliovirus. A eficiéncia de recuperacdo desse método €
comparavel ao do método da filtracdo atraves de filtros de carga
negativa, contudo, a adsorcdo das particulas virais a superficie do filtro
ocorre em um intervalo amplo de pH, sem a necessidade de aplicacdo de
sais (ESTES et al., 1979; RAO; METCALF; MELNICK, 1986).

Varios pesquisadores utilizaram o novo método e comprovaram a
sua eficiéncia com uma recuperacdo de 50% de enterovirus de &guas
cloradas e de esgoto (CHANG; FARRAH; BITTON, 1981; SOBSEY;
GLASS, 1980; SOBSEY; JONES, 1979) e de 22% a 50% na
recuperacao de poliovirus de dgua potavel (SOBSEY; JONES, 1979).

Shields e Farrah (1986) demonstraram em seus estudos que 0S
bacteri6fagos sdo sensiveis a pH extremos, assim, as técnicas
empregando ouso de membranas carregados negativamente sdo
invidveis. Sugere-se, entdo, o uso de membranas carregadas
positivamente, e para aumentar a eficiéncia na eluigdo tem sido utilizado
solucdo proteica a base de extrato de carne. Na recuperacdo viral de
bacteriéfagos T4 em solo utilizando-se extrato de carne como eluente, o
indice de recuperagdo foi de 16% (WILLIAMSON; WOMMACK;
RADOSEVICH, 2003).
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A deteccdo de virus e bacteriofagos em amostras aquéaticas pode
ser realizada através dos seguintes métodos: ensaios de placa (técnica do
plagueamento); método do ndmero mais provavel (NMP); microscopia
eletrénica de transmissdo; microscopia de epifluorescéncia e citometria
de fluxo (SUTTLE, 2007).

O método tradicional de plagueamento é realizado em meio
solido, contendo uma mistura de células hospedeiras e bacteriéfagos de
interesse em suspensdo com meio nutritivo (&gar), entdo observa-se a
formacdo de placas de lise celular (Figura 9). J4, o método do nimero
mais provavel é utilizado para analisar o nUmero de unidades
formadoras de placas, para o caso de células que sdo cultivaveis apenas
em meios liquidos (SUTTLE, 2007).

As técnicas de plagueamento e do nimero mais provavel sdo de
suma importancia para se determinar a capacidade de viruléncia do virus
— qual titulo, qual a concentracdo viral expressa em unidades
formadoras de placa por volume, sendo o inverso da Gltima diluicdo na
qual é possivel contar/visualizar placas de lise por volume de inoculo —
, a abundancia viral e isolar bacteridfagos especificos. Porém, quando se
trata BRS, depara-se com a dificuldade de cultiva-las por serem
bactérias anaerdbias, assim é necessario criar um sistema de cultivo das
células na auséncia de oxigénio (SUTTLE, 2007; MADIGMAN et al.,
2010).
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Figura 9 - Placas de lise celular causadas por bacteriéfagos

ASM MicrobéEibra
Fonte: ASM, 2015.

Outra técnica muito utilizada é a Microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Ela é utilizada para anélise morfoldgica e da
abundancia dos bacteriéfagos (TYUTIKOV, et al. 1980; SUTTLE,
2007). Essa técnica exige a ultracentrifugacdo e coloracdo da amostra,
tendo como vantagem que particulas semelhantes as virais podem ser
identificadas e quantificadas (SUTTLE, 2007), e a desvantagem é o
preparo da amostra e a necessidade de um microscopio eletrénico
(NOBLE; FUHRMANN, 1998).

A técnica de microscopia eletronica de transmissdo vem sendo
substituida pelo método deteccdo que utiliza a microscopia de
epifluorescéncia, exceto quando é necessario analisar a morfologia da
particula viral. Na microscopia de epifluorescéncia, as particulas virais
sdo concentradas com a utilizagdo de membranas e sdo coradas com
corante fluorescente (SUTTLE, 2007). A coloracdo fluorescente pode
ser obtida utilizando SYBR Green ou SYBR Gold.

Noble e Fuhrman (1998) desenvolveram o método SYBR Green
I, que consiste em utilizar o reagente SYBR | diluido com &gua
deionizada filtrada. Uma gota dessa solu¢do de coloracdo é inserida
sobre uma placa de Petri com um filtro sobre a gota e, entdo, deixa-se 0
material em repouso por 15 minutos no escuro. Apds esse tempo, as
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laminas sdo preparadas e por Ultimo é realizada a contagem no
microscopio invertido de epifluorescéncia onde observa-se o verde
brilhante. E possivel, nesse processo, distinguir células bacterianas de
bacteriéfagos, devido ao tamanho e brilho, pois as células bacterianas
sdo maiores que os fagos (Figura 10).

Suttle (2005) ressalta que a problematica desse método é que
muitas amostras foram coradas e armazenadas de forma errada, assim
grande parte dos resultados encontrados na literatura sdo subestimados.

Shibata et al. (2006) compararam os dois tipos de coloragdo e
observaram que, quando as bactérias e virus foram submetidos a
coloragdo SYBR Gold, a fluorescéncia emitida durou mais tempo do
gue quando corado com SYBR Green |, comprovando o estudo
realizado por Chen et al. (2001).

O método de citometria de fluxo é utilizado para quantificar as
particulas virais e diferenciar as classes virais presentes nas amostras,
por meio da fluorescéncia emita. Tal método permite a analise de um
grande nimero de amostras simultaneas e de forma rapida (SUTTLE,
2007).

Varios grupos de pesquisadores tém aplicado essas metodologias
no estudo da diversidade dos fagos presentes nas aguas dos pocos de
petrdleo.

Figura 10 - Imagem de microscopia de epiflorescéncia

Fonte: ROSENBERG et al. 2010.
Legenda: No circulo demonstra a presenca de bactérias e no quadrado a
presenca de particulas virais.



55

As metodologias disponiveis aplicadas em geral para pesquisa de
fagos em ecossistemas aquaticos, também vém sendo aplicadas ao
estudo da diversidade dos fagos presentes nas aguas dos pogos de
petroleo.

Eydal et al. (2009) detectaram bacteri6fagos em pocgos de
petroleo e gas, isolando, primeiramente, BRS de diferentes locais do
poco, utilizando a técnica do nimero mais provavel (NMP). Para isso,
foram isolados quatro diferentes BRS, as quais foram utilizadas para
detectar o numero de virus virulentos e os bacteri6fagos presentes. As
BRS foram identificadas pela sequéncia do gene 16S rRNA. Além
disso, as sequéncias gendmicas de enterobactérias foram amplificados
por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequences (ERIC-
PCR). Os bacteriéfagos foram isolados a partir de culturas de D.
aespoeensis infectadas. Para determinar o nimero total de particulas
virais presentes nas amostras, utilizou-se a contagem direta, por meio do
método SYBR Gold (NOBLE; FUHRMAN,1998, Chen et al. 2001).

Para descobrir o espectro de hospedeiros dos bacteriéfagos
isolados foram utilizadas seis espécies diferentes de Desulfovibrio, os
quais foram submetidos a infeccdo pelos cinco bacteriéfagos, através de
trés métodos distintos para analise da lise celular, e foram comparados
com culturas de D. aespoeensis sensiveis aos bacteriéfagos (EYDAL et
al., 2009). Para Summer et al. (2011), que também isolaram
bacteri6fagos ap6s o isolamento de BRS, o estudo revelou a facilidade
em que os bacteriéfagos foram isolados utilizando culturas mistas de
enriquecimento.

Rosenberg et al. (2010) utilizaram a técnica de SYBR Gold, de
acordo com Noble e Fuhrman (1998), para a contagem total de bactérias
e de bacteri6fagos presente nos reatores de biorremediacdo. Entdo, eles
realizaram o cultivo de linhagens puras das bactérias de maior
frequéncia no reator Marinobacter sp., Winogradskyella proferorum e
Pseudomarina sp, as quais foram identificadas pela sequéncia do gene
16S rRNA para realizar o isolamento de bacteri6fagos.

Os métodos de biologia molecular, como PCR, vém sendo
utilizados com sucesso na virologia ambiental desde a década de 90
(ABBASZADEGAN et al., 1993, GAJARDO et al., 1995, FONG; LIPP,
2005), tendo como vantagem possibilitar a amplificacdo e a deteccéo de
pequenas quantidades virais, as quais 0s métodos tradicionais ndo
seriam capazes de detectar, uma vez que uma copia do genoma viral €
suficiente (BUESA et al., 1996). Segundo Bosch et al. (2008), a técnica
de PCR ¢, ainda, hoje, considerada a melhor para detecgéo viral.
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A técnica de PCR tem como limitacdo a ndo diferenciacdo entre
particulas virais infecciosas e ndo infecciosas, 0 que tem levado ao
emprego dessa técnica em conjunto com técnicas de cultura celular
(CARTER, 2005).

Tratando-se de pocos de petréleo e gas, ha poucos estudos sobre
0 processamento das amostras e deteccdo de bacteriéfagos, ja, no que se
refere a0 uso de técnicas de biologia molecular, como PCR ou
metagenémica, ndo ha relatos, ainda, na literatura.

Assim, é de suma importancia o desenvolvimento de técnicas de
biologia molecular para o isolamento de bacteriéfagos, uma vez que a
aplicacdo de fagos para o controle microbioldgico de BRS ir4 auxiliar
no controle do souring nos reservatérios de petroleo e gas e,
consequentemente, aumentara a producdo e reduzira 0s impactos
ambientais.

Considerando as limitacdes laboratoriais para cultivo de bactérias
redutoras de sulfato e consequente deteccdo de fagos pelos métodos
convencionais, 0 presente estudo tem por objetivo estabelecer uma
metodologia para deteccdo de bacteriéfagos de BRS. Em se tratando de
amostras ambientais complexas, em termos de composicdo, inicialmente
avaliou-se a eficiéncia de um processo de concentragcdo de fagos,
seguida da avaliagdo do método de amplificacdo génica em seus
diversos aspectos.
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3 MATERIAIS E METODOS

As determinagfes analiticas dos reatores foram realizadas no
Laboratério de Tratamento de Efluentes Bioldgicos (LTBR), na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). J& 0s ensaios
microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Virus Entéricos do
Departamento de Microbiologia, no Instituto de Ciéncias Biomédicas Il,
da Universidade de S&o Paulo (ICB 11/USP).

3.1 OPERACAO DOS REATORES
3.1.1 Procedéncia

A matriz do presente estudo é um consorcio microbiano oriundo
da agua de producdo de um reservatério de petréleo, o qual é operado
em offshore e alimentado como meio para crescimento de bactérias
sulfito-redutoras (BRS) e nitrato-redutoras (BRN). Esse consorcio vem
sendo alimentado desde 2007. O sistema foi disposto em dois reatores
com volume atil de 10 litros e operado em regime de batelada
alimentada.

3.1.2 Manutencéo do sistema

A alimentacdo dos reatores é composta de agua do mar sintética
(Tabela 4), acrescida de uma solucéo de elementos tragos (Tabela 5). A
aliquota de agua do mar a ser utilizada foi enriquecida no momento de
uso com 130 mg.L™de acetato de sédio, 30 mg.L™ de propionato de
célcio e 26,66 mg.L™ de nitrato.

A relacdo entre carbono-nitrogénio (C:N) nessas condicles €
igual a 4,6:1, sendo superior a relagio C:N de 1,4:1 obtida da
estequiometria proposta para a desnitrificacdo (MATEJU et al., 1992).

A composicdo da agua do mar sintética foi definida com base em
informagbes da composicdo ibnica da agua do mar e do local de
procedéncia do poco de petréleo. E, no que diz respeito aos parametros,
buscou-se utilizar os definidos por Tang; Baskaran; Nemati (2009),
MYHR et al. (2002), KASTER et al. (2007) (Tabela 6).
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Tabela 4 - Composigdo da 4gua do mar sintética

Componente Quantidade (g.L™)
KH,PO, 0,088
Na,S0, 4,408
NaCl 24,861
MgCl,.6H,0 9,786
KCI 0,820
CaCl,.2H,0 1,588
NaHCO; 0,198
KBr 0,076
Kl 0,013
F,S0,.7H,0 0,025
SrCl,.6H,0 0,030
Solucdo elementos-trago 1mLL?
Fonte:

Tabela 5 - Solugdo de elementos-trago

Componente | mg. L™

CuS0,4.5H,0 5

H3BO, 10

MnSQO,.5H,0 10

ZnS0,.7H,0 70

MoQOg 10

Agua destilada | 1L

Fonte: MYRH et al., 2002.
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Tabela 6 - Composicdo ibnica da 4gua do mar

fons Quantidade (g.L™)

Na 11,500

K 0,458

Ca 0,433

Mg 1,170

Fe 0,005

St 0,001

cl 20,300

S04 2,990

HCO; 0,144

Br 0,051

lodo 0,010

Boro 0,017

©: N4o fornecido (estimado 8 mg.L™)
POs N4o fornecido (estimado 0,062 mg.L™)
[5)

Néo fornecido

Fonte: Dados fornecidos pela Petrobras.

Para alimentacdo do sistema, um volume de 1,5L de agua foi
retirado de cada reator e mantido em repouso por 48 horas, em
temperatura ambiente, para decantacdo dos sedimentos. ApoOs esse
periodo, 1L da amostra foi retirado e descartado. Um volume de 500 mL
do sedimento decantado foi reservado para posterior inoculagdo no
reator.

O volume do reator foi recomposto logo em seguida, com uma
solucdo composta por 500 mL de agua do mar sintética e suplementada
com 25 mL de acetato de s6dio, 25 mL de propionato de célcio e 25 mL
de nitrato, ap6s ajuste do volume para 1 L com agua destilada, foi
aplicado gas Argonio para retirada do oxigénio.

A cada inoculagdo da solucdo de alimentacdo e do sedimento no
reator foi necesséario retirar 1,5 L do reator. Esse processo era repetido a
cada 48 horas para os dois reatores.
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3.2 DETERMINACOES ANALITICAS
3.2.1 Cromatografia de ions

Seguindo os métodos preconizados por CAMACHO (2015), as
analises  cromatograficas foram realizadas  utilizando-se  um
cromatografo de fons ICS 5000 (Dionex), equipado com dos sistemas
cromatograficos em paralelo, para deteccdo amperométrica e
condutivimétrica.

As amostras foram coletadas dos reatores, filtradas em membrana
de 0,22 um e armazenadas em frascos de vidros a -4 °C. No momento de
injecdo, as amostras foram diluidas 200 vezes com agua ultrapura, para
quantificacdo do sulfeto, e 80 vezes para determinacédo dos demais ions.

Para determinacdo da concentracdo de acetato, propionato e
nitrato foram realizadas anélises utilizando-se detec¢do condutivimétrica
com supressao eletrolitica. A agua ultrapura foi utilizada como eluente
externo, e o hidroxido de potassio (KOH) como eluente interno.

Para separagdo dos ions, utilizou-se coluna capilar lonPac AS18-
Fast (0,4 x 150 mm) e pré-coluna lonPac AG18-Fast (0,4 x 35 mm),
ambas da Dionex, com volume de injecdo de 0,4 pL e vazéo do eluente
externo de 0,012 mL.min™. A temperatura utilizada na coluna e detector
foi de 30 °C e 35 °C, respectivamente. As condi¢des estabelecidas para
separacao dos ions de interesse foram consideradas da seguinte forma:

0 a 5 minutos — isocratico a 1,5 mM

5 a 16 minutos — gradiente de 1,5 a 50 mM

16 a 18 minutos — isocratico a 50 mM

18 a 19 minutos — gradiente de 50 a 1,5 mM

19 a 35 minutos — isocratico a 1,5 mM

Para determinacdo da concentracdo de sulfeto, foi utilizada a
deteccdo amperométrica. Nesse caso foi utilizado um Unico eluente, uma
solucdo composta de acetato de sédio (400 mM) e hidréxido de sddio
(200 mM) com vazdo de 0,4 mL.min'l. Os ions foram separados
utilizando-se coluna do tipo lonPac AS7 (2 x 250 mm) e pré-coluna
lonPac AG7 (2 x 50 mm), ambas da Dionex com volume de injecéo de
10 pL. A temperatura da coluna foi de 40 °C.

3.2.2 Determinagdo de Soélidos Suspensos Totais (SST), Solidos
Suspensos Fixos (SSF) e Sélidos Suspensos Volateis (SSV)

A concentracdo de biomassa foi estimada através da
determinacdo da concentragcdo de SSV (APHA; WWA; WEF, 1995),
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com modificagdo do protocolo orginalmente descrito para utilizagdo de
forno micro-ondas para secagem das amostras (TEIXEIRA,;
SCHMIDELL; ZDRADEK, 2008).

A concentragdo de SST foi determinada apo6s filtragdo de uma
aliquota de 100 mL de cada amostra, atraves de membrana de acetato de
celulose com poro de 0,2 um de didmetro (Sartorius Stedim Biotech),
seguida de secagem em micro-ondas por 15 minutos com 20% de
poténcia. A seguir, as amostras foram calcinadas em mufla por 1 hora a
550 °C para a queima da fracdo organica e a determinacdo de SSF. A
concentragdo de SSV foi estimada pela diferenga entre a concentracéo
de SST e SSF.

3.3 AMOSTRAGEM

Para realizacdo do presente estudo foram coletadas amostras dos
reatores em dezembro de 2016, sendo coletado um volume del L dos
reatores e 100 mL do sedimento, ap6s decantacdo de 48 horas. O
procedimento foi idéntico para o reator 1 e reator 2.

3.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram transportadas e processadas no Laboratdrio de
Virus Entéricos Humanos e Animais, ICBII/USP, sob refrigeracdo e
mantidas 24 horas a 4 °C para decantacdo do sedimento. As duas
fracbes, o sedimento e o sobrenadante, foram tratados separadamente
(Figura 11).
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Figura 11 - Representagdo esquematica do processamento da amostra
Amostra do Reator
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Fonte: Elaboragdo da autora, 2017.
3.4.1 Processamento do Sedimento

O sedimento, pesando aproximadamente 15g, foi ressuspenso em
solucdo de 200 mL de extrato de carne 3%-glicina 0,5M e pH9,0 (BE-
GLY), sob agitacdo magnética constante por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, a mistura foi clarificada por centrifugacdo a
6.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sedimento resultante da
centrifugacéo foi pesado novamente e descartado.

O sobrenadante teve o seu pH ajustado para 6.0, utilizando-se
solucdo de hidréxido de sodio 6M. O processo de clarificagcdo foi
repetido dando origem ao sobrenadante, o qual foi armazenado a 4 °C
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para processamento futuro, e ao sedimento ocorreu a adi¢do dos
sedimentos oriundos do processamento do sobrenadante (item 3.4.2),
desde que fossem da mesma amostra.

Sobre o sedimento foi adicionado extrato de carne 3%-glicina
0,5M e pH6.0 (BE-GLY) e repetiu-se o processo de clarificacdo. O
sobrenadante foi descartado e 0 sedimento ressuspenso em tampéo
fosfato 1M pH 7,5, em um volume calculado para obtencdo de um fator
de concentracdo de 100 vezes.

3.4.2 Processamento do Sobrenadante

O sobrenadante primeiramente passou pelo processo de
clarificacdo a 6.000 x g por 15 minutos a 4 °C em centrifuga refrigerada
(HettichEba 12R). O sedimento foi tratado com extrato de carne (BE —
GLY) 3% e pH 9.0 e mantido sob agitacdo magnética constante por 10
minutos a temperatura ambiente. Entdo, repetiu-se o0 processo de
clarificagdo, no qual o sobrenadante foi descartado e o sedimento passou
pelo processo descrito no item 3.4.1.

O sobrenadante, originado da primeira clarificacdo, e 0
sobrenadante, resultante do processo descrito no item 3.4.1, foram
misturados e ultracentrifugados, a 100.000 x g por 2 horas a 4 °C, para
concentragdo viral em ultracentrifuga Optima XPN (Beckman®),
utilizando rotor SW-28 (MEHNERT e STEWIEN, 1993) (Figura 11).

Apo6s a concentragdo viral, o sobrenadante foi desprezado e os
sedimentos ressuspensos em tampao fosfato 1M pH 7,5, em um volume
calculado para obtencdo de um fator de concentracdo em torno de 300
vezes.

3.4.3 Tratamento das amostras com Vertrel-XF®

As amostras foram submetidas ao tratamento com Vertrel-XF (1,
1,1,2,3,4,4,55,5,5,5 — decafluoropentano, Clarus®, Hortolandia,
SP), com o intuito de reducdo de proteinas e lipidios (Queiroz et al,
2001).

Uma aliquota de 500 pL de amostra foi misturada com 500 L de
Vertrel-XF® e homogeneizadas em agitador magnético Genie 2° (Fisher
Vortex) por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
4.000 x g por 10 minutos em centrifuga para microtubos 5415C
(Eppendorf®). O sobrenadante foi removido e reservado, mas a interfase
com os residuos e a fase inferior, contendo o Vertrel-XF®, foram
descartados.
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O procedimento foi repetido 2 vezes e as amostras foram
estocadas a -20 °C até 0 momento de uso.

3.5 CULTURA BACTERIANA
3.5.1 Linhagem Bacteriana

Bactérias E.coli da linhagem MG1655, gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Beny Spirado do Laboratério de Genética Bacteriana
(ICBII/USP), foram cultivadas e utilizadas em todos os ensaios com
virus bacteri6fagos.

Para manutencdo, a cultura de Escherichia coli foi cultivada em
placa de Petri de 65 mm, contendo meio LB (Life Technologies)
acrescido de agar (Acumedia), conforme descrito no Anexo A. As
bactérias semeadas foram incubadas a 37 °C por 12 horas em estufa e,
entdo, armazenadas a 4°C. Os subcultivados bacterianos foram
realizados quinzenalmente.

3.6 CULTIVO VIRAL
3.6.1 Protdtipo Viral

O virus bacteriofago P1 da familia Myoviridae, cedido
gentilmente pelo Prof. Dr. Benny Spira do Laboratério de Genética
Bacteriana (ICBII/USP), foi utilizado como protétipo em todos os
ensaios.

Dentre os fagos marinhos, 0s membros da familia Myoviridae séo
isolados com maior frequéncia que os demais, motivo pelo qual
essafamilia foi escolhida para realizagdo do presente estudo
(SULLIVAN; WATERBURY; CHISHOLM, 2003).

3.6.2 Preparo das suspensfes dos prototipos virais
3.6.2.1 Lisado viral

A E. coli foi cultivada em meio LB (Anexo B) por 18 horas. Em
seguida, foi realizado o subcultivo da bactéria na proporcéo de 1:100 em
10mL em meio LB-Composto (Anexo C). O crescimento bacteriano foi
acompanhado por medi¢des de OD na absorbancia de 600nm (ODggo),
em espectrofotometro (Pharmacia Biotech Uttospec 1000). Ao atingir o
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valor na faixa de 0,3 a 0,5 ODgg, foi inoculada uma aliquota de 200 uL
da suspenséo de bacteriofago P1.

A cultura foi incubada a 37 °C, sob agitagdo a 250 rpm, em
shaker, por aproximadamente 3 horas. Quando a lise foi observada,
foram adicionados 100 pL de cloroférmio e a mistura novamente
agitada no shaker por 5 minutos. A mistura foi centrifugada a 9.500 x g
por 10 minutos a 4 °C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante
acondicionado em um novo tubo, sendo acrescido 10 pL de cloroférmio.
A aliquota foi armazenada a 4 °C até o momento de uso.

3.6.2.2 Concentrado viral

O protétipo viral P1, obtido do item 3.6.2.1, foi concentrado por
ultracentrifugacdo a 100.000 x g por 2 h a 4 °C, em ultracentrifuga
Optima XPN (Beckman®) utilizando rotor SW-28 (MEHNERT e
STEWIEN, 1993).

Apo6s a ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e os
sedimentos ressuspensos em tampao fosfato 1M pH 7,5, em um volume
calculado para obtengdo de um fator de concentracdo de 300 vezes. O
material foi entdo armazenado a 4 °C até 0 momento de uso para as
analises moleculares.

3.6.2.3 Titulagdo do prototipo viral

Para a titulagdo do prototipo, uma cultura de E.coli foi cultivada,
conforme descrito no item 3.5.1. Foram preparadas placas de Petri
contendo meio LB-Agar (Anexo A), sobre as quais foram vertidos 5 mL
do Top-Agar (Anexo D) misturado com 200 mL E.coli.

Diluicdes seriadas de fator 10 do protétipo viral P1 variando de
10" a 10™ foram preparadas utilizando solucéo salina 0,9% de NaOH.
Volumes de 10 pL de cada diluicdo foram adicionados na respectiva
demarcacdo na placa de Petri. As placas foram incubadas em estufa a
37°C de 6 a 12 horas.

O titulo foi determinado matematicamente segunda a equacéo:

UFP/10 pL = Média UFP/10 L x Fator de diluicdo (1)

Onde:
UFP: Unidades Formadoras de Placas
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Para as amostras concentradas por ultracentrifugacdo o titulo foi
calculado matematicamente pela equacéo:

UFP/10 pL = UFP/10 uL x fator de diluicdo x fator de correcdo do  (2)
volume

Onde:
UFP: Unidades Formadoras de Placas

Os resultados foram expressos em unidades formadoras de placa
por volume (UFP/uL).

3.7 AVALIAGCAO DA RECUPERACAO VIRAL EM AMOSTRAS DE
AGUA DO REATOR

3.7.1 Semeadura Experimental

Trés amostras de agua coletadas do reator, contendo um volume
de 100 mL cada, foram semeadas com 1 mL de suspensdo de fago P1,
contendo 5x10° UFP/mL, e mantidas sob agitacdo magnética constante
por 30 minutos a temperatura ambiente. Esse processo esta ilustrado na
figura 12.

Em seguida, as amostras foram clarificadas por centrifugagéo a
6.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi estocado a 4 °C
para posterior processo de concentracdo viral, originando as amostras
P1A, P1B e P1C.
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Figura 12 - Representagdo esquematica da avaliacdo de recuperagdo viral em
amostras de agua do reator
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Fonte: Elaboragdo da autora, 2017.

O sedimento obtido apés clarificagdo foi tratado com extrato de
carne (BE — GLY) para elui¢do viral. Um volume de 30 mL de extrato
de carne 3% - Glicina 0,5M pH 9.0 foi adicionado ao sedimento e a
mistura mantida sob agitagdo magnética constante por 10 minutos a
temperatura ambiente. A mistura foi clarificada, conforme descrito no
item 3.4.1. O sedimento foi descartado, o sobrenadante transferido para
um novo tubo e o pH ajustado para 6.0 e, entdo, armazenado a 4 °C, para
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posterior processo de concentragdo viral. Essas amostras foram
denominadas P2A, P2B e P2C.

Entdo, as amostras foram concentradas por ultracentrifugacéo,
conforme descrito no item 3.6.2.2.

Uma aliquota de cada amostra foi armazenado a 4 °C para
titulagdo, e o restante das amostras foram tratadas com Vertrel-XF®,
conforme descrito no item 3.4.3.

3.8 PESQUISA DE VIRUS NAS AMOSTRAS DE AGUA DE
REATOR PELA REAGAO DE AMPLIFICAGAO PELA
POLIMERASE (PCR)

3.8.1 Extracdo de DNA viral

A extracdo do material genético do fago P1 (protétipo viral) e das
amostras de agua dos reatores foram realizadas sob trés protocolos
distintos: reagente TRIzol™ (Invitrogen™, Carlsbad, California), kit
Power Soil DNA (MoBio®), kit ZR Viral DNA/RNA™
(ZymoResearch).

3.8.1.1 Extragdo de DNA viral com reagente TRIzol™

Um volume de 300 pL de cada amostra foi misturado com 900
pL de TRIzol™ e, apds incubagdo por 5 minutos a temperatura
ambiente, adicionou-se 240 pL de cloroférmio absoluto. As amostras
foram homogeneizadas em vortex por 15 segundos, incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, centrifugadas a
11.000 x g por 15 minutos a 4 °C em centrifuga refrigerada para
microtubos (Hettich Ebal2R). O sobrenadante foi desprezado,
recuperando-se a parte que contém o DNA viral da fase fendlica e da
interfase, adicionando 300 pL de etanol absoluto, homogeneizadas em
vortex, incubadas a temperatura ambiente por 03 minutos e, entdo,
centrifugadas a 5.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento obtido foi ressuspendido em 500 uL de
solucéo de citrato de sddio 0,1 M e incubado por 30 minutos a 25 °C. As
amostras foram novamente centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos a 4
°C. E o sedimento lavado com solugéo de citrato por mais duas vezes.

O DNA foi precipitado em 1,5 mL de etanol 75%, incubado a
temperatura ambiente por 20 minutos e centrifugadas a 4.500 x g por 5
minutos a 4°C. O DNA foi ressuspendido em 50 uL de hidréxido de
sodio 8mM e mantido a -80°C até 0 momento de uso.
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3.8.1.2 Extracéo de DNA viral utilizando kit Power Soil DNA (MoBio®)

Um volume de 200 pL de cada amostra foi acondicionado no
Power Bead Tubes, e o procedimento para extracdo foi de acordo com o
proposto pelo manual do fabricante.

O DNA extraido foi armazenado a -80 °C.

3.8.1.3 Extra¢do de DNA viral utilizando kit ZR Viral DNA/RNA™
(ZymoResearch)

Uma aliquota de 100 pL de cada amostra foi misturado com 200
puL de Viral DNA/RNA Buffer e, entdo, seguiu-se as orientagBes do
fabricante. O DNA extraido foi mantido a -80 °C até 0 momento de uso.

3.8.2 Quantificacdo espectrofotométrica do DNA extraido

O DNA extraido, conforme descrito no item 3.8.1, foi
guantificado  utilizando  espectrofotbmetro  NanoDrop  2000c
(ThermoScientific®).

Uma aliquota de 1 pL de cada DNA extraido foi depositada sobre
0 leitor do espectrofotdmetro, a concentracdo de &cido nucléico foi
determinada no comprimento de onda de 260 nm, sendo expressa em
ng/uL, e a concentracdo de proteina residual no comprimento de 280
nm.

A pureza da amostra foi definida pela razdo obtida entre os
valores do comprimento de onda de 260 nm/280 nm, sendo uma amostra
pura com a razdo ideal em torno de 1,8. J4, a razdo entre 260 nm/230 nm
indica a possivel contaminacdo por sais ou solventes, sendo considerada
uma amostra livre de contaminantes, as quais possuem a razdo entre 2,0
e 2,2 (OXFORD GENE TECNOLOGY, 2011; WILLIAM et al., 1997).

3.8.3Amplificacdo do DNA viral

A técnica para deteccdo de Myophages por PCR foi realizada
conforme FILEE et al., 2005.

O par de oligonucleotideos utilizado foi MZIA-1bis (5°-
GATATTTGIGGIGTTCAGCCIATGA-3’) e MZIA-6 (5°-
CGCGGTTGATTTCCAGCATGATTTC-37) (Invitrogen™ Life
Technologies Brazil), o qual tem como alvo a regido do gene estrutural
gp23 que codifica a major capsidprotein de fagos T4-like, arquétipo da
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familia Myoviridae, e que gera um fragmento de aproximadamente 550
pb.

Como controle positivo foi utilizado o prot6tipo viral P1 (item
3.6.1), e como controle negativo 4gua ultrapura MilliQ® (Millipore™,
Massachusetts, USA).

3.8.3.1 Reacdo de Amplificacdo — PCR

Foi realizada a amplificagdo testando diferentes tipos de enzimas
em funcdo dos métodos de extracdo de DNA aplicados. A eficiéncia da
amplificacdo foi testada através de um gradiente de temperatura de
anelamento, na qual foram testadas as seguintes temperaturas de
anelamento: 49 °C, 50 °C e 51 °C, as enzimas Platinum®Tagq DNA
polimerase (Invitrogen™) e Tth (Biotools®). Em relacdo ao método de
extragdo de DNA, realizou-se o comparativo entre os métodos
TRIzol™, kit Power Soil DNA, kit ZR Viral DNA/RNA™, conforme
descrito no item 3.8.

Uma mistura de reagentes, denominada Master Mix 01, foi
preparada contendo as seguintes concentragdes: 20 pmoles de cada
oligonucleotideos (MZIA-1lbis e MZIA-6), dNTP a 0,2 mM
(Invitrogen™), 0,5 U de enzima Platinum®Tag DNA polimerase,
tampédo de reagdo (200 mM Tris-HCI [pH 8,4], 500 mM KClI, 1,5 mM
MgCl,) e agua ultrapura, com volume final de 25 pL.

A Master Mix 02 foi preparada contendo os mesmos reagentes e
nas mesmas concentracGes que o Master Mix 01, alterando-se, apenas,
0s seguintes reagentes: 1 U de enzima Tth (Biotools®), tamp&o de reacio
(7 mM Tris-HCI [pH 8,4], 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 20 mM
(NH,4),S0,), permanecendo o volume final mencionado anteriormente.

A mistura de reagentes foi adicionada uma aliquota de 10 pL de
DNA retirado do protétipo viral, extraido pelos diferentes protocolos, e
foram acrescidos a cada master mix.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf®) nas seguintes condicdes:
desnaturagdo das fitas de DNA a 95 °C/90 seg, seguida de 30 ciclos de
desnaturagdo a 95°C/45 seg, anelamento a 49 °C, 50 °C e 51 °C/1 min.,
extensdo a 72 °C/ 45seqg e extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose (Gibco, Carlsbad, Califérnia, USA) a 1,5% em tamp&o
Tris acetato 1x (TAE; 40 mM Tris-acetato, 4cido acético 20 mM, EDTA
0,5 M pH 8,0), contendo 4 pL de brometo de etideo (5 mg.mL™;
Invitrogen™). A corrida eletroforética foi realizada em cuba de
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eletroforese horizontal, contendo tampdo TAE 1x, sob tensdo de 100
volts. O DNA ladder 100 pares de base (Invitrogen™) foi utilizado
como referéncia em todas as corridas. Ap6s o periodo de uma hora e
trinta minutos de corrida, a presenca dos fragmentos fora evidenciada no
gel documentado em fotografias digitais, por meio da exposic¢do a luz
UV, na qual utilizou-se o equipamento de captura de imagens Vilber
Lourmat (Fotodocumentador Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Franga).

3.8.3.2 Detecc¢do dos fagos nas amostras de agua dos reatores por PCR

As amostras de DNA oriundas dos reatores foram obtidas
utilizando-se 03 (trés) protocolos distintos: reagente TRIzol™ (descrito
no item 3.8.1.1), kit Power Soil DNA (item 3.8.1.2), kit ZR Viral
DNA/RNA™ (item 3.8.1.3). Submeteu-se as amostras a PCR para
detecgdo de miofagos.

Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram misturadas a Master
Mix 01 e Master Mix 02 e amplificadas conforme descrito nos itens
3.8.3.1, contudo a temperatura de anelamento foi 50 °C/1min (FILEE et
al., 2005).

Como controle positivo da reacdo foram utilizados 10 pL de
DNA, extraido do protétigo viral P1, e, como controle negativo, 10 puL
de agua ultrapura (MilliQ™).

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% e a presenca dos fragmentos amplificados foi
evidenciada apds exposicdo a luz UV, conforme descrito no item
3.8.3.1.

As amostras que ndo apresentaram produtos apés amplificagdo
foram reamplificadas. Um volume de 10 pL do produto da primeira
reacdo foi acrescido aos dois Master Mix (01 e 02) e submetido a nova
amplificacdo, tendo a temperatura de 50 °C/1min para anelamento dos
primers (item 3.8.3.1).

3.8.3.3 Determinacdo da presenca de inibidores inespecificos da reacdo
de PCR nas amostras de 4gua de reator

Para verificacdo da presenca de possiveis inibidores inespecificos
da PCR nas amostras de DNA oriundas dos reatores, uma aliquota de 10
pL de DNA extraido do protétipo viral P1 foi misturada a uma aliquota
de 10 pL de cada amostra e acrescidas a Master Mix 01 e a Master Mix
02. A amplificacdo foi realizada conforme descrito no item 3.8.3.1,
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contudo o volume final da reagdo foi de 50 UL e a temperatura de
anelamento foi 50 °C/1min (FILEE et al., 2005).
3.9 ANALISE ESTATISTICA
Para analisar a percentagem de recuperacao viral, foi realizado o

teste estatistico do qui-quadrado. A significancia estatistica € verificada
guando o valor (p-value) é menor que 0,05 (5%) (DE GROOT, 1986).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO DOS REATORES DE CULTURA DE
MICRORGANISMOS

Os reatores vém sendo operados, desde 2007, em regime de
batelada alimentada. Estudos ja realizados pelo grupo de pesquisa do
LTBR-UFSC, demonstram que 0s reatores se encontram em regime
estacionario e estdo em equilibrio (Camacho, 2015; SILVA et al., 2014).
Na tabela 7, observa-se que 0s reatores possuem um desempenho
bastante similar em relacfo ao consumo dos substratos orgénicos, sendo
gue o nitrato e o propionato foram completamente consumidos. Nesse
caso, verificou-se um residual de acetato com variagdo de 50 a 100 mg
C-CH3COO".LY, logo, demonstra-se que 0 consumo de acetato foi
parcial. Para Camacho (2015), o melhor doador de elétrons para as BRS
€ o0 propionato, pois mantem o metabolismo ativo do consércio
microbiano, ja que o consumo de acetato s6 ocorre quando ndo ha mais
propionato disponivel.

Tabela 7 - Produg&o de sulfeto em fungéo do consumo dos substratos, apés 48
horas

Calimentagdo ) 0 «
[mg.L ] Cf [mg.L-1] % Remogao
Reator  Reator | Reator Reator | Reator Reator
1 2 1 2 1 2
C-CH3CO0O 130 130 100 99 30 31
C-
CH3CH,COO 30 30 15 13 15 17
N-NO; 26,66  26.66 0 0 26,66 26,66
S-SH 0 0 109 111 100 100

Fonte: Elaboracdo da autora, 2017.

Camacho (2015) também demonstrou em seus ensaios que a
velocidade de consumo de acetato seria equivalente a de sua producdo a
partir de propionato, uma vez que este tem como intermediario na sua
rota metabolica o acetato, quando ocorre a degradagao incompleta.

Para realizar a anélise dos sulfetos foi necessario a diluicdo em
200 vezes, com o intuito de se reduzir a interferéncia do cloreto e do
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sulfato na quantificacdo dos ions, a partir disso ocorreu a deteccdo de
sulfetos em valores superiores a 100 mgHS". L™, em ambos os reatores.

Camacho (2015) ao utilizar a equacdo global para reducédo
biolégica do sulfato e oxidacdo do acetato e do propionato
(RITTMANN; MCCARTY, 2001) verificou que a quantidade de
sulfeto esperada por mol de carbono foi um pouco maior para o
propionato, com produgédo de 0,46 mol de H,S/ mol C-CH3;COQO™ e de
0,53 mol H,S/ mol C-CH;CH,COO". Considerando que 0s reatores
foram alimentados com uma concentracéo de 130 mg C-CH;COO".L™ e
30 mg C-CH5CH,COO".L ™, foi possivel estimar que a producdo méxima
de sulfeto, a partir desses substratos, desprezando-se completamente a
desnitrificagdo e outros possiveis processos anaerobios, seria de 94 mg
HS".L™, assim, foi observado a producéo de sulfeto dentro do esperado.

J4, a concentracdo de biomassa nos reatores apresentou 0s
seguintes valores médios durante a sua operagdo, conforme demonstrado
na Tabela 8.

Tabela 8 - Caracterizacdo do lodo dos Reatores
SST (g.L™ SSF (g.L™) SSV (g.L™

Reator 1 17,3 12,2 5,0
Reator 2 16,2 11,6 4,6

Fonte: Elaboracéo da autora, 2017.

Os resultados obtidos com as determinagbes analiticas
comprovam a presenca de bactérias redutoras de nitrato e bactérias
redutoras de sulfato na biomassa dos reatores, demonstrando que a
alimentacdo com excesso de carbono e nitrogénio (C:N de 4,6 : 1) foi
efetiva para proporcionar o crescimento simultaneo de ambos 0s grupos
microbianos. Silva et al. (2014) demonstraram a presenca de BRS nos
reatores, utilizando a técnica de gPCR.

Camacho (2015) comprovou em seus estudos a presenca de
bactérias redutoras de nitrato, injetando 4000 mg N — NO*. L™ nas
colunas, e os ensaios cinéticos demonstraram uma queda imediata na
concentracdo de nitrato (30 mg N — NO*. L™).

4.2 PREPARO DE SUSPENSAO DE PROTOTIPO VIRAL

Para a padronizacdo e realizacdo dos ensaios moleculares de
detecgdo de bacteriéfagos foram cultivadas linhagens suscetiveis ao
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protétipo P1. Esse fago é classificado na familia Myoviridae, infecta E.
coli e vem sendo utilizado como modelo para estudo de métodos, por ser
um fago virulento que lisa a célula hospedeira (LOBOCKA et al.,
2004).

No presente estudo, foi utilizada E.coli MG1655 como
hospedeira para o fago P1, por ser uma cepa de laboratério com minima
manipulacdo genética, sendo submetida apenas a luz ultravioleta para
inativar os bacteri6fagos lambda e a laranja acridina para inibir o
plasmideo F. Nesse sentido, faz-se necessario mencionar que Blattner et
al. (1998) utilizaram uma mesma cepa de E.coli para determinar o
genoma completo do bacteri6fago P1.

A presenca do protdtipo viral é revelada através da visualizagdo
de placas de lise decorrentes da infeccdo causada pelo bacteriéfago P1
na E.coli. A contagem de placas de lise é a metodologia tradicional para
detecgdo de bacteridfagos, apresentando a desvantagem que fagos com
cauda podem apresentar placas de lise muito pequenas, grandes ou uma
placa de difusdo no meio de cultura, contudo é através dessa técnica que
é possivel obter informacOes sobre a infectividade dos bacteridfagos e
das células hospedeiras (ROSERO, 2009).

A titulacdo da suspensdo viral foi realizada antes (Figura 13) e
apos (Figura 14) o processo de concentracdo viral.

Figura 13 - Imagens da titulagdo viral, antes do processo de concentragao viral

Legenda: (A) demonstra as placas de lises ocasionadas pelo fago P1 nas
bactérias E.coli nos titulos 10° a 10% (B) demonstra as placas de lises
ocasionadas pelo fago P1 nas bactérias E.coli nos titulos 10™ a 107 sendo que
no titulo 10" é possivel realizar a contagem do nimero de placas, conforme
placas na lupa.

Fonte: Registro feito pela autora, 2017.
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Figura 14 - Imagens da titulagdo viral antes do processo de concentragdo viral

Legenda: (A) demonstra as placas de lises ocasionadas pelo fago P1 nas
bactérias E.coli nos titulos 10° a 10% (B) demonstra as placas de lises
ocasionadas pelo fago P1 nas bactérias E.coli nos titulos 10“ a 107; (C)
demonstra as placas de lises ocasionadas pelo fago P1 nas bactérias E.coli nos
titulos 107 a 10™™°, sendo que no titulo 10™° é possivel realizar a contagem do
numero de placas, conforme placas de lise ilustradas na lupa.

Fonte: Registro feito pela autora, 2017.

Considerando o nimero de placas de lise observadas e com base
nas equacdes 01 e 02, foi determinada a presenca de 5 x 10" UFP de P1
em 10 pL de suspensdo, antes do processo de concentracdo viral. Apos o
processo de concentracdo viral, foi determinada uma concentragdo de 4
x 10" UFP/10 pL.

4.3 METODO DE PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Vérios métodos de concentragdo viral de amostras ambientais
foram propostos nos Gltimos anos, contudo nenhum estabelecido como
padrdo. Vale ressaltar que a maior parte dos métodos foram
desenvolvidos para a concentragcdo de Enterovirus, com o intuito de
realizar monitoramento viral devido ao problema de salde publica
decorrente de poliomielite (MARQUES, 1987; ABBASZADEGAN et
al., 1993; BOSCH et al., 2008; CHO et al., 2000). No desenvolvimento
da virologia ambiental, esses métodos foram empregados para a
concentracdo de outros virus entéricos, como 0s rotavirus, norovirus,
virus da Hepatite A, entre doutros (WYN-JONES; SELLWOOD, 2001,
BOSCH et al., 2008, GARRAFA, 2009).

A literatura sugere 0 uso do método Viradel (virus-adsortion-
elution), sendo considerada a melhor alternativa para a concentragdo de
virus presentes em amostras ambientais que se baseiam na adsor¢ao das
particulas virais a filtros de microporosidade, carregados eletricamente,
e posterior eluicdo com pequenos volumes (BOSCH et al., 2008; HILL
et al., 2009).
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Para a concentracdo das amostras desta pesquisa, foi realizada
uma adaptacdo do método proposto por Mehnert e Stewien (1993), o
qual é baseado no método Viradel e consiste na filtracdo através de
membrana carregada eletropositivamente ZP 60S e sobreposta com pré-
filtro AP-20 para clarificagdo. Tal método vem sendo utilizado, desde
1988, pelo grupo de pesquisa do Laboratdrio de Virus Entéricos
Humanos e Animais (ICB/USP) para pesquisa de rotavirus, adenovirus e
virus em amostras de solo, esgoto, agua superficiais (MEHNERT et al.,
1997; QUEIROZ et al., 2001; GARRAFA, 2001; PAULI, 2003;
SANTOS et al., 2004; PIRANHA et al., 2006; SASSAROLI, 2002).

A escolha da técnica para esta pesquisa foi definida pelo tipo de
amostra, pela infraestrutura do laboratdrio e disponibilidade financeira,
assim optou-se pelo uso da centrifugacéo para clarificacdo das amostras,
seguida do processo de eluicdo e entdo a ultracentrifugagéo.

O processo de centrifugacdo a 6.000 x g por 15 minutos é
indicado para a clarificacdo das amostras que tem por objetivo a
eliminacéo de residuos indesejaveis (bactérias, fungos, DNA bacteriano,
etc).

Ja, 0 método de concentracdo viral por adsorcdo/eluicdo a sais,
baseia-se na propriedade dos virus de adsorverem eletrostaticamente a
estas substancias, como o 6xido de ferro, fosfato, hidréxido de aluminio,
extrato de carne ou carvdo ativado (FON; LIPP, 2005, WYN-JONES;
SELLWOOD, 2001, SEELEY; PRIMROSE, 1982).

O extrato de carne foi utilizado como eluente, uma vez que
Shields e Farrah (1986) demonstraram em seus estudos que 0S
bacteri6fagos sdo sensiveis a pH extremos, assim as técnicas
empregando 0 uso de membranas carregados negativamente sdo
invidveis. Logo, sugere-se 0 uso de membranas carregadas
positivamente, e para aumentar a eficiéncia na elui¢do tem sido utilizado
solucdo proteica a base de extrato de carne.

O extrato de carne é constituido por grandes moléculas orgénicas,
as quais rompem as ligacGes hidrof6bicas entre os bacteridfagos e
superficies aderida, o que o torna um melhor eluente em relagdo aos
demais: citrato de potassio ou pirofosfato de sddio (GERBA, 1984;
WILLIAMSON; WOMMACK; RADOSEVICH, 2003).

Devido a alta eficiéncia do extrato de carne, optou-se pelo seu
uso para eluicdo das particulas virais que poderiam estar aderidas aos
sedimentos do reator. N&o foram utilizados filtros, devido ao pequeno
volume a ser processado.

A ultracentrifugacdo consiste na utilizagdo de forca gravitacional
superior a 100.000 x g por 1 hora para possibilitar a sedimentacdo de
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particulas virais. Esse método é indicado para andlise de pequenos
volumes (MEHNERT et al., 1997, WYN-JONES; SELLWOOD, 2001).
Ao comparar 0 volume processado em outros trabalhos na area
ambiental com o presente estudo, tem-se que este processou 2.200 mL
de amostra, assim, percebe-se que o método escolhido € o mais
indicado. Para o estudo que avaliou a qualidade virologica do efluente
domeéstico tratado e disponibilizado para reuso na cidade de Séo Paulo,
foram utilizados volumes de 15 L de esgoto bruto e 100 L de esgoto
tratado (GARRAFA, 2009). A pesquisa que visou analisar a populacao
de virus das familias Phycodnaviridae e Myoviridae nos rios Cuieiras,
Negro e Solimdes, baseou-se hum volume de 200 L de &gua para cada
amostra (GIMENES, 2010).

Para Seeley e Primrose (1982) o método de ultracentrifugacao
apresenta as vantagens de rapidez e ndo seletivo, contudo apresenta as
desvantagens do processamento de pequenos volumes de amostra.
Mesmo assim, optou-se pelo uso dessa técnica por ser eficiente, simples
e rapido.

Apos a concentragdo viral, as amostras foram divididas em duas
aliquotas, sendo uma aliquota tratada com o reagente Vertrel-XF® e a
outra néo.

O Vertrel-XF® é composto por hydrofluorocarbon (2,3-
dihydrodeca-fluoropentane) com trans-1,2-dichloroethylene.  Tal
solvente foi criado a partir da proibicdo do uso da substancia Freon TF,
devido a emissdo de gases que afetavam a camada de 0zdnio, auxiliando
o fendmeno de aquecimento global. Dessa forma, o Vertrel-XF® é aceito
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) sob o programa da
Politica de Novas Alternativas Significativas (SNAP) como substitutos
de substancias que destroem o ozénio (DUPONT, 2007).

O uso do Vertrel-XF® é adequado para remocéo de lipideos,
limpeza de particulas do solo e remocéo de particulas (DUPONT, 2007).
Assim, esse reagente vem sendo amplamente utilizado para limpeza de
amostras ambientais, uma vez que a presenca de residuos pode afetar as
analises moleculares subsequentes, bem como a extracdo de DNA
(GARRAFA, 2009; GIMENES, 2010).

4.3.1 Avaliacdo da Recuperacao de Viral em amostras de agua do
reator

Para avaliar a recuperacgdo viral, inoculou-se uma suspensdo do
proté6tipo viral P1 com o titulo de 5x10° UFP/1mL nas amostras de agua
do reator e, entdo, realizou-se a concentragéo viral. Nesse processo foi
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verificado a eficiéncia do reagente Vertrel-XF®. Os resultados desses
ensaios sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - indice de recuperagdo do método de concentragio viral aplicado &
amostras de agua do reator, determinado por titulagdo

Tratamento )
das _ Recuperado UFP/mL Total .y .
Lisado "o % Recu-
amostras . recuperado =
Ensaio  semeado } Recu- peragio
com UFP/mL UFPmL  oacio  Total
Vertrel- ! Pl P2 (P1+P2) PO
XFE
A 2.6=x 104 7x 104 06x10¢  1920%
- 5 _ﬂaﬂ' 1
ANTES 5 Ox10 17x 104 3x10¢  47x10°  040% 0%
C 3x10¢ 0x 1¢ 12x10° 24%
:J‘I-::U-‘L'&fﬂi‘ =0 105
A 2x 104 1,2x 107 14=x10% 28%
DEPOIS g 5x10° 4x10¢ Tx1F 11x105 2%  2RTW
C 45x 10¢ 1,2 x 107 1.6x 107 33%
& p-valor <0.03
Ep-valor 0,001

Legenda: ““Média do percentual de recurpeacéo dos ensaios antes do tratamento
com Vertrel-XF®. ®Média do percentual de recurpeacdo dos ensaios apds o
tratamento com Vertrel-XF®®". Amostra processada a partir do sobrenante. ©?
Amostra processada a partir do sedimento. @Significancia entre os indices de
recuperado de P1 e P2, antes do tratamento com Vertrel-XF®. ®Significancia
entre os indices de recuperado de P1 e P2, depois do tratamento com Vertrel-
XF®. Osignificancia entre a recuperacéo total antes e depois do tratamento com
Vertrel-XF®.

Fonte: Elaboracéo da autora, 2017.

Ao submeter os resultados obtidos ao teste do qui-quadrado,
observou-se que o valor “p” (p-value), obtido da analise entre P1 e P2
antes do tratamento das amostras com Vertrel-XF® foi de 0,195,
indicando que ndo ha diferencas estatisticamente significantes da
recuperacdo em amostras processadas a partir do sobrenadante (P1) e do
sedimento (P2).

Ja, na analise entre P1 e P2 ap6s o tratamento com Vertrel-XF® e
do percentual total de recuperacdo do lisado, apresentou-se valores
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préximos a zero, indicando a existéncia de diferengas estatisticamente
significantes entre as amostras.

A recuperagdo viral média obtida pelo método de concentragdo
foi de 17,5%, para as amostras antes do tratamento com Vertrel-XF" e
de 27,7% ap6s o uso do reagente, demonstrando que o Vertrel-XF® foi
eficiente para a remogdo de lipideos e proteinas das amostras e,
consequentemente, causou uma maior recuperacdo das particulas virais
que estéo aderidas ao material particulado.

No final dos anos 70, pesquisadores desenvolveram um método
que utiliza filtro de celulose e terra de diatomaceas carregado
positivamente para concentracdo de poliovirus, sendo sua eficiéncia de
recuperacdo compardvel ao do método da filtracdo com filtros de carga
negativa, contudo, a adsorcdo das particulas virais a superficie do filtro
ocorre em um intervalo amplo de pH, sem a necessidade de aplicacdo de
sais (SOBSEY e JONES, 1979; ESTES et al., 1979; RAO; METCALF;
MELNICK, 1986).

Varios pesquisadores utilizaram o novo método e comprovaram a
sua eficiéncia, tendo uma recuperacdo de 50% de enterovirus de &guas
cloradas e de esgoto (CHANG; FARRAH; BITTON, 1981; SOBSEY;
GLASS, 1980; SOBSEY; JONES, 1979) e de 22% a 50% na
recuperacao de poliovirus de 4gua potavel (SOBSEY; JONES, 1979).

Ao se observar as taxas de recuperacdo viral, percebe-se que é
bastante inferior aos indices obtidos em estudos anteriores realizados no
Brasil, sendo de 81% em agua de esgoto (MEHNERT et al.,1997), a
partir de agua de esgoto bruto, e 90,7%, a partir de agua de corrego
(QUEIROZ et al.,, 2001). Os dois estudos utilizaram a mesma
metodologia, baseada no método Viradel (virus-adsortion-elution), no
qual realizou-se primeiramente uma filtracdo através de membrana
eletropositiva e eluicdo com extrato de carne 3%.

Williamson; Wommack; Radosevich (2003) avaliaram 0s
métodos de recuperacdo viral adequados para posterior analise de
deteccdo de bacteri6fagos (plagueamento, microscopia de fluorescéncia
e microscopia eletrénica de transmissdo). No presente estudo foram
testados 04 (quatro) tampdes de eluigdo (extrato de carne, tampdo de
glicina, pirofosfato de sodio e citrato de potassio).

O extrato de carne apresentou uma eficiéncia de 26% na
recuperacao de bacteriéfagos, contudo ao analisar a recuperacéo viral de
bacteriéfagos T4 em solo utilizando-se extrato de carne como eluente, o
indice de recuperacdo foi de 16% (WILLIAMSON; WOMMACK;
RADOSEVICH, 2003). Isso demonstrou que o indice de recuperacdo de
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bacteriéfagos da familia Myoviridae, alvo do presente estudo, superou o
esperado na literatura.

A recuperacao viral de 27,7% demonstra que o método aplicado é
melhor para a elui¢cdo dos bacteriéfagos presente nas amostras. Dessa
forma, tem-se a indica¢do que o método proposto como um todo pode
ser aplicado na extracdo de bacteriéfagos presente em amostras oriundas
de agua do reator.

4.4 PESQUISA DE VIRUS NAS AMOSTRAS DE AGUA DE
REATOR

4.4.1 Extracio de DNA

Foram testados trés protocolos distintos para a extragdo de DNA
do protétipo viral (P1) e para todas as amostras oriundas dos reatores
(reagente TRIzol, kit Power Soil DNA, kit ZR Viral DNA/RNA).

O uso do kit Power Soil DNA é recomendado para extracdo de
DNA de amostras de solo, fezes e ambientais, uma vez que elimina
sustancias himicas e outros inibidores de PCR, segundo orientagfes do
fabricante (MO BIO, 2016).

O kit ZR Viral DNA/RNA™ ¢ indicado pelo fabricante para
purificacdo e extracdo de DNA de forma rapida em uma vasta gama de
amostras, plasma, soro, sobrenadantes de cultura, células animais e
tecido (ZYMO RESEARCH, 2017).

A técnica de extracdo de DNA na qual utiliza-se o reagente
TRIzol™ ¢ usada em amostras de tecidos ou células de animais, plantas,
bactérias, virus e leveduras. Essa técnica de isolamento de DNA ¢
bastante utilizada e difundida, contudo a presenca de TRIzol na amostra
extraida pode causar a inibicdo da reacdo de PCR (SCHRADER et al.,
2012).

A concentragdo de 4&cido nucléico foi determinada no
comprimento de onda de 260 nm, e a concentracdo de proteina residual
no comprimento de 280 nm. A razdo obtida entre 260/280 determina a
pureza da amostra. Em uma amostra pura a razéo ideal é em torno de
1,8, sendo que valores mais baixos indicam contaminacdo por proteina.
Ja, a razdo entre 260/230 indica possivel contaminacdo por sais ou
solventes, sendo considerado amostra livre de contaminantes as que
possuem a razdo entre 2,0 e 2,2 (OXFORD GENE TECNOLOGY,
2011; WILLIAM, et al., 1997).
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O controle positivo (P1) para todas as reagdes de amplificacdo do

DNA viral, através de PCR, devera ter o seu DNA extraido com o kit
Power Soil DNA, pois com esse método de extracdo a amostra obteve
um DNA mais puro e com uma concentracdo de 97,30 (ng/uL). Segundo
a literatura, para as amplificacbes de bacteriéfagos obterem sucesso
deve haver uma concentracdo em torno de 100 ng/uL de DNA
(FULLER et al., 1998; ZHONG et al., 2002; BOKER et al., 2006;
GIMENES, 2010).
Quanto as amostras oriundas dos reatores, ndo foi possivel determinar
qual o melhor método de extracdo de DNA, uma vez que se obteve uma
baixa concentracdo de DNA extraido e contamina¢do por sais ou
solventes, apds a constatacdo de contaminacgao por sais ou solventes, foi
realizada a limpeza das amostras utilizando solucédo de citrato de sodio
0,1 M a 10% de etanol (Anexo E).

Entdo, optou-se que seriam utilizados os kits Power Soil DNA e
ZR Viral DNA/RNA para extracdo de DNA viral das amostras de agua
dos reatores, uma vez que devido as caracteristicas ambientais das
amostras, os Kits sdo as melhores op¢des para purificagdo e extracdo do
DNA.

Neste estudo, ao analisar a populagdo de Phycodnaviridae e
Myoviridae nos rios Cuieiras, Negro e Solimdes, foi utilizado o kit
Power Soil DNA para extragdo de DNA, obtendo-se resultados
satisfatérios na técnica de PCR (GIMENES, 2010).

4.4.2 Amplificagéo do DNA viral

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a qual
consiste na amplificagdo da molécula de DNA, apesar de bastante
difundida na virologia ambiental desde a década de 90
(ABBASZADEGAN et al., 1993; GAJARDO et al., 1995; FONG e
LIPP, 2005), vem sendo utilizada para a deteccdo de bacteriéfagos em
amostras marinhas. Filée et al. (2005), detectaram bacteri6fagos do tipo
T4 de varios ambientes marinhos (baias da Colimbia Britanica, o leste
do Golfo do México e o Oceano Artico), amplificando a regifo do gene
g23 o qual codifica a principal proteina do capsido em todos os fagos do
tipo T4. No Brasil, Gimenes (2010) analisou a populagdo de
Phycodnaviridae e Myoviridae nos rios Cuieiras, Negro e Solimdes,
localizados na Bacia Amaz6nica, utilizando métodos moleculares (PCR,
DDGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, clonagem,
sequenciamento e microscopia eletrdnica de transmissdo — MET). Os
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Myoviridae foram detectados em todos os rios, tanto com o método PCR
como a MET.

Tendo em vista as dificuldades de cultivos de muitos virus e seus
respectivos hospedeiros, bem como o estabelecimento de métodos de
deteccdo por PCR nos Ultimos anos, as pesquisas na area de ecologia
viral focaram na aplicacdo de analises metagenémicas, as quais estdo
trazendo algumas respostas quanto a composicdo do virioplancton,
especialmente, no ambiente aquético marinho.

A metagendmica vem sendo utilizada para realizar a anélise do
conjunto dos genomas microbianos de uma amostra ambiental, tanto do
ponto de vista das sequéncias, quanto das fungdes. Assim, na virologia,
tem-se por objetivo avaliar o genoma de todos os virus existentes em
amostras ambientais (agua de lagos, agua de reuso) ou bioldgicas
(aspirados do trato respiratorio, fezes humanas), tornando-se uma
ferramenta muito importante atualmente na descoberta de novos virus
em amostras ambientais e bioldgicas (CASTRIGNAMO; NAGASSE-
SUGAHARA, 2014; LYSHOLM, et al., 2012, PHAN, et al., 2011;
DJIKENG, et al., 2009; ROSARIO, et al., 2009).

Angly et al. (2006) analisaram diferentes amostras, coletadas de
diferentes regides do oceano (Oceano Artico, da costa da Colimbia
Britanica, do Golfo do México e do Mar dos Sargazos), utilizando o
método de metagendmica e concluiram que a maioria das sequencias
virais encontradas ndo era semelhante as das bases de dados.

Praticamente, ndo existe qualquer informag&o sobre o nimero de
particulas de linhagens especificas de fagos em agua do mar e no que
diz respeito aos sedimentos marinhos. Essas informagdes podem ser
obtidas apenas por plagueamento direto da amostra ou pelo método de
nimero mais provavel. Vérios autores tém tentado, sem sucesso, 0
isolamento de fagos por métodos diretos, e outros embora por vezes
tiveram éxito, ndo publicaram suas conclusées (ROSERO, 2009;
ACKERMANN; BERTHIAUME; TREMBLAY, 1998).

A técnica de PCR tem como vantagem possibilitar a amplificacéo
e a deteccdo de pequenas quantidades virais, indetectaveis pelos
métodos tradicionais, uma vez que uma copia do genoma viral é
suficiente (BUESA et al., 1996). Segundo Bosch et al. (2008), essa
técnica é considerada a melhor para deteccdo viral.

A elevada sensibilidade justifica a importancia do
desenvolvimento de um protocolo para deteccdo de bacteriofagos
através da PCR, uma vez que o cultivo de bactérias redutoras de sulfato
apresenta limitagBes, pois ndo suportam oxigénio, o que dificulta a
deteccdo pelos métodos convencionais (SILVA, 2010).
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4.4.2.1 Determinacdo de parametros para PCR

Considerando o tipo das amostras nas quais a reagdo de PCR
seria aplicada, diferentes enzimas polimerases e temperaturas de
anelamento foram analisadas através de um gradiente para se determinar
as condicOes ideais de amplificagdo do DNA viral do protétipo (P1),
levando em consideracdo parametros estabelecidos por Fillé et al.
(2005). A temperatura ideal de anelamento foi de 50 °C, assim foram
testadas temperaturas de anelamento acima e abaixo desta. A enzima
indicada é a Platinum®Tagq DNA polimerase, por se tratar de amostra de
ambiente natural. Foi utilizada também a enzima Tth e foram realizados
testes para determinar o melhor método de extracdo de DNA, conforme
demonstrado no item 3.8.1.

A enzima Tth, obtida de Thermus thermophilos, é resistente a
incubacfes prolongadas em altas temperaturas (superiores a 95 °C) e
também possui uma atividade de exonuckease 5" 3. A Tth DNA
polymerase é recomendada para uso em PCR, RT-PCR, transcri¢do
reversa e reagBes de extensdo de iniciador a temperaturas elevadas
(ROCHE, 2013). Além disso, é uma polimerase que exibe atividade
mesmo quando as amostras sdo de composicdo complexa como agua de
esgoto (GARRAFA, 2009).

J&, a enzima Platinum®Taq DNA polimerase é constituida por
anticorpos, os quais sdo especificos para cada DNA polimerase. Esses
inibem a atividade da polimerase a temperatura ambiente, assim a
enzima é ativada a 94 °C durante o inicio da PCR, porque a temperatura
ocasiona a dissociacdo dos anticorpos e ativa a atividade da enzima
(INVITROGEN, 2015).

Na Figura 15, é possivel observar a presenca de um fragmento de
aproximadamente 550 pb, o qual corresponde a amplificacdo da regido
do gene da glicoproteina de superficie gp23 de miofagos, demonstrando
gue o protétipo viral foi amplificado quando utilizado kits Power Soil
DNA e ZR Viral DNA/RNA™ para extracdo de DNA. Confirmou-se,
também, que a melhor temperatura de anelamento para amplificacdo do
DNA é 50 °C, utilizando-se a enzima Platinum®Tagq DNA polimerase,
conforme demonstrado por Filée et al. (2005).



86

Figura 15 - Resultado da padronizacdo da PCR para deteccdo de miofagos

Platinum Tth
MoBio  Zymo TRIzol MoBio  Zymo TRIzol
M 495051 49 50 51495051 C- M 49505149 50 5149 50 51 C- (°C)

500pb ——»

Legenda: DNA extraido do protétipo viral (P1) com Power Soil DNA (MoBio),
ZR Viral DNA/RNA™ (Zymo) e TRIzol e amplificados com as enzimas
Platinum®Taq DNA polimerase e Tth, nas temperaturas de anelamento de 49, 50
e 51 °C. Controles negativo (C-) da reacdo. Marcador de peso molecular: DNA
ladder de 100pb (M). Gel agarose a 1,5% corado com solucéo de brometo de
etidio.

Fonte: Registro feito pela autora, 2017.

4.4.2.2 Deteccdo viral na dgua dos reatores

O DNA viral das amostras de agua de pogo de petrdleo do reator
1 e reator 2, tanto do sedimento como do sobrenadante, foi extraido
utilizando-se todos os métodos descritos no item 3.8.1. A partir disso,
procurou-se determinar qual o melhor método de extragdo do DNA das
amostras. A amplificacdo foi realizada, utilizando-se dois tipos de
enzima: a Platinum®Taq DNA polimerase e a Tth, pois havia, também, o
intuido de determinar qual a melhor delas a ser aplicada no caso.
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Nenhuma das amostras submetidas a PCR apresentou
amplificacdo do material genético. Tentou-se, entdo, a reamplificacdo
dos produtos de PCR para verificar se o ndo aparecimento de
fragmentos no gel seria resultado da pouca quantidade de amplicons.
Entretanto, ndo houve sucesso (Figuras 16 e 17).

Figura 16 - Detecgdo de miofagos nas amostras do Reator 1 por PCR
Platinum Tth

Sobrenadante Sedimento Sobrenadante Sedimento

M  Zymo MoBio Zymo MoBio Zymo MoBio Zymo MoBio C+  C-

500pb

Legenda: DNAs extraidos de sobrenadante e do sedimento com kits comerciais
Power Soil DNA (MoBio), ZR Viral DNA/RNA™ (Zymo) e amplificados com
as enzimas Platinum®Tag DNA polimerase e DNA Tth (Biotools®) na
temperatura de anelamento de 50 °C. Controles negativo (C-) e positivo (C+) da
reacdo. Marcador de peso molecular: DNA ladder de 100pb (M). Gel agarose a
1,5% corado com solugdo de brometo de etidio.

Fonte: Registro feito pela autora, 2017.
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Figura 17 - Detecgdo de miofagos nas amostras do Reator 2 por PCR
Platinum Tth

Sobrenadante Sedimento Sobrenadante Sedimento

M Zymo MoBio Zymo MoBio Zymo MoBio Zymo MoBio C+ C-

500pb e

Legenda: DNAs extraidos de sobrenadante e do sedimento com kits comerciais
Power Soil DNA (MoBio), ZR Viral DNA/RNA™ (Zymo) e amplificados com
as enzimas Platinum®Taq DNA polimerase e DNA Tth (Biotools®) na
temperatura de anelamento de 50 °C. Controles negativo (C-) e positivo (C+) da
reacdo. Marcador de peso molecular: DNA ladder de 100pb (M). Gel agarose a
1,5% corado com solugdo de brometo de etidio.

Fonte: Registro feito pela autora, 2017.

Como ndo houve sucesso na amplificacdo das amostras oriundas
dos reatores, foi realizado uma PCR para verificacdo da presenga de
possiveis inibidores inespecificos nas amostras (teste de spike), contudo,
conforme demonstrando pela Figura 18, ndo ocorreu amplificacdo do
material genético, o que indica a presenca de inibidores.

Os inibidores de PCR geralmente exercem seus efeitos através da
interacdo direta com DNA ou através da DNA polimerases. A ligagdo
direta a0 DNA pode ocorrer tanto em fita simples ou nas duplas fitas,
podendo comprometer a amplificacdo (BESSETTI, 2007; SCHRADER
etal., 2012).

Os inibidores podem também interagir diretamente com o DNA
polimerase, e por serem cofatores causam inibicdo da reacdo. Quanto a
interacdo com o magnésio, o qual é um cofator critico, os inibidores
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podem causar reducdo da disponibilidade do Mg*" ou interferirem
diretamente na ligacio do Mg”" & polimerase (BESSETTI, 2007).

Figura 18 - Resultado do ensaio para avaliacdo da presenga de inibidores nas
amostras de agua dos reatores pela PCR

Platinum Tth

R1 R2 R1 R2

Sob Sed Sob Sed Sob Sed Sob Sed

M Zymo MoBio Zymo TRIzol Zymo MoBio Zymo TRIzol C+ C-

500pb —>

Legenda: Sob — sobrenadante; Sed — sedimento; R1 — reator 1; R2 — reator 2.
DNAs extraidos de sobrenadante e do sedimento com kits comerciais Power
Soil DNA (MoBio), ZR Viral DNA/RNA™ (Zymo) e TRIzol e amplificados
com as enzimas Platinum®Tag DNA polimerase e DNA Tth (Biotools®) na
temperatura de anelamento de 50 °C. Controles negativo (C-) e positivo (C+) da
reacdo. Marcador de peso molecular: DNA ladder de 100pb (M). Gel agarose a
1,5% corado com solugdo de brometo de etidio.

Fonte: Registro feito pela autora, 2017.

As principais fontes de inibidores sdo os materiais e reagentes
que entram em contato com as amostras durante o processamento ou a
purificacdo do DNA, ou j& estdo ligadas a prépria amostra. Os principais
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inibidores incluem excesso de KCI, NaCl e outros sais, detergentes
ibnicos, etanol, isopropanol, fenol, entre outros (BESSETTI, 2007;
SCHRADER et al., 2012).

As amostras que apresentam grande concentragdo de inibidores
sdo as oriundas dos fluidos bioldgicos (sangue, urina, sémen), do
material vegetativo (plantas), dos compostos himicos (solo, sedimentos
naturais da agua). Nas amostras oriundas da dgua e do meio ambiente,
conforme demonstrado por Abbaszadegan et al. (1993); ljzerman et al.
(1997), os principais inibidores sdo residuos, acidos fulvicos, &cidos
himicos, material himico, ions metalicos e polifendis.

As amostras ambientais podem ser muito diversas e derivadas de
diferentes locais, incluindo solo, agua ou ar. Essa grande variedade leva
a presenca de diferentes inibidores de PCR. Vale ressaltar que a
biomassa e 0 solo podem conter acidos humicos e fulminicos, que
inibem a PCR mesmo em baixas concentracdes (IJZERMAN et al.,
1997). J4, em amostras oriundas de esgoto, ocorre a presenca de
gorduras, proteinas, polifendis e metais pesados. E, em aguas residuais é
encontrado polissacarideos, ions metalicos (ferro e aluminio) e RNAses,
sendo inibidores comuns presentes em amostras ambientais (SHIEH et
al., 1995; SCHRADER et al., 2012). Isso comprova que as amostras
oriundas dos reatores possuem inibidores da prépria amostra ou
decorrente do processo de extracdo do DNA, conforme ja discutido no
item 4.4.1. As amostras de DNA extraidas apresentam grande
concentracdo de sal, o qual é um inibidor de PCR.

Outro ponto ¢ a concentracdo do MgCl,, a qual é considerada um
fator critico da PCR, pois concentracdes altas levam a formacdo de
bandas inespecificas, e baixas concentracGes podem levar a inativacdo
da reacdo, causando a auséncia de produto. Nesse caso, seria
interessante realizar um gradiente para determinar a melhor
concentracdo de MgCl, para a reacdo em questdo (BESSETTI,
2007; SCHRADER et al., 2012). No entanto, a concentra¢do de MgCl,
utilizada no presente estudo foi baseada no ensaio de padronizagdo
realizado por Fielé et al. (2005) e confirmada por Gimenes (2010).

Vale ressaltar que, por tratar-se de amostra de ambiente natural,
h&d a presenca de bactérias tanto nos reatores como nas aliquotas
coletadas, e elas apresentam um papel importante na inativacdo e
degradagdo da particula viral. O capsideo viral € composto de proteinas
e por isso pode ser uma fonte de nutrientes para as bactérias. Além
disso, as bactérias produzem enzimas proteoliticas e nucleases, e 0
capsideo viral é extremamente suscetivel a acdo das referidas enzimas,
as quais podem degradar a particula viral, liberando o DNA ou 0 RNA


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2012.05384.x/full#jam5384-bib-0001
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2012.05384.x/full#jam5384-bib-0056
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2012.05384.x/full#jam5384-bib-0056
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2012.05384.x/full#jam5384-bib-0102
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no meio, danificando ou inativando, além de causar uma posterior perda
de infectividade viral (SILVA, 2010; RODRIGUEZ; PEPPER; GERBA,
2009; GUARDABASSI et al., 2003).

Ha relatos na literatura de que a contaminagdo bacteriana em
técnicas para a deteccdo de acidos nucleicos precisa ser reconhecida por
ter potencial perigo em diagnostico virolégico, ja que as enzimas
RNAses e DNAses bacterianas podem acarretar em resultados falso-
negativos ou invalidos, devido a degradagdo do RNA e DNA (SILVA,
2010; CLASSEN; VAN ZYL; PREISER, 2008). O mesmo pode ocorrer
em analises ambientais, sendo que os resultados aqui apresentados
podem ser falso-negativos, devido a todas as justificativas aqui expostas.

Foi possivel a padronizagdo de um protocolo de PCR para
deteccdo de miofagos, utilizando-se o protdtipo viral, contudo ha
necessidade da continuidade de pesquisas relacionadas para a
determinacdo de um protocolo de extracdo de DNA eficiente para
amostras oriundas de agua do reator.

O ideal seria realizar os futuros estudos com agua de lavagem
coletada diretamente de um pogo de petrdleo, uma vez que o reator vem
sendo operado no laboratério a quase dez anos, podendo ter ocorrido
alteracdes microbiolégicas significativas, e assim ndo sendo possivel
saber se ha presenca de particulas virais nos reatores.






93

5 CONCLUSOES

O método utilizado no processamento das amostras se constitui
das seguintes etapas: clarificacdo, eluicdo com extrato de carne,
ultracentrifugacdo e tratamento das amostras com Vertrel-XF®. Foi
capaz de uma recuperacdo de 27,7% dos fagos semeados
experimentalmente em amostras de agua de reator, uma vez que
Williamson; Wommack; Radosevich (2003) demonstraram em seus
estudos um indice de recuperacao de Myoviridae de 16%.

Face a complexidade da composi¢do das amostras oriundas de
agua do reator, ndo foi possivel determinar qual o melhor método de
extracdo de DNA. Contudo, a PCR para deteccdo de miofagos originado
do prototipo viral (P1) foi padronizada, entretanto a possivel presenca de
inibidores inespecificos interferiu na detecc¢do dos virus nas amostras de
aguas de reator.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Isolar Bactérias Redutoras de Sulfato presente em pocos de
petroleo, operados offshore.

- Isolar bacteri6fagos que infectem Bactérias Redutoras de
Sulfato.

- Realizar a purificacdo correta para total limpeza do DNA viral,
oriunda de amostras de poc¢o de petréleo.

- Realizar a técnica de concentracdo viral padronizada por este
trabalho, utilizando-se uma amostra oriunda diretamente de um pogo de
petrdleo offshore.

- Realizar a técnica de PCR utilizando uma amostra oriunda
diretamente de um pogo de petréleo offshore.

- Realizar a andlise do conjunto dos genomas microbianos
utilizando a técnica de metagendmica em amostras oriundas diretamente
de um poco de petrdleo, operado em offshore.
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ANEXOS
ANEXO A — Meio de Cultura LB-Agar

Diluir, em 900 mL de 4gua ultrapura (MilliQ®), 20 g de LB (Life
Technologies) e 08 g de Agar Bacteriological (Acumedia), e manter sob
agitacdo, utilizando agitador magnético até que forme uma solucédo
homogénia.

Transferir a solu¢do para um baldo volumétrico e avolumar para 1
L e, entdo, transferir para frascos adequados para 0 processo de
esterilizacdo. A solucéo foi autoclavada a 121°C por 15 minutos. Manter
em banho-maria a 60°C, até 0 momento de uso.

Distribuir aproximadamente, 10 mL de meio, em cada placa de
Petri, fazer o processo em fluxo laminar, para ndo ocorrer contaminag&o.
Esperar o meio solidificar e entdo armazenar as placas a 4°C, até o
momento de uso.
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ANEXO B — Meio de Cultura LB

Diluir em 900 mL de agua ultrapura (MilliQ®), 20 g de LB (Life
Technologies), manter sob agitacdo, utilizando agitador magnético, até
que formar uma solugdo homogenia.

Transferir a solucdo para um baldo volumétrico e avolumar para 1
L e, entdo transferir para frascos de vidro que suportem aliquotas de 10
mL.

O meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 15 minutos.
Manter a 4°C, para uso posterior.
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ANEXO C — Meio de cultura LB composto

O meio de cultura LB composto é composto por 20g/L de LB
(Life Technologies), suplementados com 5 mM CaCl, e 0,2% de
glicose.

Primeiramente, diluir o LB em 500 mL de &gua ultrapura
(MilliQ®) e, entéo acrescentar 5 mM CaCl, e 0,2% de glicose, manter
sob agitacdo, utilizando agitador magnético, até que formar uma solugédo
homogenia.

Utilizando, um baldo volumétrico de 1 L, avolumar a solugéo.
Separar a solucdo em aliquotas de 10 mL em frascos de vidro, para
entdo autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Acondicionar os meios prontas a 4°C, até 0 momento de uso.
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ANEXO D — Meio de Cultura Top-Agar

O primeiro passo é preparar 0 meio de cultura LB-Agar, entdo em
900 mL de &gua ultrapura (MilliQ®) diluir, 20 g de LB (Life
Technologies) e 08 g de Agar Bacteriological (Acumedia), manter sob
agitacdo, utilizando agitador magnético, até que formar uma solugdo
homogenia.

Transferir a solu¢do para um baldo volumétrico e avolumar para 1
L e, entdo transferir para frascos adequado para o processo de
esterilizacdo. A solucéo foi autoclavada a 121°C por 15 minutos. Manter
em banho-maria a 60°C até o momento de uso.

Distribuir, aproximadamente, 10 mL de meio em cada placa de
petri e fazer o processo em fluxo laminar para ndo ocorrer
contaminacdo. Esperar o meio solidificar.

Sobre 0 meio LB-Agar solidificado, adicionar 5 mL de Top-Agar,
0 qual é preparado da seguinte forma: diluir, em 900 mL agua ultrapura
(MilliQ®), 20 g de LB (Life Technologies) e 08 g de Agar
Bacteriological (Acumedia), manter sob agitacdo utilizando agitador
magnético, até que forme uma solucdo homogénia. Avolumar para 1 L
com o auxilio de baldo volumétrico, autoclavar a 121°C por 15 minutos.
E necessario manter o meio a 60°C, utilizando-se banho-maria.

Suplementar o0 meio com 5 mM CacCl,, 0,1 M MgSO, e 0,2% de
glicose e, entdo, distribuir o meio Top-Agar sobre o LB-Agar em cada
placa de Petri. Esperar o meio solidificar e as placas devem ser
utilizadas imediatamente.
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ANEXO E - Remogao de Sais do DNA

Apos a quantificacdo e analise do DNA extraido, utilizando o
NanoDrop 200C, observou-se a presenca de sais nas amostras, conforme
apresentado na Tabela 10, entdo as amostras foram lavadas com 500 L
de solucdo de citrato de sodio 0,1 M e 10 % de etanol, e incubado por 30
minutos a 25 °C. As amostras foram novamente centrifugadas a 5.000 x
g por 5 minutos a 4 °C. Repetiu-se 0 por mais duas vezes.





