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RESUMO

O controle do crescimento microbiano é um desafio crescente nas mais
variadas areas da engenharia, em especial, em sistemas de tratamento de
efluentes e em setores produtivos especificos, onde a presenca de
determinadas bactérias, traz impactos econémico e ambientalmente
negativos. Os bacteriéfagos — virus que infectam especificamente
bactérias e se replicam em seu interior — tém sido utilizados como
agentes de controle de crescimento microbiano em diversas areas.
Apesar do interesse renovado pela sua aplicacdo e importancia
ecoldgica, fagos com amplo espectro de hospedeiros ainda tém pouca
representatividade nos estudos recentes. Além disso, o escopo das
aplicacdes de fagos tem sido limitado por fatores tais como alta
especificidade, resisténcia bacteriana aos fagos e influéncia de fatores
fisico-quimicos na viabilidade e infectividade dos fagos. O objetivo
deste trabalho foi demonstrar que é possivel isolar fagos de amplo
espectro de hospedeiros e, através da caracterizacdo destes fagos
encontrar elementos para compreender sua polivaléncia. Além disso,
explorou-se a incorporacéo do genoma dos fagos em esporos de Bacillus
subtilis, para aumentar a sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis,
finalmente, propds-se uma abordagem diferenciada para o uso de fagos
como ferramentas de biocontrole em sistemas de tratamentos de
efluentes. Através de uma adaptacdo da metodologia de isolamento
sequencial por multiplos hospedeiros, isolou-se dois fagos polivalentes,
denominados @NAO1 ¢ @NAO3, capazes de infectar bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas com alta eficiéncia. Os principais
pardmetros ligados ao ciclo de vida dos fagos, taxa de adsorcéo (4,41-
18,2x10™° ml/min para pNAO1; 4,13-5,75x10™° mL/min para gNA03),
burst size (100-120 UFP/célula e 90-110 UFP/célula, respectivamente) e
periodo de laténcia (40 min e 40-50 min, respectivamente), foram
determinados para os quatro hospedeiros utilizados no isolamento. Os
tipos de receptores bacterianos usados pelo fago ¢NAO1 foram
identificados usando células hospedeiras tratadas com periodato ou
proteinase, e revelaram ser polissacarideos para todos os hospedeiros. O
fago ®NAO1 teve seu genoma sequenciado e anotado revelando ser um
fago do tipo N4, com um genoma de cerca de 76Kbp e 930RFs. A
analise gendmica revelou varios genes com potencial relacdo com sua
ampla gama de hospedeiros, incluindo a presenca de trés genes
codificando RNA polimerase, a0 mesmo tempo, forneceu informagdes
sobre suas relagfes evolutivas com fagos do mesmo género infectando
uma variedade de bactérias diferentes. Outros dois fagos polivalentes,



PBSC1 e PBSC2, apds brevemente caracterizados, foram usados para
otimizar uma metodologia de incorporacdo de fagos a esporos de
Bacillus subtilis. As condi¢cBes 6timas para maior eficiéncia de
incorporacdo dos fagos aos esporos foram encontradas quando os fagos
foram introduzidos nos pré-esporos com mais alta taxa de esporulacdo
(10 h de incubagdo) e MOI 1,0. O tempo de maturacdo dos esporos de
48 h aumentou tanto o rendimento de esporos quanto a eficiéncia de
incorporacdo. Comparado com os fagos livres, os fagos protegidos por
esporos mostraram uma resisténcia significativamente maior em relacéo
a altas temperaturas, pH extremo, radiacdo UVA e presenca de ions
cobre. Demonstrou-se que a germinacao dos esporos pode ser induzida
por baixas concentra¢fes de L-alanina ou uma mistura germinativa (L-
asparagina, D-glicose, D-frutose e K*) para desencadear a germinagio e
consequente liberagcdo dos fagos protegidos dentro de 60 a 90 min. Em
geral, a resiliéncia superior de fagos polivalentes protegidos por esporos
pode permitir armazenamento dos fagos a longo prazo (néo refrigerado)
e melhorar a eficiéncia do tratamento com fagos em condigdes
ambientais adversas. Por fim, propds-se uma nova abordagem para 0
uso de fagos no controle microbiano com etapas de isolamento,
producdo e aplica¢do que se diferenciam do tratamento convencional.

Palavras-chave: Controle microbiano. Bacteriofagos/fagos. Esporos de
Bacillus subtilis.



ABSTRACT

Microbial growth control is a challenging issue in many engineering
areas, particularly, wastewater treatment systems and in specific
productive sectors, where the presence of certain bacteria has economic
and environmental negative impacts. Bacteriophages — viruses that
specifically infect bacteria and replicate inside — have been used as
microbial control agents in several areas. Despite renewed interest in its
application and ecological importance, phages with broad host range
still are poorly investigated in recent studies. In addition, the scope of
phage applications has been limited by factors such as high specificity,
bacterial resistance to phage and physicochemical factors influence on
phage viability and infectivity. The aim of this study was to demonstrate
that it is possible to isolate broad host range phages and, through the
characterization of these phages, to find elements to understand their
polyvalence. In addition, we explored phage genome trapping into
Bacillus subtilis spores, to increase their survival in harsh environments.
Finally, we proposed a new approach for phage application as biocontrol
tools in wastewater treatment systems. By adapting the multi-host
sequential isolation methodology, two polyvalent phages, ¢NAO1 and
oNAO3, were isolated, both of them were able of infect Gram-positive
and Gram-negative bacteria with high efficiency. The main parameters
related to phage life cycle, adsorption rate (4.41-18.2 x 10™° ml/min for
oNAO1, 4.13-5.75 x 10™® ml/min for NAO3), burst size (100-120
PFU/cell and 90-110 PFU/cell, respectively) and latent time (40 min and
40-50 min respectively) were determined for the four isolation hosts.
The bacterial receptors molecules used by phage ¢NAO1 were identified
using periodate or proteinase treated host cells, and were found to be
polysaccharides for all hosts. Phage ¢NAO1 genome was sequenced and
annotated revealing this is a N4 like phage, with a genome of about
76Kbp and 930RFs. Genomic analysis revealed several genes with
potential relationship to their wide host range, including the presence of
three genes encoding RNA polymerase, at the same time; it provided
information on NAOL evolutionary relationships with phages of the
same genus infecting a variety of different bacteria. Two other
polyvalent phages, PBSC1 and PBSC2, after being briefly characterized,
were used to optimize a phage incorporation into Bacillus subtilis spores
methodology. The optimal conditions for greater efficiency of phages
incorporation into the spores were found when the phages were
introduced into the pre-spores with the highest sporulation rates (10 h
incubation) and MOI 1.0. The spores maturation time of 48 h increased



both spore yield and incorporation efficiency. Compared with free
phages, spore-protected phages showed significantly higher resistance to
high temperatures, extreme pH, UVA radiation and the presence of
copper ions. It was showed that spore germination may be induced by
low concentrations of L-alanine or a germinant mix (L-asparagine, D-
glucose, D-fructose and K™) to trigger germination and release protected
phages within 60 to 90 min. In general, polyvalent phage trapped in
spores superior resilience can allow long-term (non-refrigerated) phage
storage and improve the efficiency of phage treatment under adverse
environmental conditions. Finally, a new approach was proposed for the
use of phages in microbial control with isolation, production and
application steps that differ from conventional treatment.

Keywords: Microbial control. Bacteriophages / phages. Bacillus subtilis
spores.
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1. INTRODUCAO

O crescimento microbiano ocorre naturalmente nos mais
diferentes ambientes do planeta e é regido pelas condicdes fisicas,
quimicas e bioldgicas fornecidas, sejam estas naturais ou ligadas a
atividade antropogénica. Controlar ou evitar a propagacdo de
microrganismos nas diversas areas e atividades onde provocam um
impacto negativo tem sido um desafio para a ciéncia e engenharia.

Dentre os problemas mais sérios e discutidos atualmente estéd a
rapida propagacdo de bactérias resistentes a antibidticos, a qual
representa uma crescente ameaca a salde humana em todo 0 mundo. O
papel importante do meio ambiente na disseminacdo da resisténcia aos
antibidticos é reconhecido, e ambientes aquatico tém agido tanto como
reservatérios naturais, quanto como meios para a propagacdo de
resisténcia aos antibidticos clinicamente relevantes (MICHAEL et al.,
2013).

Bacteriofagos — virus que infectam bactérias e se replicam em
seu interior — sdo considerados, atualmente, as entidades mais
abundantes e diversificadas do planeta (LABRIE, et al., 2010). As
mesmas caracteristicas que facilitam a sua predominancia na biosfera
também possibilitam sua aplicacio como agentes de controle
microbiano.

Tendo coevoluido com as bactérias por bilhdes de anos, os
bacteri6fagos possuem a capacidade de infectar seus hospedeiros
especificamente e eficientemente, o que permite o controle de bactérias
problematicas com pouco impacto sobre o restante da comunidade
microbiana (KOSKELLA et al., 2014). Diferentemente dos antibiéticos
ou biocidas, cuja concentra¢do diminui com o tempo apés a dosagem, 0s
fagos podem continuar a se replicar e infectar as bactérias alvo.

Embora descobertos em 1920, os bacteriéfagos ndo tiveram
atencdo na pesquisa em desenvolvimento por muitos anos. A partir da
década de 80, com a crise dos antibi6ticos na area da medicina, grupos
de pesquisadores voltaram a demonstrar interesse na capacidade dessas
entidades de infectar e matar bactérias (SULAKVELIDZE et al., 2001).

Uma das principais razdes que levou & falta de interesse na
utilizacdo de fagos para o controle do crescimento de bactérias foi o



28

baixo grau de atividade in vivo quando comparado com 0s experimentos
in vitro (SMITH & HUGGINS, 1982). Isso ocorre porque a viabilidade
dos fagos esta intimamente relacionada a fatores fisicos e quimicos
externos, tais como temperatura, acidez, salinidade, radiacdo UV,
presenca de substancias toxicas, entre outras, que podem causar danos
irreversiveis as particulas virais (JONCZYK et al., 2011). Além disso, a
difusdo de fagos depende da composi¢do bioquimica do meio e essa
limitacdo pode influenciar negativamente na acessibilidade dos fagos as
bactérias alvo (MARCO et al., 2010).

Fagos polivalentes tém um amplo espectro de hospedeiros e,
apenas recentemente, vém sendo estudados e explorados como
protagonistas no controle microbiano. A habilidade de infectar maltiplas
espécies tem sido vinculada como parte da evolugédo destes virus, devido
a alta pressdo seletiva em determinados ambientes (HENDRIX et al.,
1999).

O sucesso da aplicagdo de fagos como agentes antimicrobianos
vai além do isolamento de um fago capaz de infectar as bactérias alvo.
Para garantir a efetividade do tratamento o fago deve ser,
primeiramente, capaz de atingir seu hospedeiro dentro do sistema de
aplicacdo, além de manter sua viabilidade de infeccao.

Portanto, é necessario o estudo e desenvolvimento de
estratégias eficientes de aplicacdo de fagos em sistemas microbianos que
garantam, por exemplo, a protecdo da particula viral contra condicbes
adversas durante sua jornada até o alvo a ser infectado.

Esporos bacterianos sdo reconhecidos por sua estrutura
resiliente capaz de suportar condi¢cbes ambientais adversas por longos
periodos de tempo (NICHOLSON et al., 2000). Estas caracteristicas
conferem vantagens para 0 uso de esporos no armazenamento e
distribuicdo de produtos. Esporos de B. subtilis ja sdo usados como
vetores de distribuicdo de probidticos e antigenos. No entanto, nenhum
estudo anterior focou o desenvolvimento destas estruturas como
carreadores e protetores para fagos.

Alguns fagos virulentos tém a capacidade de converter seu ciclo
litico em um chamado pseudolisogénico em que o fago ndo promove a
lise celular, nem se torna parte do DNA do hospedeiro, muito menos
ocorre expressdo génica, apenas permanece no interior da célula, como
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um fragmento de DNA livre. Este terceiro estagio de existéncia do fago
nas bactérias, também conhecido como “Phage carrier”, geralmente
acontece quando ele infecta uma célula em processo de esporulagdo
(SONENSHEIN, 2005).

Deste modo, o isolamento de fagos polivalentes, capazes de
infectar tanto bactérias patogénicas quanto Bacillus subtilis, seria o
passo inicial para o desenvolvimento de uma proposta diferenciada de
aplicacdo de fagos, na qual eles estejam protegidos, dentro de esporos
desta bactéria ndo-patogénica, de fatores que comprometam sua
eficiéncia e, com a inducdo do processo de germinacao do esporo, sejam
liberados e viabilizados de infectarem o microrganismo alvo.

Este trabalho se prop6s a isolar e caracterizar fagos polivalentes
de amplo espectro de hospedeiros e propor uma metodologia
diferenciada para biocontrole, levando em consideragdo aspectos que
podem interferir na eficiéncia do tratamento com fagos. Para tanto,
estabeleceu-se uma metodologia de incorporacéo de fagos polivalentes a
esporos de Bacillus subtilis para assim utiliza-los como phage carriers,
proporcionando o transporte e protecdo dos fagos contra condigdes
adversas durante sua aplicacao.

1.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar fagos polivalentes de interesse no controle
bioldgico de bactérias patogénicas. Desenvolver uma estratégia
diferenciada de aplicacdo dos fagos na qual esporos bacterianos sejam
usados como carreadores e envoltério de protecdo destes fagos durante o
controle de crescimento microbiano em ambientes que apresentam
condicdes adversas, como sistemas de tratamento de efluentes urbanos e
industriais.

1.2 Objetivos especificos

1. Isolar fagos com amplo espectro de hospedeiros, capazes de
infectar diferentes géneros bacterianos, utilizando a técnica de
isolamento sequencial por maltiplos hospedeiros, desenvolvida
no laboratério da Rice University.

2. Caracterizar os fagos isolados quanto a sua morfologia, ciclo de
vida e composicdo molecular e entender sua relacdo evolutiva
com os demais fagos do mesmo género.
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Incorporar o DNA de fagos polivalentes a esporos de Bacillus
subtilis e verificar se, ap6s a germinacdo destes esporos 0s
fagos seguem seu ciclo litico e mantém a viabilidade de
infeccdo dos hospedeiros.

Otimizar a metodologia de incorporacdo de fagos a esporos,
propondo condigdes experimentais que gerem maior eficiéncia
na obtencdo de esporos contendo genoma de fagos em seu
interior em relacdo ao numero total de esporos produzidos.
Demonstrar que os fagos protegidos pelos esporos sdo mais
resistentes que fagos livres quando submetidos a fatores
ambientais adversos.

Demonstrar que ¢é possivel induzir a germinagdo dos esporos
produzidos através do uso de substancias germinantes e assim
liberar os fagos de seu interior com menor tempo latente.
Propor uma metodologia diferenciada da convencional para o
uso de fagos no controle de crescimento de bactérias em
sistemas de tratamento de efluentes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias indesejéveis e a dificuldade no controle de seu
crescimento

O ser humano vive em um mundo guiado por microrganismos,
0 qual sO existe porque estes seres, dos reinos Bacteria e Archea,
transformaram o ambiente hostil dos primérdios da Terra criando
condi¢des atmosféricas onde células eucaridticas fossem possiveis.
Estes mesmos procariotos codificaram enzimas envolvidas até os dias de
hoje nos ciclos biogeoquimicos do planeta, tendo papéis chave nos
ciclos do carbono e nitrogénio e, inclusive, produzindo metade de todo o
oxigénio da atmosfera (FIELD et al., 1998).

Contudo, embora sejam usadas em inGmeros processos de
forma controlada, como fermentacdo industrial, sistemas bioldgicos de
tratamento de efluentes e producdo enzimatica, e as vantagens do uso de
bioprocessos sejam bastante conhecidas e divulgadas, nem sempre as
bactérias sdo organismos amigaveis para a engenharia.

O aumento populacional, com o crescimento desordenado das
cidades e expansdo da atividade industrial tem elevado o indice de
poluicdo de aguas naturais devido, principalmente, ao despejo de
efluentes industriais e domésticos, com pouco ou nenhum tratamento.
Problemas no saneamento contribuem com a dispersdo de agentes
infecciosos que, por sua vez, levam a um aumento de doengas
transmissiveis como a célera, diarreia infecciosa, etc. e dificultam o
tratamento destes efluentes (CRAUN et al., 2005). Néo é por acaso que
bactérias como coliformes, Escherichia coli e Enterococcus spp, sao
utilizadas como indicadores fecais usados para avaliar a potabilidade da
agua (POULLIS et al., 2005).

Bactérias também encontram nos alimentos condigdes
favoraveis a sua proliferacdo. Varios agentes patogénicos estdo
relacionados a surtos de infeccdo alimentar em nivel mundial. As cepas
de Escherichia coli e Salmonella spp sdo as mais comumente
relacionadas a problemas de contaminacdo alimentar. No entanto, a
descontaminacdo de alimentos é um grande desafio, em especial na
indlstria, uma vez que as técnicas empregadas utilizam produtos
guimicos antibacterianos que podem ser eficazes, mas além de, em
muitos casos, apresentarem riscos a salde, sua intensa utilizacdo tem
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estimulado o surgimento de mecanismos de resisténcia, diminuindo a
acdo dos proprios agentes (VICENTE et al., 2010).

Bacillus cereus é uma bactéria Gram-positiva, formadora de
esporos (o que, inclusive, dificulta sua eliminacdo) facilmente isolada de
amostras de alimentos secos, por exemplo. Este patégeno oportunista é
reconhecido como causador de infecgdes alimentares desde a década de
50 (LEE et al., 2011). Este microrganismo produz toxina emética e
enterotoxinas, causa intoxicacdo alimentar, incluindo vomitos e diarreia.
Apesar de ser considerado responsavel por apenas 2 a 5% das infecdes
por alimentos nos Estados Unidos, Bacillus cereus tambhém é associado
a infecgdes potencialmente fatais ndo ligadas ao trato gastrointestinal
devido aos varios tipos de toxinas, incluindo fosfolipases, proteases e
hemolisinas, produzidas durante seu crescimento (KONG & RYU,
2015).

O controle do crescimento microbiano também se faz
importante em ambientes como sistemas de tratamento biol6gico de
efluentes, em que se deseja a predominancia de determinados tipos de
bactérias em detrimento de outras. Quando se trata de ambientes
naturais, ainda existem dificuldades na coleta de dados sobre as
comunidades bacterianas. Isso se deve ao fato de ndo ser possivel
cultivar e quantificar todas as bactérias em qualquer meio de cultivo
disponivel (WARD et al., 1990). Além disso, a flora bacteriana dos
ecossistemas naturais, como o lodo ativado, é tdo divergente que, em um
meio ndo seletivo, somente as linhagens mais dominantes podem ser
isoladas mais de uma vez. Assim, os padrfes de dominancia de
diferentes cepas bacterianas dentro de um ambiente sdo complicados de
elucidar. Estudos sobre velocidades de crescimento ou diferencas
competitivas sdo apenas realizados em condicGes laboratoriais, mas ndo
esta claro se esses resultados sdo relevantes para 0s mesmos isolados em
comunidades naturais (HANTULA et al., 1991).

Processos de remocgdo de nutrientes por lodo ativado, incluindo
remocdo de fdésforo e nitrificacdo, sdo conhecidos por sua instabilidade.
Na nitrificacdo, as bactérias oxidadoras de amonio e as oxidadoras de
nitrito, encontram dificuldades de manter o processo, conforme a
competicdo biolégica que se estabelece nos sistemas de remocdo de
nutrientes por lodo ativado. Devido a taxa de crescimento lenta das
bactérias nitrificantes, a nitrificagdo eficaz requer um lodo de idade mais
avancada, a fim de evitar a perda de biomassa e desperdicio. Baixas
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taxas de nitrificacdo sdo atribuidas a toxicidade do meio, mas também a
baixa concentracdo das bactérias responsaveis pelo processo pela
presenca de outras bactérias que dominam o nicho ecolégico
(WANNER et al., 2000; BURGESS et al., 2002).

Uma boa decantabilidade do lodo biol6gico é também essencial
ao equilibrio e eficiéncia final do processo de lodos ativados. O excesso
de bactérias filamentosas representa um problema operacional comum e
recorrente, responsaveis pelo fenémeno de bulking e formag&o excessiva
de espuma em muitas plantas de tratamento de efluentes (MADONI et
al., 2000). As bactérias filamentosas mais comumente envolvidas nestes
casos sdo dos géneros Microthrix, Gordona, Nocardia, Corynebacteria,
Dietzia, Rhodococcus e Skermania (SODELL, 1999).

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para manter o
equilibrio correto entre bactérias formadoras de flocos e o0s
microrganismos filamentosos responsaveis pelos problemas com a
separacdo de solidos. No entanto, nenhum dos métodos sdo totalmente
adequados. A desinfecgdo, por exemplo, pode resultar na mortalidade de
grupos funcionais importantes, como as nitrificantes (MARTINS et al.,
2004).

Outro aspecto que envolve o tratamento de efluentes e a
necessidade de controle de microrganismos sdo os lodos produzidos
durante o processo de tratamento biol6gico, os quais contém um
conjunto diversificado de bactérias patogénicas, virus, parasitas
protozoarios e metazoarios. Milhdes de toneladas de sélidos seco sdo
produzidos anualmente em paises que utilizam estes tratamentos
(HETTENBACH et al., 1998). A reutilizacdo benéfica deste lodo
envolvendo a aplicagdo para terras agricolas é, geralmente, considerada
a melhor opgdo ambiental. No entanto, a falta de regulamentacéo e
respeito aos limites de presenca de patdgenos tém apontado o lodo de
esgoto reciclado, como vetor de transmissdo de doencas humanas
(DEFRA, 2002). Regulamenta¢des mais rigorosas tém sido propostas,
porém processos convencionais de tratamento projetados para atingir o
maximo de reducdo de patdgenos incorrem em custos elevados de
investimento e operacao.

A digestdo anaerdbia é outro processo bastante utilizado no
tratamento de residuos e que requer um equilibrio da comunidade
microbiana envolvida para um resultado final satisfatério. Problemas
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com acidificacio de sistemas, devido ao desequilibrio entre
acidogénicas e metanogénicas culminam em um efluente pobremente
tratado além de baixa eficiéncia na produgdo de metano, quando o foco
é 0 aproveitamento energético.

A presenca de bactérias redutoras de sulfato (BRS) também
representa preocupacao em sistemas de digestdo anaerdbia. A presenca
de compostos de enxofre oxidados promove o crescimento de espécies
dos géneros Desulfovibrio e Desulfosarcina. Estas bactérias acabam por
competir por substrato com as bactérias acidogénicas, acetogénicas e as
arqueas metanogénicas, afetando também a eficacia na degradacdo e
reduzindo a producéo de metano (KALYUZHNYI & FEDOROVICH,
1998). Além disso, a producdo associada de sulfeto contribui para
corrosdo e problemas de odor e pode levar precipitacdo de metais traco
(STEPHENSON et al.,1994).

O gaés sulfidrico produzido pelas BRS também esta diretamente
ligado a um fendmeno encontrado em larga escala nos reservatorios de
petroleo, o souring. A forma convencional de controle microbiano nos
pocgos é a injecdo de biocidas (MAGOT et al., 2000). Contudo, essa
técnica apresenta desvantagens econdmicas, ambientais e baixa
eficiéncia em certas condigdes. Denotando a necessidade de
investigacdo de novas alternativas eficientes de biocontrole.

As bactérias estdo presentes no ambiente sob duas formas;
sésseis ou planctdnicas. Na forma séssil, os conhecidos biofilmes, as
células encontram-se aderidas a uma superficie e entre si formando
comunidades densas e multicelulares embebidas por uma matriz de
substancias extracelulares poliméricas, enquanto na forma plancténica
encontram-se livres e individualizadas (DONLAN & COSTERTON,
2002).

Embora  biofilmes sejam, muitas vezes, utilizados
favoravelmente em processos, incluindo tratamento de efluentes e
producdo de biocombustiveis, eles representam um desafio em muitas
areas, onde sdo considerados contaminantes como na indUstria de
alimentos, materiais clinicos da area da salde humana e animal,
processos de biocorrosdo, contaminacdo de produtos, problemas de
impedimento mecénico, biofouling e até transferéncia de calor
(FITRIDGE et al., 2012).
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Os processos de filtracdo por membranas tém sido amplamente
aplicados no tratamento de agua e esgoto por muitas décadas.
Preocupacfes relacionadas a eficacia do tratamento da membrana,
tempo de vida e controle de biofouling tém recebido grande atenc&o.
Para obter uma operacdo sustentavel, com baixa demanda de energia e
custo de manutencdo, € necessario monitorar o desempenho da
membrana e aplicar estratégias de controle dos microrganismos que
podem interferir negativamente no processo (WU et al., 2017).

2.1.1 Disseminacdo ambiental de bactérias resistentes a antibidticos

A resisténcia microbiana aos antibiéticos é um dos maiores
desafios de saltde publica enfrentados no século XXI. Estima-se que as
bactérias resistentes a antibidticos causam cerca de 23.000 mortes por
ano nos EUA, chegando a 25.000 na Europa. A situacdo é semelhante
em todo 0 mundo, e até mesmo pior em paises subdesenvolvidos, onde a
alta taxa de doencas infecciosas € associada & rapida emergéncia de
resisténcia microbiana (O’NEILL, 2016).

Devido ao uso indiscriminado da penicilina, na década de
sessenta, 50% das cepas de Staphylococcus aureus ja produziam
enzimas que destruiam a penicilina. Este é o primeiro relato de
resisténcia bacteriana a antibidticos. Ao longo do tempo tem-se
observado um declinio na eficiéncia dos agentes antimicrobianos
existentes e as infecgBes se tornaram mais dificeis e caras para se tratar.
Assim, as epidemias se tornam cada vez menos controlaveis uma vez
gue requerem 0 uso de drogas que sdo bem menos acessiveis e muito
mais toxicas (HALL, 2004).

Bactérias patogénicas com largo espectro de resisténcia a
antibidticos tornaram-se um perigo consideravel para a salde publica,
em particular para idosos, criangas e imunocomprometidos (MAHONY
et al., 2011). O aumento de até mil vezes na resisténcia aos biocidas por
parte de determinados microrganismos formadores de biofilmes mais
largamente utilizados (CORNELISSEN et al., 2011) torna a situago
ainda mais alarmante.

Além das caracteristicas que naturalmente dificultam sua
remocdo os biofilmes ainda tém alta susceptibilidade ao
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, a qual é atribuida a
varias propriedades intrinsecas do biofilme, como difusdo, alteracGes
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fisiolégicas das células, taxas de crescimento reduzidas, e a producéo de
enzimas que degradam os compostos antibidticos (BRIDIER et al.,
2011).

Nikaido (2009) expGe que algumas cepas bacterianas tornaram-
se resistentes a todos os antibidticos disponiveis, surgindo as chamadas
superbactérias. O chamado Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, geralmente referido como SARM, tornou-se resistente a
todos os antibioticos e, inclusive a outros desinfetantes. Esta & uma das
bactérias mais comumente responsaveis por infec¢bes hospitalares.

Pseudomonas aeruginosa é um dos organismos Gram-negativos
mais frequentemente isolados em diversos casos de infecgdo, causando
problemas sérios, inclusive em pacientes imunocomprometidos (PIRES
et al., 2011). Uma das caracteristicas mais preocupantes desta bactéria é
sua baixa suscetibilidade aos antibidticos A maioria das infeccfes
cronicas por P. aeruginosa sdo notoriamente dificeis de tratar.
Adicionalmente, esta bactéria tem uma capacidade inata de aderir a
superficies e formar biofilmes virulentos, tornando-os persistentes e
particularmente dificeis de erradicar (AZIZIAN et al., 2015).

De acordo com Vikesland et al. (2017), a estratégia ideal para
combater a resisténcia a antibidticos é reduzir a taxa pela qual os
microrganismos resistentes evoluem e se propagam. Para tanto é preciso
entender este problema nao apenas como uma questdo da area da saude,
mas principalmente ambiental. A proposta de um acordo global
envolvendo préticas para limitar a propagacdo de bactérias resistentes a
antibiéticos a partir de sistemas ambientais (como o tratamento de
esgoto sanitario) seria um ponto inicial interessante.

Em seu trabalho de revisdo Pruden et al. (2013) apontaram trés
fontes criticamente importantes de exposi¢do ambiental a antibi6ticos e
genes de resisténcia a antibidticos: a) agricultura terrestre; b) sistemas de
tratamento de esgoto municipais e de efluentes da indistria farmacéutica
e hospitais; e c¢) aquicultura. Limitar os impactos aos ambientes
aquaticos é de especial interesse porque esses ambientes servem como
uma fonte de exposicdo aos seres humanos por meio de uso recreativo,
banho, ingestéo e inalagdo de aerossois.

Nichos ecoldgicos que sdo ricos em nutrientes e caracterizados
por altas concentracdes de bactérias sdo ideais para o desenvolvimento e
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disseminacdo da resisténcia a antibi6ticos. Organismos resistentes a
antibidticos entram em ambientes aquaticos através de fontes humanas e
animais. Estas bactérias sdo capazes de transferir seus genes para
micrébios nativos da agua que, por sua vez, também contém genes de
resisténcia. Por outro lado, muitos antibidticos de origem industrial
circulam em ambientes aquaticos gerando alteragcdes nos ecossistemas
microbianos (BAQUERO et al., 2008).

Vikesland et al. (2017) propbem o monitoramento da
resisténcia a antibidticos como um contaminante ambiental, sugerindo
que efluentes provenientes de residéncias, hospitais e fabricas de
producdo de antibidticos, assim como dejetos da producdo de animais e
biocompostos  provenientes da compostagem  deveriam  ser
constantemente monitorados. A Figura 1 apresenta um esquema das
principais atividades responsdveis por nutrir o fluxo ambiental de
resisténcia a antibioticos, culminando no chamado “resistoma”.

Resistoma é uma expressao proposta por Gerard D. Wright para
designar o conjunto de todos os genes de resisténcia a antibiéticos e seus
precursores em bactérias patogénicas e ndo patogénicas (SURETTE &
WRIGHT, 2017).
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Figura 1 Esquema das matrizes e fluxos ambientais que deveriam ser
monitorados para quantificar a disseminacdo da resisténcia a antibi6ticos.
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Fonte: VIKESLAND et al. (2017).
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2.2 Bacteriofagos

De acordo com Wommack e Colwell (2000), bacteriéfagos sdo
virus que infectam exclusivamente bactérias e utilizam-se de seus
recursos reprodutivos para replicarem-se. Assim sendo, estes virus, mais
conhecidos como fagos, compartilham muitas das suas caracteristicas
fundamentais com virus que infectam animais e plantas e tornam-se
sistemas modelo para compreender a evolucdo destes seres no geral,
principalmente os mecanismos envolvidos na adaptacdo virus-
hospedeiro (DENNEHY, 2009).

Virus sdo particulas infecciosas extremamente pequenas, ndo
visiveis em microscépios Oticos. Existem em uma grande variedade de
formas e infectam praticamente todo tipo de sistema vivo, desde animais
e plantas até insetos e bactérias. O genoma de virus € comumente
formado por apenas um tipo de acido nucleico o qual pode estar presente
na forma de uma ou de varias moléculas ribonucleicas ou
desoxirribonucleicas. O capsideo, invélucro proteico, tem como fungéo
a protecdo do 4&cido nucleico. Em algumas particulas virais este
envoltorio pode ser mais complexo, tendo camadas adicionais que
contenham carboidratos, lipidios e outras proteinas (ORLOVA et al.,
2012).

A descoberta dos fagos, hd mais de um século, foi reportada por
mais de um pesquisador, de forma independente. O primeiro relato se
deu em 1896, quando Ernest Hankin observou que algo presente nas
aguas dos rios da india possuia propriedades antibacteriana contra colera
e que, mesmo apOs passar a agua por um filtro de porcelana de poros
bastante reduzidos esse “fator” era conservado (HANKIN et al., 1986).
Em 1915, Frederick Twort, um bacteriologista britanico, assim como
Hankin, isolou agentes filtraveis capazes de eliminar col6nias
bacterianas em meios de cultura. No entanto, em funcdo da | Guerra
Mundial, Twort ndo deu continuidade a seus estudos. Dois anos mais
tarde, Felix d’Herelle relatou observar o mesmo fenémeno ¢ foi além,
identificando o agente bactericida como um virus parasita bacteriano, ao
qual chamou “bacteriofago”, passando a realizar experimentos
aplicando-os no tratamento de infeccBes bacterianas de disenteria
(HERELLE, 1933).

Desde que d’Herelle provou em um primeiro experimento com
humanos que a administragdo de fagos contra infec¢do bacteriana tinha
resultados bastante positivos, muitos outros estudos foram conduzidos



40

na area da medicina. Empresas privadas passaram inclusive a produzir
drogas terapéuticas que levavam fagos como principal agente ativo
contra as mais diversas infecgoes.

Em funcéo da eficacia controversa de alguns tratamentos com
fagos e com o advento dos antibidticos, a producdo comercial de fagos
terapéuticos cessou na maior parte do mundo ocidental. No entanto, 0s
fagos continuaram a ser utilizados terapeuticamente na Europa Oriental
e na antiga Unido Soviética (CLOCKIE et al., 2011).

A abundancia dos fagos nos mais diversos ecossistemas se deve
tanto a disponibilidade das proprias bactérias, quanto a sua capacidade
de evoluir diante de mecanismos de resisténcia ou ambientes
desfavoraveis.

Apobs a infeccdo do hospedeiro os fagos podem ter destinos
diferentes conforme o tipo de ciclo de infec¢do que seguirem (Figura 2).
Alguns fagos seguem o ciclo de infeccdo litica ou virulento, enquanto
outros, o ciclo lisogénico ou temperado, esses sdo 0s tipos mais comuns,
de acordo com Calendar (2005). Contudo, outros autores ainda reportam
a existéncia de um terceiro e um quarto ciclo, o pseudolisogénico e as
infeccdes cronicas, respetivamente (WEINBAUER, 2004).

Ciclo litico: neste ciclo, as células bacterianas sdo destruidas, através da
lise celular imediatamente apds a replicacdo do fago no seu interior.
Assim que as novas particulas virais sdo liberadas no meio elas
procuram por um novo hospedeiro para infectar. Os fagos liticos,
justamente por causarem a lise celular, sdo os mais visados para uso no
controle do crescimento bacteriano.

Ciclo Lisogénico: em contraste com o ciclo litico, o ciclo lisogénico,
cujos fagos que o adotam sdo conhecidos como “temperados”, nao
resulta na imediata destruicdo da célula do hospedeiro. O genoma viral
sera integrado ao DNA gendmico da célula hospedeira ou pode
estabelecer-se como um plasmideo e sera replicado juntamente com a
replicacdo da propria bactéria sem, aparentemente, causar danos a
mesma. Neste caso, 0 genoma do fago € conhecido como préfago. O
virus permanece dormente até que as condi¢des do hospedeiro se tornem
hostis, pela deterioracdo da propria célula, estimulando a ativacdo do
préfago que reinicia o ciclo reprodutivo, resultando na lise da célula
bacteriana. Como o ciclo lisogénico ndo impede a célula hospedeira de
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seguir seu ciclo de vida e reprodutivo, 0 virus acaba sendo reproduzido
em todas as células decendentes.

Ciclo pseudolisogénico: alguns fagos virulentos sdo capazes de
transformar seu ciclo litico em um ciclo pseudolisogénico, no qual o
fago ndo provoca a lise celular (ciclo litico) e nem se integra,
necessariamente, ao DNA do hospedeiro (ciclo lisogénico). O mais
interessante exemplo deste ciclo diferenciado se da quando o fago
infecta uma célula em processo de esporulacdo. O DNA do fago, apesar
de ndo se expressar nas células em esporulagio fica “aprisionado” no
enddsporo em desenvolvimento, aparentemente, como um DNA livre
(SONENSHEIN, 2005).

Ciclo cronico: Chamado infecgdo cronica ou ciclo crénico, ocorre
guando uma célula bacteriana é infectada e a progénie viral €
constantemente liberada por brotamento ou extrusdo sem causar a lise
celular do hospedeiro.

Figura 2 Diferenga entre os quatro ciclos de vida possiveis para um fago litico.
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Considerando-se o ciclo de um fago litico, os quais sdo de

maior interesse para aplicacdo no controle do crescimento bacteriano,
pode-se dividi-lo em quatro etapas principais (SHAO & WANG, 2008)
(HENRY et al., 2012):

M)

@)

Adsorcdo: inicia-se com o virus procurando por um hospedeiro
viavel e, ao encontrd-lo, fixando-se na superficie da célula
bacteriana.

A adsorcdo se da, gracas ao reconhecimento e encaixe do fago ao
chamado “receptor” o qual é uma molécula especifica. Esta é
considerada a etapa que rege a especificidade do fago em relagdo ao
hospedeiro, a qual, por sua vez, é dependente da natureza e
particularidades estruturais dos receptores presentes na superficie
da célula bacteriana (HAGENS et al., 2007). A natureza destas
moléculas receptoras € diferente conforme os diferentes grupos
taxondmicos, além de ser fortemente determinada pela composicéo
da parede celular e estruturas presentes na superficie da célula
hospedeira (RAKHUBA et al.,2010).

Portanto, os receptores pertencem a diferentes grupos bioquimicos
e dentre os mais comuns estdo proteinas da superficie,
polissacarideos e lipopolissacarideos (LPS). A eficiéncia da
infeccdo do hospedeiro pelo fago, ndo depende somente da
presenca da molécula receptora, mas também da sua acessibilidade
e distribuicdo espacial na superficie celular (SAMSON et al.,
2013). E esta interacio especifica entre a proteina do fago que se
liga ao receptor e o proprio receptor na superficie da célula
bacteriana que origina um dos parametros pioneiros que definem a
cinética de infeccdo do fago (MOLDOVAN et al., 2007).

Além disso, um dos principais mecanismos de resisténcia de
bactérias a infeccdo por fagos é através da alteracdo da
disponibilidade de seus receptores ou, simplesmente, blogqueando o
acesso dos fagos a eles. Em contrapartida, ja foi observado que
fagos também tem a habilidade de flexibilizar sua capacidade de
adsorcdo através, inclusive, da expansdo do seu espectro de
hospedeiros conforme a disponibilidade de receptores alternativos
(HOYLAND-KROGHSBO et al., 2013).

Injecdo do &cido nucleico: A penetracdo do &cido nucleico se da
apo6s enzimas especiais produzidas, principalmente, nas fibras da
cauda do fago, tornarem a parede celular penetravel. Enquanto o
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acido nucleico é injetado para o interior da célula, o capsideo
permanece no exterior da célula (CAMPBELL, 2007).

Maturacdo: producdo e montagem de novas particulas virais,
através do uso dos dispositivos de sintese da propria célula
infectada.

Assim que o fago, ja no interior da célula bacteriana, inicia a
expressdo génica, a sintese das primeiras proteinas € voltada para o
“desligamento” dos sistemas proprios do hospedeiro e a imediata
replicacdo do genoma do fago. As proteinas expressas na sequencia
sdo envolvidas na formacdo das novas particulas virais e na lise do
hospedeiro. Por Gltimo vem a montagem da cabeca e cauda do fago
seguida do empacotamento do seu genoma (SKURNIK &
STRAUCH 2006).

Para a maioria dos fagos mais estudados sabe-se que o acimulo da
progénie antes da sua liberacdo acontece de forma linear (WANG,
2006).

Lise: saida da progénie viral através da lise celular para, assim,
iniciar a busca por um novo hospedeiro.

Mesmo durante a fase de maturagdo do fago ocorre a expressdo dos
genes que codificam para proteinas liticas preparando-se, desta
forma, para uma eventual liberacdo das particulas virais formadas
(YOUNG & GILL, 2015).

A classificacdo dos bacteriéfagos é baseada em diversos fatores

ligados ao seu comportamento e estrutura, como seus hospedeiros alvo,
sua morfologia, tipo de genoma (RNA ou DNA, fita dupla ou simples) e
estruturas auxiliares como presenca de cauda e envelopes de protecéo
(fagos envelopados e ndo-envelopados).

A Figura 3 ilustra a classificacdo dos bacteriéfagos conforme

sua morfologia e tipo de acido nucleico.
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Figura 3 Diferentes morfologias de bacteriéfagos divididos conforme tipos de
acidos nucleicos: ssDNA (DNA de fita simples), dsDNA (DNA de fita dupla),
sSRNA (RNA de fita simples), dSRNA (RNA de fita dupla).
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A maioria dos bacteriéfagos descritos até hoje pertencem a
ordem dos Caudovirales, apresentam cauda, cabeca icosaédrica e
conttm DNA de cadeia dupla como é&cido nucleico (HAGENS &
LOESSNER, 2007).

Os Caudovirales sdo divididos nas seguintes familias:
Myoviridae (cauda longa contratil), Siphoviridae (cauda longa ndo
contratil) e Podoviridade (cauda curta ndo contréatil). Mas é 13 o total de
familias nas quais todos os bacteriéfagos sdo subdivididos. Seu
tamanho pode variar de 24 até 200 nm e o capsideo pode ter diferentes
formatos entre icosaédrico, cubico, filamentoso e pleomorfico
(ACKERMANN, 2006).

2.2.1 Ciclo pseudolisogénico e Bacillus subtilis

Embora estudos sobre o processo de infec¢do de bactérias por
fagos tenha uma longa histéria e seja responséavel por grande parte do
atual conhecimento em genética bacteriana, biologia molecular,
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evolugdo e ecologia, ainda ha muito a ser explorado, considerando-se a
complexidade das interagdes fago-hospedeiro (CENENS et al., 2013).

Conforme ja mencionado, além da cléassica bifurcacdo na
propagacdo litica ou lisogénica dos fagos, alguns fagos virulentos
podem entrar em um estado carreador, conhecido como pseudolisogenia
(SONENSHEIN, 2006).

A pseudolisogenia — estado em que o DNA de um fago litico
fica retido no interior de uma bactéria, sem dar continuidade a seu ciclo,
até a célula sair do estado de dorméncia provocado por condi¢bes
ambientais desfavoraveis — j& é conhecida hé dezenas de anos (LOS et
al., 2012), contudo seu papel tem sido subestimado quando se trata da
ecologia dos fagos ou da aplicacdo destes.

Os bacteriéfagos desenvolveram uma ampla gama de
estratégias de infeccdo (CALENDAR, 1988) que podem permitir que
eles mantenham a lisogenia por muitas gera¢fes ou completem seu ciclo
de vida dentro de um periodo de tempo bastante curto. Uma vez que
virus  co-evoluiram com seus hospedeiros, é natural que tenham
desenvolvido a capacidade de aproveitar os recursos especiais do estilo
de vida de seus hospedeiros. Bacillus subtilis ¢ um membro de uma
grande familia de bactérias que respondem ao estresse nutricional
formando esporos altamente resistentes que podem permanecer
adormecidos por longos periodos de tempo antes de germinar para
retomar o crescimento.

Quando certos fagos liticos infectam células de Bacillus subtilis
gue estdo em seus estagios iniciais de esporulacdo, eles ndo causam lise
celular, no lugar disso o genoma do fago injetado permanece
efetivamente adormecido e fica aprisionado no esporo (SONENSHEIN,
1970). Quando as condicBes favoraveis de crescimento do hospedeiro
retornam, a germinacdo do esporo libera o genoma do fago retido, que
entdo entra em sua fase litica, resultando na lise da célula e na liberagcdo
da progénie do fago.

Embora os mecanismos moleculares envolvidos nessa poderosa
estratégia de sobrevivéncia dos fagos sejam ainda bastante
desconhecidos, Takashi (1961) demonstrou ser possivel induzir,
deliberadamente, o ciclo pseudolisogénico em fagos, através de
experimentos relativamente simples, de incorporacdo do fago em
esporos de Bacillus subtilis.
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O esporo bacteriano representa um mecanismo de conservacdo
de informacdo genética altamente eficiente (DRIKS, 2002). Esporos
podem ser encontrados em amostras isoladas de, praticamente, todas as
partes da superficie e subsolo terrestre (NICHOLSON et al.,2000) e,
ainda, associados a animais e plantas. A diversidade fenotipica e
metabdlica permite que sejam, inclusive, isolados de ambientes com
condigcbes extremas, como temperaturas elevadas, alta salinidade,
condicdes &cidas ou alcalinas, entre outros (SETLOW, 2006; LOGAN
& DE VOS, 2009).

Os esporos bacterianos séo estruturas completamente diferentes
das células vegetativas: sdo bem delineadas e brilhosas quando
observadas em microscopia de contraste de fase (MCF), possibilitando
sua distingdo como “estruturas refrateis”, justamente por serem
refratdrios a luz. Outra grande diferenga em relacdo as células
vegetativas é sua alta resisténcia a estresses tipicamente letais (GIORNO
et al., 2007). Esporos séo capazes de resistir a extremos de temperatura,
radiacdo, agentes quimicos e tempo (DRIKS, 2002). Essas propriedades
sdo conferidas aos esporos gracas as caracteristicas de composicdo
quimica e ultraestrutura.

Esporos sdo formados durante a fase estacionaria, em resposta a
uma complexa rede de transducdo de sinal, que integra uma variedade
de caracteristicas ambientais e, pelo menos, dois fatores principais: a
privagdo de nutrientes e densidade populacional (MCKENNEY et al.,
2013). Com o crescimento populacional ha uma elevacdo dos niveis de
proteinas secretadas, que atuam como auto indutores de quorum sensing.
Quando as moléculas sinalizadoras atingem niveis intracelulares
elevados induzem uma extensa cascata de fosforilacdo e,
consequentemente, o inicio da formacdo de um esporo ou processo de
esporulacéo.

Taxonomicamente, a capacidade de formar esporos é a
caracteristica mais importante em nivel de género dentro do filo
Firmicutes (NIALL & HALKET, 2011). Embora o formato do esporo
possa variar dentro das linhagens de uma dada espécie, a morfologia de
uma célula em fase de esporulacdo é caracteristica de cada espécie e,
portanto, de grande validade para classificagdo. Bacillus subtilis estdo
alocados dentro da classe Bacilli, uma das mais representativas deste
filo.
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O tamanho diminuto da maioria dos esporos (<1 pm), a ampla
distribuicio no ambiente, resisténcia extrema a bactericidas
convencionais, além da habilidade em permanecerem dormentes e
viaveis por milhares de anos, fazem com que essas células sejam
singularmente bem preparadas para sobrevivéncia, sendo alguns, além
de tudo, patégenos eficientes. Este Ultimo é o caso de Bacillus cereus,
conforme ja descrito em item anterior.

A formacéo do esporo pode ser dividida em um estagio inicial 0
e sete estagios consecutivos (I a VII), morfologicamente reconheciveis
(Figura 4). Os sucessivos estagios metabdlicos da esporulacdo foram
bem estabelecidos utilizando MCF, em conjunto com microscopia
eletronica (PIGGOT & COOTE, 1976).

Figura 4 Ciclo celular de células formadoras de esporos com respectivos
estagios de esporulagdo.
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No estagio 0, ao reconhecer um ambiente bioquimicamente
desfavoravel ao seu desenvolvimento (por exemplo, pobre em
nutrientes), uma célula em final de fase logaritmica com genoma
duplicado inicia o processo de esporulagdo. A diferenciacdo se inicia
com a formac&o do filamento axial (estagio 1), sequido da formacédo do
septo (estdgio Il) originando dois compartimentos, o maior deles é a
célula mée, e o menor é chamado de pré-esporo. Em seguida, a célula
mae engolfa o pré-esporo (estagio IIl). Logo ap6s o engolfamento
inicia-se a formagéo e montagem das camadas que irdo compor 0 esporo
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maduro, a deposicao do cortex e possivel formacao do exdsporo (estagio
1V) e a estruturacdo da capa e demais componentes externos (estagio V
e VI) como a crosta e apéndices externos ao exosporo. No estagio final
(estagio VII), a parede celular do esporangio é degradada, liberando o
esporo maduro no ambiente. Esporos sdo rapidamente capazes de
germinar e continuar o ciclo vegetativo em resposta a presenca de
nutrientes (NICHOLSON& SETLOW, 1990).

A importancia no entendimento dos estagios de formacgdo dos
esporos é baseada no fato de que, para que o ciclo pseudolisogénico de
um determinado fago seja desencadeado, ele precisa infectar a célula
durante este processo e, preferencialmente, entre os estagios | e 111, uma
vez que ap6s a célula mde engolfar completamente o pré-esporo as
chances do genoma do fago ficar dentro da estrutura g serd o futuro
esporo maduro sdo remotas.

2.2.2 Bacteridfagos Polivalentes

A existéncia de fagos polivalentes passou a ser cogitada devido
a observacdes de concentragdes relativamente alta de fagos marinhos em
partes do oceano onde seus hospedeiros originais encontravam-se em
nimero bastante reduzido dentro de um universo total de
microrganismos totalmente heterogéneo. Questionando-se como seria
possivel estes fagos manterem seus ciclos de infeccdo sob condicdes,
aparentemente, ndao favoraveis, concluiu-se que tais fagos poderiam ser
capazes de infectar mais que uma espécie de bactéria a0 mesmo tempo
(CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004).

Alguns estudos sugerem que fagos isolados de ambientes
marinhos pobres em nutrientes tem tendéncia em dire¢do a ampliacdo do
seu espectro de hospedeiros, representando, possivelmente, uma
adaptacdo a baixa concentragdo dos hospedeiros originais.

Tem-se observado que a coevolucdo de fagos junto de seus
hospedeiros ao mesmo tempo que leva a um aumento de resisténcia por
parte das bactérias, também é responsavel pelo aumento da infectividade
por parte dos agentes virais e, ao longo do tempo, pela ampliagdo do
espectro de hospedeiros dos fagos (HALL, 2011). Coevolugdo consiste
em mudancas reciprocas através de adaptacdo genética entre duas ou
mais espécies que convivem num mesmo ambiente (WOOLHOUSE et
al., 2002).
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De fato o espectro de hospedeiros é uma propriedade chave,
tanto quando se trata de fagoterapia, quanto da prépria ecologia dos
bacteriéfagos (ROSS et al., 2016).

A maioria dos fagos isolados até o momento sdo, em geral,
monovalentes ou contém um espectro de hospedeiros limitado,
infectando apenas algumas estirpes de bactérias dentro da mesma
espécie. A alta seletividade do fago em relagdo a um hospedeiro pode se
tornar uma estratégia mais viavel sob condicGes de baixa diversidade de
hospedeiros e alta densidade. Contudo, tratando-se de ambientes cuja
populacdo microbiana é heterogénea e as relagdes interespecificas mais
complexas, demonstrou-se que fagos menos especificos tém melhor
desempenho (YU et al., 2017a).

A etapa de isolamento do fago é a que definira entre a selecéo
de um fago especifico ou polivalente (MAHONY et al., 2011), sendo
assim, a escolha da técnica utilizada é fundamental conforme os fins aos
quais o estudo se destina. Os métodos de isolamento mais explorados e
utilizados até entdo acabam selecionando fagos altamente especificos
com um espectro de hospedeiros bastante restrito (AUAD et al., 1997,
LIN et al., 2011; LU et al., 2003).

Enquanto a especificidade de um fago é considerada positiva do
ponto de vista de seguranca para a diversidade de um ecossistema, sendo
esta, inclusive, uma vantagem apresentada em rela¢do aos antibi6ticos
tradicionais. Ha& autores que a apontam como uma desvantagem em
meios onde se deseja total assepsia, como o caso de alimentos (KUMAR
etal., 2007).

De acordo com Sillankorva et al. (2010) a especificidade dos
fagos em relacdo ao hospedeiro pode ser uma desvantagem quando
aplicados em situagdes como remocdo de biofilmes, uma vez que estes
consistem em um consorcio de muitos microrganismos diferentes.

S&o muitos os estudos que, realizados com fagos extremamente
especificos, relatam limitacdes na eficiéncia do biocontrole. Isso se da
porque o nimero de fagos isolados e caracterizados é limitado quando
comparado a um meio com alta diversidade na populagdo microbiana
resultando em um tratamento ineficiente, mesmo quando mais de um
fago especifico é aplicado (CARLTON et al., 2005).
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Tradicionalmente, coquetéis de fagos tem sido propostos para
solucionar a baixa eficiéncia de fagos especificos para o controle em
ambientes com maior variedade de espécies bacterianas. No entanto,
tentar ampliar a acdo de um coquetel adicionando diferentes fagos,
implica no desafio de garantir um produto com multicomponentes, bem
definido e com aprovacédo dos 6rgaos regulatérios a cada mudanca, por
isso, Lu & Koeris (2011) defendem que, optar por protocolos ou
técnicas de biotecnologia que expandam o espectro de hospedeiros de
um fago Unico é bastante mais vantajoso.

Entre os fagos polivalentes mais conhecidos e amplamente
estudados estdo P1 e Mu. P1 é um fago temperado cujo principal
hospedeiro é Escherichia coli mas é capaz de infectar outras bactérias
entéricas. Mu é da familia Myoviridae, também tem ciclo lisogénico e é
capaz de induzir transposicdo genética e por esse motivo despertou
muito interesse na area da biologia molecular (JENSEN et al., 1998).
Contudo, o estudo de poucos fagos de amplo espectro de hospedeiros,
nao representa o universo complexo dos fagos polivalentes. Existe
muito ainda a ser explorado, estudado e observado, tanto no que diz
respeito ao isolamento quanto a aplicacdo deste tipo de fago.

Muitos estudos sobre fagos, sua ecologia e biologia, séo
baseados em métodos de isolamento que podem inadvertidamente
selecionar para fagos com espectro de hospedeiros restrito.
Consequentemente, os fagos com amplo espectro de hospedeiros, cuja
importancia ecolégica é em grande parte inexplorada, s&o
consistentemente ignorados.

A escolha do método de isolamento a ser utilizado é a etapa
mais importante para selecionar fagos polivalentes. Alguns resultados de
estudos previamente conduzidos mostram que o uso de mdltiplas
estirpes hospedeiras durante o isolamento pode produzir de forma mais
confiavel fagos com maior espectro de hospedeiros (YU et al., 2016;
ROSS et al., 2016).

2.3 Aplicacéo de fagos como ferramentas de controle biol6gico

Logo ap6s sua descoberta, os fagos passaram a ser utilizados no
controle de patégenos bacterianos, em especial na &rea da saude, para
tratamentos clinicos de infecgbes. Entretanto, a fagoterapia foi
abandonada no ocidente, devido principalmente a resultados ambiguos e
a descoberta dos antibidticos. Em alguns paises da Europa Oriental e os
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que formavam a Unido Soviética a fagoterapia continuou a ser utilizada
(WEINBAUER, 2004).

Outro motivo da queda no interesse no uso de fagos para o
controle de infecgBes bacterianas foi o baixo grau de atividade in vivo
guando comparado com as pesquisas in vitro (SMITH e HUGGINS,
1982).

A partir da década de 80, muitos pesquisadores motivados,
principalmente, pela crise de resisténcia a antibidticos na medicina
voltaram a incluir os bacteriéfagos em seu campo de interesse. O
nimero crescente de trabalhos nesta area leva a assumir-se uma "nova
era da pesquisa fagos” (BRUSSOW, 2014).

Desde entdo, com estudos cada vez mais complexos e bem
fundamentados, percebe-se que os fagos desempenham um papel
importante na ecologia de ecossistemas microbianos, tendo papel
fundamental, inclusive, no ciclo da matéria organica na biosfera a nivel
global. Os fagos influenciam a evolucdo dos genomas bacterianos (mais
obviamente no desenvolvimento da patogenicidade bacteriana) e podem
fornecer ferramentas potenciais para enfrentar a crise de resisténcia aos
antibiéticos na medicina (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004)

Agéncias reguladoras dos Estados Unidos, como a US Food and
Drug Administration (FDA), US Environmental ProtectionAgency
(EPA) e United States Department of Agriculture (USDA) ja tém
aprovado produtos baseados em fagos, favorecendo seu uso em diversas
industrias, como de alimentos, na agricultura, e no diagnostico clinico
(SABOUR e GRIFFITHS, 2010). Exemplos de produtos de fagos
disponiveis nos EUA incluem AgriPhage (Omnilytics), um tratamento
para pragas bacterianas de plantas de tomate e pimenta que também é
aprovado para producdo de alimentos organicos e ListShield (Intralytix),
um coquetel de fagos criado para reduzir ou eliminar a listeriose
alimentar.

Uma das principais caracteristicas de qualquer virus é a sua
necessidade de usar o sistema reprodutivo de seu hospedeiro para poder
se replicar, no caso dos fagos, esta caracteristica é vista como uma
grande vantagem, transformando-os em agentes antibacterianos potentes
e abrindo as portas para o desenvolvimento de uma séria de estudos
aplicando-os como ferramentas de biocontrole.
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Ao contrario do desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos
quimioterapicos por parte das bactérias, os bacteri6fagos estdo
constantemente evoluindo para contornar as barreias impostas pelo
hospedeiro a infeccdo. Isto leva a um equilibrio evolutivo permitindo a
proliferacdo tanto dos agentes infecciosos quanto de seus hospedeiros
(CARRILLO et al., 2005).

Para aplicacBes de controle microbiano, a maioria das pesquisas
tem se concentrado no uso médico de fagos para tratar infeccBes
especificas. Entre 1983 e 1985, seis artigos foram publicados para
relatar os resultados de um grande estudo polonés que envolveu 10
hospitais, 550 pacientes (518 dos quais ndo responderam a antibioticos)
foram tratados de septicemia bacteriana usando fagoterapia. A taxa de
sucesso global, evidenciada pela recuperacdo acentuada ou completa, foi
de 92%. Varios outros exemplos da aplicacdo médica bem sucedida de
fagos incluem tratamento de meningite cerebrospinal, infeccGes
cutdneas e mucosas, infeccdes pulmonares e doencas uroldgicas
inflamatdrias, principalmente em hospitais da Europa Oriental
(SULAKVELIDZE et al.,2001).

Embora desde seu descobrimento a aplicagdo de fagos tenha se
direcionado bastante para a medicina, no tratamento de doencas
infecciosas, este agente de biocontrole vem ganhando espego em muitas
outras &reas, com intmeros estudos mostrando resultados bastante
promissores.

Na area de alimentos, muitos fagos foram isolados para
bactérias especificas, principais responsaveis por problemas de
contaminacéo, tanto em etapas do processo produtivo quanto no proprio
manuseio doméstico. Os alvos vdo desde Salmonella (SILLANKORVA
et al.,2010; LAPP et al., 2009), Campilobacter (JANEZ e CARRILLO,
2013), Listeria e Escherichia (GOODRIDGE e BISHA, 2011).

Estudos na area veterinaria também revelaram o potencial da
aplicacdo de fagos tanto para profilaxia quanto no uso terapéutico em
aves, gado bovino e suinos (JOHNSON et al., 2008).

Uma das séries mais conhecidas de estudos sobre o uso de
fagos em medicina veterinaria é do Instituto de Pesquisa em Doencas
Animais em Houghton, Cambridgeshire, Grd-Bretanha. Os
pesquisadores iniciaram a pesquisa tratando infec¢fes experimentais de
E. coli em camundongos (SMITH e HUGGINS, 1982). Durante estudos
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posteriores, 0s autores descobriram que uma Unica dose de um fago
especifico para E. coli reduziu, por muitas ordens de grandeza, o nimero
destas bactérias no trato alimentar de bezerros, cordeiros e leitdes
infectados. Todos os animais tratados por fagoterapia recuperaram-se e
sobreviveram (BARROW e SOOTHILL, 1997).

Na area de saneamento, as pesquisas tém focado em sistemas de
tratamento de efluentes. Fagos tém sido usados tanto para a reducédo de
organismos patogénicos (inclusive aqueles resistentes antibi6ticos)
guanto no controle de microrganismos que causam danos ao bom
funcionamento dos lodos ativados, como no caso das bactérias
filamentosas, que prejudicam o fenémeno de sedimentacdo do lodo
(LIU et al., 2015).

Um dos campos mais recentemente explorados é o uso de fagos
contra biofilmes bacterianos. Muitos estudos tém se voltado para os
diversos mecanismos possiveis através dos quais fagos podem destruir e
controlar bactérias formadoras de biofilmes, desde dissolugdo da
estrutura do biofilme através dos produtos formados até a infeccdo e
morte direta dos microrganismos (CHAN e ABEDON, 2015). Em 2007
Lu & Collins realizaram um trabalho de dispersdo de biofilmes através
de engenharia enzimatica de bacteriofagos, o0s quais foram
desenvolvidos para produzir uma enzima degradadora de biofilmes.

Mesmo na medicina, pesquisas inovadoras sugerem o uso de
fagos ndo apenas como agentes de biocontrole, como tradicionalmente.
Yacoby et al. (2007) estudaram uma nova aplicacdo de bacteri6fagos
filamentosos (M13) como uma plataforma para carreamento de drogas,
para a bactéria alvo que poderia inibir parcialmente a multiplicacdo de
bactérias como o Staphylococcus aureus. Em conclusdo, os autores
afirmam que a gendmica de bactérias e fagos apresentam uma nova
alternativa para a melhoria da antibiético-terapia.

A terapia com bacteriéfagos para o controle microbiol6gico
pode ser um método promissor, apresentando vantagens em comparagdo
com outros métodos: fagos sdo muito eficientes em capturar seu alvo
especifico, se replicam apenas no subconjunto alvo de bactérias sendo
inofensivos ao restante do ecossistema que o cerca, como no caso da
flora natural de um organismo. Fagos sdo auto-limitantes, ou seja, se
replicam somente na presenca da bactéria, podem ser administrados em
dose Unica e ndo causam efeitos paralelos indesejaveis, como no caso de
agentes quimicos (ATTERBURY et al., 2007).
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Um nlmero restrito de estudos ja existem testando a eficiéncia
do uso bacteriéfagos na remediacéo e prevencao do souring a partir do
controle de BRS, tirando vantagem da capacidade de infec¢éo e lise de
células bacterianas por esse tipo de virus.

Eydal et al. (2009) isolaram fagos de Desulfovibrio aespoeensis
a partir de amostras de diferentes pocos de extracdo de petrdleo, usando
0 método padrdo do nimero mais provavel (NMP). Foram isolados 5
tipos de fagos diferentes denominados pelos pesquisadores: Heyl,
Hey2, Hey3, Hey4 e Hey5, todos pertencentes ao grupo morfolégico
Podoviridae. Para descobrir o espectro de hospedeiros dos fagos
isolados, foram utilizadas seis espécies diferentes de Desulfovibrio, os
quais foram submetidos a infeccdo pelos 5 fagos. O D. aespoeensis foi 0
Unico hospedeiro infectado (Figura 2), revelando a especificidade
restrita destes bacteriofagos. Os proprios autores 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).

Summer et al. (2011) conseguiram isolar fagos, a partir de
ambientes com alta salinidade, capazes de infectar ao mesmo tempo
Firmicute Haloanaerobium e Desulfovibrio. Os autores obtiveram
resultados satisfatorios ao testar a eficiéncia dos fagos no controle de
crescimento de Desulfovibrio em meio liquido.

Sillankorva et al. (2010) expos duas espécies formadoras de
biofilme, P. 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 desta mudanca — do biofilme para o
meio livre — o tratamento com biocida comum torna-se mais efetivo,
eliminando o restante dos microrganismos.

Na é&rea ambiental se faz de suma importancia o
desenvolvimento de técnicas de isolamento de fagos polivalentes, em
especial, quando se trata de sua aplicacdo em sistemas ambientais com
populacdes heterogéneas e dindmica complexa, como as encontradas em
biorreatores ou biofilmes naturalmente formados.

Withey et al. (2005) discutiu o potencial dos fagos no
biocontrole em sistemas de tratamento de efluentes para melhorar a
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qualidade final dos efluentes finais e lodo descartado no meio ambiente,
sugerindo que o controle bacteriano mediado por fagos tem o potencial
de influenciar no desempenho do tratamento, controlando a abundancia
dos principais grupos microbianos funcionais.

O tratamento com fagos tem o potencial de controlar os
problemas ambientais nos processos de tratamento de aguas residuais,
tais como: formacdo de espuma em plantas de lodos ativados;
desaguamento e digestibilidade do lodo; eliminacdo de bactéria
patogénicas; e reduzir a competicdo entre bactérias problematicas e
populacdes microbianas funcionalmente importantes. Contudo a
aplicacdo bem-sucedida de fagos nesta area, requer uma compreensao
mais completa da dindmica e interacdes da comunidade microbiana
destes sistemas além do aprofundamento das interagdes fago-hospedeiro
€ suas consequéncias para 0 ecossistema em questao.

2.4 Desafios no uso de fagos como ferramentas de biocontrole.

Um dos aspectos mais importantes no uso de fagos como
agentes de biocontrole esta em garantir a efetividade do tratamento. Para
isso, é preciso mais do que apenas isolar o fago certo para o
microrganismo alvo. E preciso garantir que todo o processo de
aplicacdo, desde dosagem até a adsorcdo do fago nos receptores certos e
a continuacdo de seu ciclo litico sejam conduzidos de forma eficiente e,
assim, ndo incorrer em erros semelhantes aos que levaram a fagoterapia
a ser deixada de lado logo apds sua descoberta.

De acordo com Marsh e Wellington (1994), para a
multiplicagdo de um fago ocorrer em determinado ambiente, este fago
deve ser capaz de proteger seu genoma de condi¢des adversas, ter livre
acesso ao hospedeiro, para dar inicio ao processo de infecgdo, e ser
capaz de transformar a célula bacteriana em uma unidade de producéo
de sua progénie.

Como com qualquer agente antimicrobiano, concentracdes
suficientes devem ser obtidas in situ para garantir o controle microbiano.
No entanto, o fornecimento ineficiente de fagos causado por absorgédo
ndo especifica, barreiras fisicas ou decaimento de fagos é outro grande
obstaculo para o controle microbiano baseado em fagos. A remogao de
virus durante a entrega de fagos ocorre por adsorcdo viral a flocos de
lodo, particulas suspensas e bactérias ndo alvo. A penetracdo deficiente
do fago no biofilme pode, portanto, limitar a eficacia do tratamento do
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fago, uma vez que pode ocorrer a morte do fago antes de entrar em
contato com a célula hospedeira (SAMSON et al., 2013).

Vérios fatores fisico-quimicos referentes ao ambiente — entre
eles temperatura, acidez, salinidade e a presenca de determinados ions —
sdo determinantes para a ocorréncia, viabilidade e manutencdo dos
bacteriéfagos, sendo responsaveis, muitas vezes, pela inativacdo das
particulas virais através de danos causados a sua estrutura fisica, perda
lipidica e/ou mudancas na estrutura do DNA (ACKERMANN et al,
2004). Outros fatores importantes também séo a carga viral utilizada, o
tipo de meio, umidade e fatores intrinsecos como forca ibnica que
podem prejudicar a adsorcdo do fago a superficie bacteriana
(CARLTON et al., 2005).

A Figura 5 traz os principais aspectos que devem ser
considerados para garantir a efetividade do tratamento com fagos.

Figura 5 Fatores que afetam a efetividade do uso de fagos para biocontrole.
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Em virologia a proporcdo entre o virus e a bactéria alvo é
determinada pelo termo MOI (multiplicidade de infeccdo), que diz
respeito a quantidade de fagos adicionada por célula durante a infec¢do
(ELLIS & DELBRUCK, 1939). Esta variavel é muito importante no
planejamento de um tratamento com fagos e para sua determinacgdo
correta é preciso levar em consideragdo alguns aspectos: o ciclo de
replicacdo do fago, a resisténcia dele em relacdo as condigdes
ambientais do meio onde sera aplicado e o tipo de abordagem aplicada
ao tratamento, se passiva ou ativa.

Na metodologia passiva o fago é adicionado ao sistema em
guantidades suficientes para infectar e provocar a lise celular de toda
populacdo microbiana ja existente em um curto espago de tempo. O
tratamento com viés ativo, implica na adi¢do de menores quantidades
iniciais de fago, o qual ira se replicar a0 mesmo tempo que comeca a
eliminacdo das bactérias alvo, conforme seu ciclo litico for acontecendo
(GILL, 2010).

Embora fagos possam ser encontrados em quase todos os
ambientes do planeta, resistindo a muitas condigbes adversas, muitos
estudos ja mostraram que, apesar de sobreviver, seu ciclo de vida pode
ser bastante prejudicado. A proliferacdo de muitos fagos é limitada em
pH menor que 4,5. E, dependendo do tempo de exposicao, as particulas
virais podem ser inativadas em valores de pH mesmo um pouco mais
elevados (WATANABE et al., 2007).

Vérios fagos isolados, quando expostos a temperaturas
superiores a 45°C por periodos de tempo ndo maiores que 1 hora perdem
sua capacidade de formar placas de lise quando testados com o
hospedeiro. Temperaturas superiores a 70°C em periodos inferiores a 30
min, extinguem completamente as particulas virais de uma amostra (LI
et al, 2016; MA et al., 2016).

A especificidade em relacdo ao hospedeiro € 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 sdo de amplo espectro, o que significa que
podem infectar muitas estirpes de bactérias de espécies Unicas ou
multiplas (AZEREDO & SUTHERLAND, 2008).



58

De acordo com Mateus et al. (2014) é justamente esta
especificidade que torna a selecdo do bacteriéfago correto em relagéo ao
hospedeiro um fator chave no sucesso no uso de fagos para o controle
biologico. Estes autores testaram o uso de fagos para a inativagdo 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, neste caso, também nédo estavam lidando com
apenas uma espécie de hospedeiro.

Quando se trata de reservas de petréleo, por exemplo, as
condi¢cdes ambientais encontradas nestes locais tém impacto importante
sobre o crescimento microbiano, sua sobrevivéncia e as relagdes
estabelecidas no ecossistema local.

H4& pogos com altas temperaturas de fundo, além de salinidade e
pH extremos. No entanto, nem a pressdo dentro dos reservatorios (até
500 atm) impede de todo que haja crescimento bacteriano, embora possa
influenciar nas suas propriedades fisiologicas e metabdlicas (MAGOT et
al., 2000). Portanto, estes fatores além de serem seletivos e favorecerem
(aliados a outros aspectos) o crescimento de alguns microrganismos em
detrimento de outros sdo altamente determinantes em qualquer tentativa
de controle destas populagdes.

A adsorcdo do fago em uma superficie ou receptor impréprio
tem forte influéncia sobre sua difusdo. Bacteriofagos ndo se locomovem
independentemente, jA que ndo possuem mecanismos para tal, seu
transporte no meio depende de sua adsorgdo aos organismos presentes.
Por isso, este também se torna um fator limitante a sua atividade,
considerando que se for adsorvido a um receptor improprio, é provavel
gue isso influencie negativamente sua difusdo pelo meio. Considerando
isso Walshe et al. (2010) investigaram o efeito do pH, da forca i6nica,
matéria organica dissolvida e vazdo no transporte de bacteri6fagos. Eles
observaram que a altas vazdes facilitam o transporte de virus ligados a
coloides, enquanto baixos valores de pH e for¢a i6nica elevada retardam
sua mobilidade por aumentarem a adsorcéo das particulas virais ao meio
solido 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
proliferagdo proporcionalmente ao seu crescimento, enquanto que as
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células mortas adsorvem um grande nimero de fagos e, assim,
interferem na sua difusdo (HU et al., 2012).

Além de todos os obstaculos externos que um fago pode
encontrar antes de, finalmente, encontrar seu hospedeiro, ainda ha outro
aspecto relevante capaz de impedir que ele complete seu ciclo litico: o
desenvolvimento de resisténcia por parte da bactéria. Em ambientes
naturais € comum que bactérias tenham multiplas barreiras anti-fagos.
Este é um processo natural que mantém o equilibrio ecolégico.

Bactérias podem desenvolver resisténcia aos fagos através de
uma variedade de mecanismos de defesa. Para limitar a adsor¢do de
fagos, as bactérias podem bloquear os receptores de fagos na superficie
celular através da criacdo de fatores que se liguem aos sitios das
moléculas receptoras (FOSTER, 2005) ou de adaptacOes na estrutura na
estrutura tridimensional das moléculas (UHL & MILLER, 1996). Outra
forma de prevenir o acesso dos fagos aos receptores é através da
producdo de matrizes extracelulares, que servem como barreiras fisicas
de protecdo ndo apenas contra fagos, mas outros fatores de risco
(HAMMAD, 1998).

O hospedeiro também pode impedir a entrada do DNA do fago
apos ele se ligar ao receptor. Os sistemas de exclusdo de superinfeccdes
sdo formados por proteinas que conferem imunidade a bactéria através
do bloqueio da entrada do fago (LU & HENNING, 1994; MOAK &
MOLINEUX, 2000). Os sistemas de modificacdo/restricdo ou os
sistemas CRISPR-Cas das bactérias atuam por mecanismos diferentes
mas que resultam na mesma finalidade, eles reconhecem e degradam
determinadas sequencias do DNA do fago impedindo a continuacdo do
ciclo litico. Ainda, existem os sistemas abortivos de infec¢éo aos quias a
célula bacteriana recorre em casos mais extremos, uma vez que, além de
promoverem a morte do fago, também resultam na morte da propria
bactéria (MOLINEUX, 1991).

Para enfrentar o desafio da resisténcia bacteriana, o método
tradicional é a adocdo de coquetéis de fagos. Abuladze et al. (2008)
relataram auséncia de incidéncia de E. coli O157: H7 resistentes em
alimentos tratados com um coquetel de trés fagos. No entanto, Tanji et
al. (2004) demonstraram que, embora 0s coquetéis possam atrasar a
evolugdo da resisténcia aos fagos, bactérias e fagos eventualmente
coexistirdo em equilibrio e desencadeardo a resisténcia.
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Considerando os inimeros fatores que interferem, direta ou
indiretamente, na eficiéncia do uso de fagos para o controle microbiano
nos mais diversos ambientes, inclusive sistemas de tratamento de
efluentes é evidente a necessidade do desenvolvimento de técnicas que
garantam a efetividade do tratamento.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia
Ambiental do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da Rice
University, Houston-TX, sob a supervisdo do Prof. Dr. Pedro Alvarez.
Parte dos resultados foram produzidos em trabalho conjunto com o Dr.
Pingfeng Yu.

3.1 Cepas bacterianas utilizadas e condi¢6es de cultivo

As bactérias usadas no isolamento dos fagos foram: Bacillus
subtilis subsp. subtilis (ATCC 6051), Bacillus cereus NRS 248 (ATCC
10987), Serratia marcescens BS303 (ATCC 13880), Escherichia coli B
(ATCC 11303) e Enterobacter asbureae (ATCC 35955). Além disso,
também foram utilizadas as cepas Bacillus subtilis 168 (ATCC 23857),
Escherichia coli C3000 (ATCC 10798), Escherichia coli K-12 (ATCC
15597), Escherichia coli NDM-1 (ATCC BAA 2452).

Todos os cultivos liquidos de microrganismos foram em meio
Caldo de Soja Tripticaseina (Tryptic soy broth - TSB) a 37 °C. Os
cultivos foram estocados no prdéprio meio a 4°C, sendo periodicamente
repicados. Para o cultivo sélido, através de plaqueamento, Tryptone
Base-Layer Agar (TBA) foi utilizado na camada de agar base.

O método de dupla camada de agar (ADAMS, 1959) foi
aplicado para cultivo sélido e contagem de fagos, para tanto e Tryptone
Soft Agar (TSA) foi utilizado na camada superior. Aliquotas de 100 pL
das suspensdes de fago, devidamente diluidas, foram inoculadas em 5
mL de TSA ja contendo a bactéria hospedeira e disposto em banho
quente, a 45°C. Em seguida o TSA foi vertido sobre o &gar base,
permitindo sua solidificagio e entdo as placas foram incubadas a 30 °C.

3.2 Obtencéo de fagos polivalentes
3.2.1 Preparacéo do estoque heterogéneo de fagos

Os fagos foram isolados de estoques heterogéneos primarios, os
quais foram gerados a partir de amostras de solo coletadas no Campus
da Rice University, Houston-TX. Porcdes de solo foram misturadas ao
meio TSB em uma propor¢do de 1:1 (v/v), apds enriquecimento
overnight, a 37 °C e agitagdo de 160 rpm, a cultura foi agitada por 5 min
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em vortex (Fisher Scientific) e centrifugada a 7.000 rpm por 10 min,
para remocao de sélidos mais grosseiros. Para desprender os fagos dos
sedimentos ainda presentes foi adotado tratamento com pirofosfato de
sodio, o qual é adicionado a suspensédo até chegar a uma concentragéo
final de 5 mM, ap6s 15 min de incubagdo em temperatura ambiente,
protegido da luz, a suspensdo passa por 30 segundos de sonicacdo,
seguido de 3 min de agitacdo manual, repetidos 3 vezes (DANOVARO
& MIDDELBOE, 2010). Na sequéncia, aplicou-se etapas de
centrifugacdo e filtracdo para remover particulas maiores que 0,2 pm
(PARK et al., 2012). As particulas virais foram, entdo, concentradas,
adaptando-se 0 método proposto por Colombet et al. (2007). Esta
metodologia consiste em adicionar as amostras filtradas polietilenoglicol
8000 (PEG 8000 - Sigma-Aldrish) e NaCl até concentrac6es finais de 10
e 0,6%, respectivamente. Em seguida, incuba-se no escuro a 4 °C, por
cerca de 12 h, apds as quais centrifugou-se a 10000 rpm por 20 min,
mantendo-se os 4 °C. O pellet branco obtido apds a centrifugacio
continha os virus cristalizados. Este pellet foi ressuspenso em tampéo
salino SMB (50 mmol/L Tris-HCI, pH 7,5; 0.1 mol/L NaCl; 8 mmol/L
MgSQ,; 0.01% gelatina) e filtrado em membrana para seringa de 0,22
pm.

3.2.2 Isolamento dos fagos

Para o isolamento dos fagos polivalentes utilizados neste
trabalho, utilizou-se duas abordagens diferentes da metodologia de
“Isolamento sequencial por multiplos hospedeiros™ descrita por Yu et al.
(2016) e desenvolvida neste mesmo laboratério. Na abordagem original
do método (Figura 6), o estoque de fago &, primeiramente, testado em
um hospedeiro inicial (Hospedeiro 1) em uma placa de dupla camada de
agar. Apos incubacdo a 37 °C, por 18 horas, as placas de lise formadas
sdo coletadas e incubadas a 37 °C em uma cultura bacteriana diferente
da primeira (Hospedeiro 2). Amostras desta cultura sdo coletadas ap6s
2h, 6h e 12h de incubacdo, nas quais é adicionado cloroférmio em uma
proporcdo de 5% (v/v) para promover a lise das células bacterianas.
Apos filtracdo em seringa com membrana de 0,2 um, as amostras dos
diferentes tempos sdo misturadas e submetidas ao ensaio de dupla
camada de agar utilizando o Hospederio 2. Todas as etapas mencionadas
sdo, entdo, repetidas submetendo-as a uma terceira e quarta espécie de
bactéria (Hospedeiro 3 e Hospedeiro 4).
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Figura 6 Abordagem original do método de Isolamento Sequencial por
multiplos hospedeiros para obtengdo de fagos polivalentes

Estoque heterogéneno Fagos coletados e Fagos coletados e
primario cultivados com Hosp 2 cultivados com Hosp 3

;

Placas de lise formadas  Placas de lise formadas Placas de lise formadas
na placa do Hosp 1. na placa do Hosp 2. na placa do Hosp 3.

Fonte: Adaptado de YU et al. (2016).

No método adaptado para tentativa de isolamento de bactérias
capazes de infectar tanto hospedeiros Gram-negativos quanto
hospedeiros Gram-positivos, aplicou-se dois hospedeiros
simultaneamente em cada placa de dupla camada de agar (Figura 7),
sendo um Gram-positivo e um Gram-negativo, induzindo-se assim, a
selecdo de fagos capazes de infectar ambos os hospedeiros ao mesmo
tempo. E, ao final, uma Unica placa de lise foi coletada da ultima placa
contendo os hospedeiros 1 e 2 foi diluida em SMB.
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Figura 7 Abordagem modificada do Isolamento sequencial por multiplos
hospedeiros, incluindo um hospedeiro Gram-positivo e um Gram-negativo em
cada uma das etapas do processo.

Estoque Fagos foram coletados das ~ Fagos foram coletados das
heterogéneo de placas e cultivados overnight placas e cultivados overnight
fagos com Hosp. 3 e Hosp. 4 com Hosp. 1 e Hosp. 2

1rglrgl
@

Placas de lise na camada  Placas de lise formadas na  Placas de lise formadas na
superior de agar contendo camada superior de agar camada superior de agar
Hosp. 1 e Hosp. 2 contendo Hosp. 3 e Hosp. 4 contendo Hosp. 1 e Hosp. 2

3.2.3 Purificagéo dos fagos

Os fagos isolados foram purificados através de trés
plagueamentos sucessivos com selecdo  de placas de lise Unicas em
cada um, de acordo com procedimento padrdo (SAMBROOK et al,
1989). Em wuma nova etapa de concentragdo adicionou-se
polietilenoglicol 8000 (PEG-8000) na concentracdo de 10% (p/v) com
incubacdo a 4°C durante 24 horas conforme Colombet et al. (2007).

Os estoques finais dos fagos isolados foram enumerados
através da contagem de placas de lise em placa de dupla camada de agar
(UFP/mL), mantidos a 4°C em SMB e periodicamente renovados
através de enriquecimento com o hospedeiro de producéo.

3.3 Espectro de hospedeiros dos fagos isolados e eficiéncia de
plagueamento (EOP)

O primeiro passo na determinacdo de quais bactérias o fago é
capaz de infectar ¢ o ensaio “Drop Spot test” (KUTTER, 2009). Este
método consiste em depositar uma gota (10 pL) da suspensdo de fagos
em questdo — preferencialmente com uma concentracéo acima de 10°
UFP/mL — na camada superior de uma placa de dupla camada de agar
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onde a bactéria ja foi adicionada ao TSA (camada superior) e incuba-la
overnight.

Quanto ao EOP, este € um valor relativo referente a contagem
de placas de lise em uma dada bactéria hospedeira comparada com a
contagem maxima obtida no hospedeiro principal, ao qual atribui-se
EOP de 1,0. Para a contagem das placas de lise utilizou-se 0 método de
dupla camada de &gar utilizando-se os diferentes hospedeiros revelados
pelo Drop Spot Test.

3.4 Experimento em cultura liquida

Testes em cultivo liquido foram realizados com o intuito de
demonstrar o potencial inibitério dos fagos no crescimento das bactérias
hospedeiras. Estes experimentos também sdo uma forma de confirmar o
espectro de hospedeiros de um fago.

Os experimentos, em batelada, foram conduzidos em placas de
96 pocos onde a densidade dtica (ODgg) do liquido foi monitorada.
Cada pogo foi inoculado com a bactéria em fase de crescimento
exponencial, em uma concentracdo préxima a 10° UFC/mL. A
concentracdo de fagos utilizada foi de 10° UFP/mL, garantindo um MOI
inicial de 10 com relacdo a todos os hospedeiros.

O leitor de placas SpectraMax Gemini XPS Microplate Reader
da Molecular Devices — MA, foi configurado com o0s seguintes
pardmetros: 600nm, 30°C, 12 horas de processo, com agitacdo de 2s
antes das leituras, as quais foram realizadas a cada 30 min desde o
tempo zero.

3.5 Caracterizacéo do ciclo de vida e morfologia dos fagos isolados
3.5.1 Taxa de adsorc¢ao do fago

Os experimentos de adsorcdo dos fagos foram realizados
conforme descrito em Kropinski (2009). Diluiu-se uma cultura do
hospedeiro em fase exponencial de crescimento até se obter uma DOgsg
de 0,1-0,2. Em um agitador (Multi-Therm Shaker, BenchMark
Scientific-NJ), a 60 rpm e 30°C, adicionou-se 1 mL da suspensdo de
fagos, contendo cerca de 10° PFU/mL, a 9 mL da cultura de bactérias.
Foram retiradas aliquotas de 50 uL em intervalos de 1 minuto, até
completar 12 min (T, a Ty;). A cada coleta as amostras foram diluidas
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em 0,95 ml de SMB resfriado contendo 25 uL de cloroférmio, e agitadas
vigorosamente por 10s. Uma amostra inicial e uma ultima (Cq e Ci3)
foram retiradas de um tubo de controle contendo 1 mL da mesma
suspensdo de fagos e 9 mL de TSB e mantidos nas mesmas condigdes
do tubo de reacdo. Apobs coletadas, as amostras foram imediatamente
submetidas ao ensaio de Double Layer Agar com 0 mesmo hospedeiro
utilizado no ensaio e 0 nimero de placas de lise foi contabilizado apds
incubacdo overnight. O nimero de bactérias foi determinado em termos
de UFC/mL por plaqueamento da suspensdo celular original utilizada no
experimento através de spread plate. A taxa de adsorcao foi calculada
com base na seguinte equago:

_ In(Py) —In(P,)
B t

kB

Onde:

k = constante da taxa de adsor¢do (mL/min)

B = concentracdo bacteriana (UFC/mL)

Po = concentragdo de fagos livres em t=0 (UFP/mL)

P; = concentracao de fagos livres no tempo t (UFP/mL)

3.5.2 Curva de crescimento em etapa Unica

O tempo latente e burst size sdo pardmetros importantes para a
caracterizacdo do ciclo de vida do fago. No ensaio de curva de
crescimento em etapa Unica, o ciclo de uma infec¢do Unica de um
determinado fago, propagado num dos seus hospedeiros, € monitorado
em termos de producdo da progénie. O experimento foi realizado
conforme descrito por Middelboe et al. (2010). Aliquotas de uma
cultura bacteriana enriquecida overnight foram misturadas a solugéo de
fagos num MOI de aproximadamente 0,01, de modo a permitir a
adsorcdo das particulas de fago na superficie das bactérias. Apds 10
minutos de interacdo, a solugdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 3 min.
O pellet foi lavado, centrifugado novamente e ressuspenso em 1 mL de
TSB. 50 pL foram utilizados para inocular 50 mL de TSB fresco,
incubados a 30°C e agitando a 160 rpm. Amostras de 50 pL foram
coletadas a cada 10 min durante as 2 horas de experimento, diluidas
imediatamente em 950 puL de SMB em gelo e submetidas a ensaios em
dupla camada de &gar para contagem de fagos.
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3.5.3 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Cerca de 8 pL das suspensoes purificadas de cada fago foram
depositadas sobre grid de 200 mesh revestido com formvar-carbono. Em
cada grid as amostras depositadas foram coradas negativamente com
acetato de uranila 2% (pH 4,5) (ACKERMAN & HELDAL, 2010). O
excesso de corante foi removido imediatamente e o material corado foi
submetido a secagem em temperatura ambiente durante 30 min. A
observacdo foi realizada em microscopio eletrbnico de transmisséo
JEOL 2010 a uma tensdo de operacdo de 80 kV. Com base na sua
morfologia, a identificacdo e classificacdo de fagos foram conduzidas de
acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (KING et
al., 2012).

3.6 Estudo da frequéncia de surgimento de bactérias mutantes
insensiveis aos bacteriofagos (BIMs)

Cepas mutantes insensiveis aos bacteridéfagos (BIMs) foram
obtidas a partir de todos os hospedeiros isolados. O método foi aplicado
conforme descrito anteriormente (GUTIERREZ et al., 2015). Aliquotas
de 100 pL de cada bactéria de isolamento (~1x10® UFC/mL) juntamente
com 100 ul do fago (~1x10° UFP/mL) foram plaqueadas pelo método
de dupla camada de &gar e incubadas por 24 h a 30°C. As colonias
bacterianas sobreviventes foram coletadas e cultivadas em meio
nutritivo, sendo incubadas overnight a 37°C. A razéo entre o niimero de
colbnias sobreviventes e o nimero de bactérias inicialmente inoculadas
(10® UFC/ml) foi calculada como a frequéncia de surgimento de BIMs.
O drop spot test foi realizado para confirmar a falta de suscetibilidade
dos novos BIMs isolados aos fagos.

A taxa de crescimento especifico e habilidade de formacéo de
biofilme dos BIMs foram medidos para avaliar os fitness costs de
resisténcia a fagos. As taxas de crescimento especifico bacteriano foram
determinadas com base nas medic¢des de absorbancia (OD595) durante a
fase de crescimento exponencial de 12 horas em equipamento para
leitura de placas de 96 pocos (SpectraMax Gemini XPS Microplate
Reader, Molecular Devices — MA).

O ensaio de formagao de biofilme em microplaca foi realizado
para medir o biofilme formado na superficie de placas de cultura de 96
pogos conforme resumido abaixo (O’TOOLE et al., 2011).
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Ap6s cultivo overnight das culturas  bacterianas,
individualmente, em meio TSB. No dia seguinte as culturas foram
diluidas em proporcdo 1:100 (v/v) em meio M63, especial para
biofilmes, e distribuiu-se 100 pL para cada pogo de uma microplaca de
96 pocos. Para ensaios quantitativos, utilizou-se 4-8 pocos replicados
para cada tratamento. Incubou-se a microplaca a 37°C durante 24 horas.

Apds lavagem da microplaca em &gua ultrapura, o biofilme foi
corado adicionando-se 125 pL de uma solucdo 0,1% de violeta de
metila a cada poco. Incubou-se a a microplaca por 15 min a temperatura
ambiente, lavou-se de 4 vezes com agua submergindo, cuidadosamente,
em banho, e secou-se com papel toalha. Para quantificar o biofilme
adicionou-se 125 pL de solugdo 30% de acido acético em agua a cada
po¢o da microplaca para solubilizar o corante violeta. Incubou-se
novamente a temperatura ambiente por 15 min e transferiu-se 125 pL do
corante solubilizado para uma nova microplaca de fundo chato.

A absorbancia foi quantificada num leitor de placas a 550 nm
utilizando acido acético a 30% em agua como branco.

3.7 Identificacdo dos receptores moleculares de fago.

A identificacdo das moléculas que atuam como receptores de
fagos na superficie microbiana foi realizada conforme descrito por
Kiljunen et al. (2011). Parte das culturas bacterianas dos quatro
hospedeiros de isolamento foram tratadas, individualmente, com
Proteinase K (0,2 mg/mL; Promega), a 37°C por 3 horas. Em seguida
foram lavadas com TSB, centrifugadas (8000 rpm, por 5min) e
ressuspensas em TSB novamente até atingir o volume original. Apds
garantir que as suspensfes bacterianas atingissem uma absorbancia
padrdo em ODggo, 0S ensaios de adsorcdo dos fagos as células tratadas
foram realizados conforme ja descrito no item 3.5.1. Para confirmar que
o0 resultado diferenciado na taxa de adsorcdo do fago ndo provinha da
incubagéo a 37°C, os mesmos ensaios de adsorgdo foram realizados com
amostras das bactérias incubadas nas mesmas condicdes, mas na
auséncia de proteinase K.

Enquanto isso, para verificar a possibilidade de os receptores de
fagos serem sacarideos, 1,5 mL de cada cultura microbiana foi
submetida ao tratamento com periodato. Para tanto, centrifugou-se as
culturas originais (10.000 rpm, por 5 min) e ressuspendeu-se o pellet em
50 mM acetato de sodio (pH 5,2) contendo 100 mM de 107, As
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amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e
protegidas da luz. Posteriormente foram centrifugadas novamente
(10000 rpm, por 5 min), lavadas com TSB e ressuspensas no mesmo
meio até o volume original. Os mesmos ensaios de adsorcdo foram
realizados com as amostras tratadas, garantindo também a presenca de
culturas controle.

Para determinar se LPS poderiam aderir as proteinas de ligagdo
aos receptores (PLR) dos fagos, extraiu-se LPS de culturas de E.
asburiae e S. marcescens utilizando o kit de extracdo de LPS da Intron
Biotechnology, seguindo as instrucfes do fabricante.

Os ensaios de inativacdo de fago foram realizados conforme
descrito anteriormente (DANIS-WLODARCZYK et al.,, 2015).
Suspendeu-se 0 LPS em &gua ultrapura estéril em concentraces finais
de 400 pg/mL, 200 pg/mL, 80 pg/mL, 10 pg/mL e 1 pg /mL. As
suspensdes de fago nas concentragdes finais em torno de 1x10°> UFP/mL
foram adicionadas a cada diluicdo de LPS. As suspensdes foram
incubadas a 37 °C, por 1 h, com agitacdo de 180 rpm. Apo6s a incubacéo,
foram realizados ensaios de dupla camada de agar com cada hospedeiro
para obter o nimero e fagos aptos a infectar cada um.

3. 8 Caracterizacdo molecular dos bacteri6fagos isolados

3.8.1 Extracdo e PCR do DNA viral

O DNA gendmico dos fagos foi isolado a partir de estoques
purificados e previamente tratados com DNAse por 30 min a 37°C
conforme Culley et al. (2010). Utilizou-se ZR Viral DNA Kit, da Zymo
Research, para fazer a extracdo do DNA viral seguindo as instrugdes
indicadas pelo fabricante. Posterior purificacdo e concentracdo do
produto de extracdo se deu através do uso do kit Genomic DNA Clean &
Concentration também da Zymo Research.

3.8.2 RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) PCR

A técnica de RAPD foi aplicada de acordo com Gutiérrez et al.
(2011), para avaliar a diversidade genética e o polimorfismo dos fagos.
Foram utilizados 12 primers, um para cada reacéo.
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A Tabela 1 indica cada primer com respectiva sequéncia de
nucleotideos e referéncia bibliografica.

Tabela 1 Primers utilizados no estudo, proprios para RAPD PCR.

Primer Sequéncia de Referéncia
nucleotideos bibliografica
P1 5'-CCG CAG CCA A-3"  Gutiérrez et al (2011)
P2 5'-AAC GGG CAG A-3'  Gultiérrez et al (2011)
RAPD5 5-AAC GCG CAA C-3'  Gutiérrez et al (2011)
OPA-6 5-GGT CCCTGAC-3' Winget &
Wommarck (2008)
OPA-9 5-GGG TAACGC C-3' Winget &
Wommarck (2008)
OPA-13 5-CAG CACCCAC-3' Winget &
Wommarck (2008)
CRA-23 5-GCG ATC CCC A-3'  Winget &
Wommarck (2008)
Op-B03 5-GAT CCCCCT G-3'  Marei (2013)
Op-C02 5-GTG AGG GGT C-3'  Marei (2013)
Op-C05 5-GAT GAC CGC C-3'  Marei (2013)
Op-C13 5-AAG CCT CGT C-3'  Marei (2013)
Op-E07 5-AGA TGC AGC C-3' Marei (2013)

A amplificacdo foi realizada em reacGes de 50 pL usando
GoTag Hot Star Polymerase (Promega Corporation, WI), 8 mM de cada
primer por reacdo individual e cerca de 10 ng de DNA gendmico. O
PCR foi realizado em termociclador T100™ (Bio-Rad, Hercules) com
as seguintes configuracdes de ciclos: Quatro ciclos a 94°C por 45s,
30°C por 120s e 72°C por 60s; 26 ciclos a 94°C por 5s, 36°C por 30s e
72°C por 30s (a etapa de extenséo foi prolongada por 1 s a cada novo
ciclo); a Gltima etapa foi de 10 min a 75°C.

Os produtos do PCR foram submetidos a gel eletroforese (1%
agarose gel) para observar o padrdo de bandas. A corrida foi realizada a
100 V e o marcador utilizado foi de 100 pb.
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3.8.3 Sequenciamento do genoma

O sequenciamento do genoma do fago ¢NAOL foi realizado em
sequenciador Illumina MiSeq (MR DNA, Texas, EUA), com leituras de
2x150bp. As bibliotecas de DNA foram preparadas utilizando-se o kit
Illumina Nextera DNA Library Preparation, seguindo as instru¢des do
fabricante. A montagem do genoma foi realizada utilizando-se a5-miseq
pipeline (https://sourceforge.net/projects/ngopt/) (COIL et al., 2015) e a
anotacdo inicial foi realizada com o programa online PHASTER
(http://phaster.ca/) (ARNDT et al., 2016). Para os genes cujas proteinas
preditas ndo possuem equivalentes no banco de dados de virus usando
uma busca padrdo do BLAST, um programa mais sensivel, o PSI-
BLAST, foi adotado para fazer conexdes com proteinas de fagos de
fungdo conhecida. Os genes que codificam RNAt foram identificados
com auxilio do software online tRNAscan-SE (LOWE e EDDY, 1997).
Para visualizagcdo de mapa genémico e pipeline de anotacdo, utilizou-se
0 servidor CGview (GRANT e STOHARD, 2008). A montagem final
do mapa gendmico foi realizada com o software SnapGene (GSL
Biotech). As sequéncias do genoma dos fagos serdo submetidas a
biblioteca do GenBank e atribuidas com o nimero de acesso apropriado.

3.8.4 Analise filogenética e busca de similaridade

As sequéncias do genoma e anotacgdes dos 34 fagos do tipo N4
previamente sequenciados foram coletados a partir do banco de dados
do NCBI Genbank (Tabela Al, em Anexo). ldentificou-se grupos de
genes ortologos entre os fagos em questdo utilizando-se Proteinortho
(v5.15) (LECHNER et al., 2011). Para os grupos de genes ort6logos de
um-para-um que foram totalmente compartilhados entre os 35 genomas
de fagos estudados, o alinhamento da sequéncia codificada de cada
grupo foi construido através do programa MUSCLE (v3.8.1551)
(EDGAR, 2004) e do seridor PAL2NAL (v14) (SUYAMA et al., 2006)
seguindo 0 mesmo protocolo descrito anteriormente (YUE et al., 2017).
Arvores filogenéticas de maxima verossimilhanga foram construidas
com a ferramenta RAXML (v8.2.6) (STAMAKIS, 2014), aplicando
testes de inicializacdo rapida para cada grupo de ortologia um-para-um
nas 35 direcdes, bem como suas sequéncias concatenadas.

Com base nos grupos de genes de ortdlogos obtidos, foi
possivel obter a proporgdo compartilhada de genes ort6logos
conservados um-para-um para cada compara¢do par a par desses 35
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genomas de fagos. Por exemplo, suponha que o nimero total de genes
do fago A e do fago B seja nl e n2, respectivamente, e hd n3 genes
ortélogos um-para-um compartilhados entre eles. Em seguida, a
proporcao de genes ortélogos conservados um-a-um foi calculada como
sgrt ((n3 * n3) / (n1 * n2)). Usou-se a funclo dist () em R (v3.1)
(https://www.r-project.org/) para converter essa medida em uma matriz
de distancia e a fungdo hclust () em R foi aplicada para realizar o
agrupamento hierdrquico. O pacote R gplot (https://cran.r-
project.org/web/packages/gplots/index.html) foi usado para gerar o
heatmap com base na matriz de distancia e no resultado do agrupamento
hierarquico.

3.9 Esporulacéo e incorporacéo dos fagos em esporos

Foram empregadas duas metodologias diferentes para induzir o
processo de esporulacdo em células de Bacillus subtilis e promover sua
interacdo com os fagos a serem incorporados. Em ambas, o ponto de
partida se deu com bactérias cultivadas overnight em meio nutritivo
TSB.

Método 1

A primeira abordagem utilizada foi baseada em Takashi (1964),
com algumas modificagBes. Apds incubacdo overnight em TSB, 10 mL
da cultura de Bacillus subtilis (ATCC 6051) foram centrifugados a 8000
rpm por 10 min, lavados em Penassay Broth (composicdo na Tabela 2) e
ressuspensos em 12 mL deste mesmo meio com objetivo de atingir uma
concentracdo celular préxima a 10® UFC/mL (DOgy = 0,1-0,3). A
cultura foi, entdo, incubada a 37°C e 160 rpm — etapa de incubagéo
liguida. As amostras foram coletadas em intervalos de tempo
previamente determinados e, uma por¢do de cada, imediatamente
submetida a interacdo com os fagos durante 15 min. A etapa de
interacdo foi realizada em volumes pequenos (entre 1 e 1,5 mL), a 37°C
e foram aplicados MOIs 1 e 10 a fim de observar qual resultaria em
maior eficiéncia na incorporacdo dos fagos aos esporos. Um controle,
sem a presenca de fagos, foi submetido as mesmas condicBes e
procedimentos.
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Tabela 2 Composi¢do do meio Penassay.

Componente Concentracéo (g/L)
Extrato de carne 1,5
Extrato de levedura 1,5
Peptona 5,0
Dextrose 1,0
NaCl 3,5
Fosfato de potassio dibasico 3,68
Fosfato de potassio monobasico 1,32

Apos etapa de lavagem com 4gua ultrapura e centrifugacéo a
10.000 rpm por 5 min (repeticdo de trés vezes), as amostras foram
ressuspensas em 100 pL de Penassay Broth, plaqueadas em 4&gar
especifico para esporulagdo AK Agar #2 (Arret and Kirshbaum Medium
- HIMedia) e incubadas a 37 °C por 24 horas. A incubagéo das placas ¢é a
fase de maturacéo, para que o processo de esporulacdo seja completo.

Na sequéncia, a porcdo contendo esporos foi coletada da placa e
suspensa em 8 mL de uma solugdo de 0,01M MgSO, tampédo salino
(PBS). Os tubos foram agitados em vortex por 5 min, em velocidade
média. Apoés centrifugacéo a 8.000 rpm por 10 min o pellet contendo os
esporos foi novamente suspenso em PBS puro e submetido a tratamento
com lisozima (100 pg/mL) por 30 min em temperatura ambiente, para
promover a lise das células vegetativas remanescentes.

Com o intuito de eliminar fagos livres na solucdo e qualquer
célula vegetativa remanescente, dois procedimentos foram adotados e
comparados entre si: lavagem da solucéo final quatro vezes consecutivas
em Aagua ultrapura e ressuspensio em 0.01M MgSO, PBS para
manutencdo dos esporos e a segunda alternativa aplicada foi o
tratamento térmico, no qual a solucdo final foi submetida a uma
temperatura de 70 °C por 30 min.

Método 2

A segunda metodologia aplicada para permitir a incorporacao
dos fagos nos esporos em formacdo foi adaptada de Sonenshein e
Roscoe (1969). Os meios utilizados para induzir a esporulagdo,
conforme sugerido pelos autores, foram o meio basal 121 e sua versdo
suplementada, 121B (HALL, 1967). A Tabela 3 traz as composicGes de
ambos.
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Tabela 3 Composi¢do do meio 121 e suplementagdo para meio 121B.

Componentes do meio basal 121 Concentracdo (M)
NACI 8,0x10™
KCI 2,0x10™
NHA4CI 2,0x10™
Tris 1,2x10™"
MgCl, 1,0x10°
CaCl, 2,0x10™
FeCl, 2,0x10°
Na,SO, 2,5x10°
ZnCl, 2,0x10°
Suplemnetagéo para 121B

Glicose 0,8%
Casamino acido 0,01%
K,HPO, 1,0x10°M

Apo6s incubacdo overnight em TSB, 10 mL da cultura foram
submetidos a uma "sincronizacdo parcial da populagdo celular” : as
células foram coletadas por centrifugagcdo a 8000 rpm durante 10 min,
lavadas em meio 121 e ressuspensas em 2,5 mL deste mesmo meio, 2
mL foram utilizados para inocular 8 mL de meio 121B. A cultura foi,
entdo, incubada a 37°C, com agitacdo de 160 rpm e, ap6s 4 horas
repetiu-se o procedimento de “sincronizagdo parcial da populagdo
celular” e seguiu-se a etapa de “incubacio liquida”.

A coleta das amostras nos diferentes intervalos de tempo de
incubagdo, a interacdo entre os esporos em formagdo e os fagos
(aplicando-se MOls variados) e o plagueamento em AK Agar #2 para a
maturacdo dos esporos foram realizados igual ao Método 1. Nesta
segunda metodologia diferentes tempos de maturacdo foram testados
deixando-se as placas em incubacdo por 24 h, 48 he 72 h.

As colbnias bacterianas foram coletadas das placas e suspensas
em égua ultrapura refrigerada (aproximadamente 4°C), apds 5 min de
agitacdo em vortex, centrifugou-se a 4°C, 8000 rpm por 10 min,
repetindo-se as mesmas etapas por mais duas vezes. Nas etapas
seguintes de purificacdo utilizou-se protocolo simplificado proposto por
Tavares et al. (2013). Apds a ultima centrifugagdo ressuspendeu-se o
pellet em solucdo de 50 mM TRIS-HCI (pH 7.2) com 50 pg/mL de
lisozima e incubou-se por 1 hora a 37°C. As amostras foram lavadas em
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agua ultrapura e, ap6s centrifugacédo, suspendeu-se em solugéo de 0.05%
(v/v) SDS, agitando-se em vortex por 1min. Em seguida, as amostras
passaram por trés lavagens sequenciais em dagua ultrapura. E uma
parcela deste produto final foi submetida ao tratamento térmico (70°C
por 30 min).

O processo de esporulacdo foi monitorado (para ambos 0s
métodos) através da observacdo em microscdpio de contraste de fase
(Leica DM6000B) de amostras da suspensdo de células coletadas
durante o processo. A diferenca entre células vegetativas, pré-esporos e
esporos é evidenciada em fungdo da diferenga na intensidade de luz
emitida por cada uma destas estruturas.

3.9.1 Determinacdo da eficiéncia na incorporacdo dos fagos aos
esporos

Para determinar numericamente a quantidade de esporos
produzidos e a eficiéncia do método na incorporacdo dos fagos,
aliquotas dos diferentes produtos finais foram plaqueadas novamente,
apos as devidas diluicbes, desta vez em meio rico em nutriente, para
promover a germinacao dos esporos.

A partir da mesma amostra aplicou-se 0 método de double layer
agar para contagem das placas de lise geradas e spread-plate para
contagem das colbnias, as quais representam 0s esporos germinados,
neste caso, apenas 0s que ndo continham fagos capazes de provocar a
lise celular durante o processo de germinag&o.

A eficiéncia dos diferentes métodos e suas variacGes em obter
um ndmero satisfatério de esporos contendo o DNA dos fagos de
interesse e, a0 mesmo tempo sendo capazes de libera-los mantendo sua
capacidade litica foi calculada através da seguinte equacao:

E =100 x
(P+S)

Sendo,

E = Eficiéncia na incorporacéo e liberacdo dos fagos em esporos (%).

P = Numero de placas de lise verificadas nas placas de dupla camada de
agar (UFP/mL)

S = Numero de Colbnias obtidas usando a técnica de spread-plate
(UFC/mL)
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(P+S) representa o total de esporos presente na amostra, ou seja, aqueles
gue ao germinar formaram colénias e aqueles que, durante o processo de
germinacdo foram destruidos pela reativacao do ciclo litico do fago.

3.10 Microscopia eletrdnica de varredura dos esporos

Os esporos ja purificados foram fixados em solugdo 2,5% de
glutaraldeido a 4°C, por 12 h. Apds centrifugacdo e lavagem em PBS, as
amostras foram desidratadas em uma série de solugdes de etanol a
diferentes concentracgdes (15, 25, 35, 50 60, 70, 80, 90, 95 e 100%, v/v),
sendo mantidas por 45 min, a 4°C, em cada solucAo.

A etapa de secagem das amostras se deu através do uso do
agente quimico Hexametildisilazano (HMDS): transferiu-se as amostras
da solucéo de 100% etanol para uma solucdo 1:2 de HMDS:100% etanol
onde ficaram por 20 min, apds centrifugacdo as amostras foram
transferidas para uma nova solugdo de 2:1 de HMDS:100% etanol, na
qual ficaram por 20 min. Por fim foram transferidas solugdo de 100%
HMDS por mais 20 min e esta Gltima etapa foi repetida.

A partir desta solucdo cada amostra foi diretamente depositada
em stubs de aluminio contendo a fita de carbono adesiva. Apds secarem
em temperatura ambiente, para que o material bioldgico passe a ser um
condutor térmico e elétrico aceitavel, as amostras foram recobertas com
uma camada de ~7 nm ouro, sob vacuo usando o equipamento Denton
Desk V Sputter System. Devidamente preparadas, as amostras foram
analisadas em um microscopio eletronico de varredura JEOL 6500, al5
kV.

3.11 Ensaios de inducdo da germinacéo dos esporos e liberagdo dos
fagos

Apbs a ativacdo térmica em agua a 70 °C por 30 min, seguida
de resfriamento em gelo, realizou-se os testes de germinacdo dos
esporos suspensos em tampdo 25 mM Tris-HCI (pH 7,4) suplementados
ou ndo (controle) com os seguintes germinantes: (a) 20 mM L-alanina
(b) 20 mM de cada L-asparagina, D-glucose, D-frutose e K* (mistura
denominada AGFK) e (¢) 10 mM L-alanina + 10 mM de cada
componente de AGFK. A densidade 6tica inicial das culturas de esporos
foi de 0.8 (DOggy). A queda na densidade optica das culturas em
processo de germinacao foi monitorada pelo leitor de placas (Molecular
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Devices, MA). O DOgq relativo foi calculado pela divisdo de cada
leitura (A,) pela leitura inicial (Ao). Para determinar o tempo latente dos
fagos liberados pelos esporos e o padrdo de liberacdo do fago, as
amostras foram coletadas em um intervalo de 30 min e imediatamente
submetidas a um ensaio de dupla camada de agar para quantificacdo dos
fagos, apos incubaco overnight a 30°C.

3.12 Testes de resisténcia dos fagos livres e fagos incorporados aos
esporos

Os fagos PBSC1 e PBSC2 foram submetidos a testes para
verificar sua resisténcia diante de diferentes condi¢fes de temperatura,
pH e exposicdo a radiacdo UV. Os ensaios foram realizados tanto com
fagos livres quanto incorporados aos esporos, sendo submetidos as
mesmas condi¢des de ensaio. As concentragdes inicias de fagos, em
todos os testes, eram em torno de 1,0x10° UFP/mL. A Tabela 4 mostra
as informacgOes experimentais compiladas.

Tabela 4 Fatores de estresse ambiental testados e condigdes aplicadas aos
experimentos de resisténcia dos fagos livres em comparacdo aos fagos
incorporados aos esporos.

Fator Condicoes

Exposicao das suspensdes de fagos livres (em SMB) e de
esporos contendo fagos (em solucdo PBS), as
temperaturas de 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C e 80°C,
por 60 min. Os tubos contendo cada amostra foram
imersos em banho térmico com temperatura controlada.
Amostras foram coletadas a cada 15minutos.

Fagos livres e esporos contendo fago, foram ambos
suspensos em agua ultrapura, e os valores de pH foram
pH ajustados com solugdes mais ou menos concentradas de
HCI e NaOH. O tempo de exposi¢do foi de uma hora para
cada valor de pH.

As suspensdes de fagos livres em SMB e de esporos em
PBS foram irradiados com UV no comprimento de onda
correspondente a UVA, em reator protegido da luz,
contendo 6 lampadas UV (Eiko, Black Light Blue,
Shawnee,KS; 18Wm’2) durante 24 horas. Amostras
foram coletadas a cada 4horas.

As amostras foram incubadas durante 1 hora, em

Cu™ temperatura ambiente, em solugdes de CuSO, com
concentragdes de Cude0,1;0,5:1,0: 5,0 e 10,0 ppm.

Calor imido

uv
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O impacto destes fatores foi determinado a partir da
quantificacdo das particulas virais vidveis, imediatamente antes e depois
da exposicdo, através do método de dupla camada de &gar.

Para acessar a estabilidade a longo prazo das amostras, solugdes
estoque de fagos livres (suspensdo de fagos em SMB) foram mantidas
em temperatura ambiente protegidos da luz. Os esporos carreadores de
fagos foram secos ao ar, em temperatura ambiente e posteriormente
mantidos nesta mesma condicdo, protegidos da luz. Ambos foram
armazenados desta forma por, no minimo, 5 semanas e coletas seguidas
de plagueamento foram realizadas a cada 3 ou 4 dias.

3.13 Analise estatistica dos dados

Toda analise de dados foi realizada no Origin (OriginLab,
Northampton, MA). As barras de erros presentes nos graficos
representam o desvio padrdo da média de trés valores gerados a partir de
experimentos independentes.

O teste de t de Student pareado (dupla cauda) foi utilizado para
determinar a significancia das diferencas entre os diferentes tratamentos.
As diferencas consideradas significativas, a menos que indicado nos
resultados, foram aquelas com niveis de confianca de 99% (P < 0.01).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor entendimento dos resultados obtidos neste trabalho
dividiu-se a sessdo de Resultados e Discussdo em duas partes distintas.
A primeira parte é focada no isolamento e caracterizacdo de dois fagos
polivalentes — NAO1 e pNAO03 — com indicativo de amplo espectro de
hospedeiros. Na segunda parte, apresenta-se o0s resultados da
incorporacéo dos fagos PBSC1 e PBSC2 a esporos de Bacillus subtilis,
demonstrando-se a viabilidade do uso de esporos como carreadores e
protetores para estratégias de phage delivery.

PARTE 1: Isolamento e caracterizacdo de fagos polivalentes com
indicativos de amplo espectro de hospedeiros

4.1 Isolamento e espectro de hospedeiros dos fagos polivalentes

Isolou-se dois fagos polivalentes através da adaptacdo da
metodologia desenvolvida por Yu et al. (2016) de isolamento sequencial
por multiplos hospedeiros em que, durante o processo de sele¢do, a
etapa de enriquecimento do fago foi realizada separadamente, em cada
hospedeiro. A separacdo espacial entre os hospedeiros assegura que
fagos mais especificos sejam diluidos e fagos generalistas sejam
enriquecidos a cada etapa.

Jensen et al. (1998) ja haviam reportado um método voltado
para o isolamento de fagos polivalentes, aplicando uma técnica de
enriquecimento com multiplas espécies bacterianas simultaneamente,
contudo, quando posteriormente aplicado, este método mostrou-se mais
eficiente para o isolamento de fagos de diferentes estirpes dentro de uma
mesma espécie, mas ndo para espécies diferentes.

De acordo com Knevezik et al. (2009) existem varios motivos
pelos quais 0 uso de um coquetel bacteriano na etapa de enriquecimento
ndo é efetivo para selecionar, verdadeiramente, fagos com amplo
espectro de hospedeiros. Entre as razdes estd a propria competi¢do
interespecifica que se da no meio.

Os fagos isolados através do isolamento sequencial adaptado
foram nomeados como ¢NAOL e pNAO3 e possuem indicativo de amplo
espectro de hospedeiros (conforme sera demostrado através dos
resultados dos ensaios posteriores). Ambos os fagos foram capazes de
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infectar tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativa ao mesmo
tempo. A ordem de hospedeiros usada no isolamento de cada um segue
abaixo:

e Bacillus subtilis + Serratia marcescens (Hosp 1 + Hosp 2) >
Bacillus cereus + Enterobacter asburiae (Hosp 3 e Hosp 4),
para @NAOL.

e Bacilus cereus + Serratia marcescens (Hops 1 + Hosp 2) >
Bacillus subtillis + E. coli B (Hosp 3 e Hosp 4), para ¢NAO3.

Quando se trabalha com fagos polivalentes, capazes de infectar
diferentes espécies, tem-se a possibilidade de trabalhar com um
hospedeiro de producdo, neste caso, escolheu-se o Bacillus subtilis
subsp. subtilis (ATCC 6051) por ser uma espécie ndo patogénica e de
facil cultivo. A principal vantagem de se ter um hospedeiro de producéo
é ndo induzir mecanismos de resisténcia no hospedeiro alvo (LABRIE et
al., 2010). Varios autores ja relataram a perda da efetividade de fagos
em bactérias ap0Os enriquecimento sucessivo com Unico hospedeiro
(FOSTER, 2005; HAMMAD, 1998; PERRY et al., 2009; MCGRATH
etal., 1999).

A Tabela 5 apresenta o espectro de hospedeiros dos fagos
oNAO1 e pNAO3 juntamente com o EOP (Eficiéncia de Plagueamento)
de cada um relativo ao hospedeiro de producéo.

Tabela 5 Espectro de hospedeiros e EOP relativo ao hospedeiro de produgdo

dos fagos ¢NAO1 e gNAO3.
Bacteria strain ATCC Gram EOP* EOP
No. (eNAO1) (¢NAO03)
B. subtilis subsp. subtilis 6051 &) 1.00 1.00
B. subtilis 168 23857 +) 0.89 0.83
B. cereus NRS 248 10987 &) 0.84 0.78
S. marcescens BS303 13880 ) 0.77 0.72
Enterobacter asburiae 35955 ) 0.40 0.35
E. coliB 11301 ) NA 0.69
E. coli C3000 10798 Q) NA 0.18
E. coli K-12 15597 ) NA 0.35
E. coli NDM-1 BAA2452 ) NA 0.24

=

*Cepas cujo fago em questdo ndo foi capaz de infectar estdo marcadas como
NA no lugar da eficiéncia.

O fago ¢NAO1 foi capaz de infectar 5 hospedeiros, enquanto o fago ¢NAO03 tem
um espectro de 9 hospedeiros, entre eles, a cepa de E. coli NDM-1, resistente a

antibidtico.

n
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A capacidade destes fagos infectar tais hospedeiros néo
relacionados entre si tem profundas implicacdes ecoldgicas e evolutivas
relacionadas as pressdes seletivas que acabam por impedir que esse fago
se especialize (MULLER, 1964). Sua ampla infectividade pode resultar
da co-evolucdo do hospedeiro-fago em ambientes com baixa densidade
do hospedeiro e alta diversidade (HENDRIX et al., 1999). A co-
evolugdo entre bactérias e fagos tem sido bastante estudada e este
processo tem sido vinculado a polivaléncia de determinados fagos
(HALL et al., 2010). No solo, a presenca de agua €é transitoria e as
comunidades bacterianas apresentam uma grande heterogeneidade
espacial (BURROUGHS et al., 2000). Como consequéncia, a
mobilidade e a infec¢do dos fagos sdo restritas principalmente devido a
falta de 4gua e adsorcao nédo especifica em biofilmes ou outras particulas
(ABEDON, 2011). Como parasitas obrigatdrios, a sobrevivéncia dos
fagos nas comunidades microbianas do solo depende da disponibilidade
de seus hospedeiros bacterianos, e a propagacdo em multiplos
hospedeiros pode maximizar as oportunidades de reproducdo em
comunidades naturais complexas, aumentando sua capacidade de
adequacdo a esses ambientes.

Experimentos com bactérias e virus comprovaram que 0
espectro de hospedeiros pode amplificar-se ao longo do tempo durante a
coevolucdo, quando fagos aumentam sua infectividade ao mesmo tempo
gue bactérias tendem a aumentar sua resisténcia, num esforco mutuo de
adaptacdo (POULLAIN et al., 2008).

A partir dos dados da Tabela 5 é possivel observar que ambos
os fagos mantém uma alta eficiéncia de infeccdo nos hospedeiros,
principalmente nas espécies usadas no processo de isolamento, para as
quais a menor eficiéncia é de 0,4 do fago ¢NAO1 em E. ashuriae.

Autores que também utilizaram método de isolamento de fagos
polivalentes por enriquecimento com multi-espécies bacterianas,
contudo com uma abordagem diferenciada da adotada neste estudo,
relataram que os fagos isolados reduzem em muitas vezes a eficiéncia de
infeccdo nos hospedeiros alternativos (JENSEN et al., 1998).

Hantula et al. (1991) foram pioneiros no isolamento de fagos
polivalentes em lodos ativados. Contudo reportaram eficiéncias
dramaticamente baixas quando comparadas entre diferentes hospedeiros
(reducdes de até 106 vezes).
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Raros trabalhos na literatura reportam o isolamento de fagos
capazes de infectar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ao
mesmo tempo. Khan et al. (2002) isolaram 4 bacteriéfagos a partir de
amostras de lodos ativados com capacidade de infectar estes dois
diferentes tipos de bactérias. Contudo, seus estudos foram preliminares e
ndo se aprofundaram na caracterizacdo destes fagos.

Ainda, de acordo com Ross et al. (2016) diferentes métodos
para determinar o espectro de hospedeiros de um fago, podem gerar
resultados diferentes, refletindo os maultiplos mecanismos que as
bactérias usam para resistir as infeccdes virais, assim como as diferentes
etapas de infeccdo que cada método abrange experimentalmente.

Os resultados obtidos neste trabalho, assim como em outros, em
gue se utilizam maltiplas estirpes de hospedeiros durante o processo de
isolamento demonstram que este tipo de metodologia tem maiores
possibilidades de isolar fagos com amplo espectro de hospedeiros. Isto
desafia a crenga comum de que a maioria dos bacteriéfagos s&o
estritamente especificos e destaca-se as implicacGes disso para varias
areas que sdo afetadas pelo espectro de hospedeiros, incluindo
transferéncia horizontal de genes e a fagoterapia.

4.2 Caracterizagdo morfoldgica e do ciclo de vida dos fagos NAO1 e
oNAO03

Os fagos foram caracterizados conforme sua morfologia,
pardmetros de crescimento (relacionados ao ciclo de vida) e composi¢do
molecular.

Imagens de microscopia eletrénica de transmissdao (Figura 8)
revelaram a morfologia dos fagos oNAOl e ¢NAO03, permitindo
classifica-los como pertencentes as familias Podoviridae e Siphoviridae,
respectivamente.



83

Figura 8 Imagem dos fagos @NAO1 (Podoviridae) e pNAO3 (Siphoviridae)
obtida com microscopio eletronico de transmissdo (JEOL 2010) em que o0s
fagos foram corados negativamente com acetato de uranila 2%. Escala de 50

nm.

Ambos os fagos possuem capsideo icosaédrico, ndo envelopado
e sdo pertencentes & ordem dos Caudalovirales. Enquanto o fago
¢NAO1 possui uma cauda curta, ndo contractil e um capsideo com cerca
de 70nm, o fago ¢NAO3 possui cauda longa, também ndo contractil e
um capsideo com cerca do dobro de tamanho, 150nm.

Dois ensaios diferentes foram realizados para obter os
principais parametros do ciclo de vida dos fagos com relacdo aos seus
hospedeiros. Os experimentos foram feitos para cada fago com as quatro
cepas bacterianas utilizadas no processo de isolamento, separadamente.
A Tabela 6 apresenta os dados referentes a estes parametros.

O ensaio de adsorcao fornece a constante referente a taxa com
gue o fago se liga a superficie de cada hospedeiro, medida importante
em termos de ecologia do virus, j& que ajuda a estimar o impacto que o
fago exerce, enquanto predador, sobre a populagdo bacteriana
(KROPINSKI, 2009). Para tanto, assume-se que a adsorcdo das
particulas virais segue uma cinética de primeira ordem. As curvas das
cinéticas de adsorcdo dos fagos eNAOL e ¢NAO3 sdo apresentadas nas
Figuras Al e A2, em anexo.

A curva de crescimento do fago fornece parametros essenciais
para entender-se, de forma mais aprofundada, a interacdo
fago/hospedeiro que, por sua vez, colabora no entendimento do impacto
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que o fago exerce sobre o ecossistema em que estd inserido
(MIDDELBOE et al., 2010). A producdo de uma descendéncia do fago
(progénie) em fungdo do tempo pode ser descrita por uma curva de
crescimento em etapa Unica, em que o ensaio é conduzido de uma forma
gue se permite ocorrer apenas um unico ciclo de infeccdo, isto €, ndo se
consideram as reinfec¢es geradas pelos fagos produzidos durante o
ensaio.

Originalmente desenvolvido por Ellis & Delbriick (1939), o
experimento que gera a curva de crescimento em etapa Unica mede o
periodo latente e o burst size de um determinado fago em um
determinado hospedeiro.

O periodo latente caracteriza-se pela acumulagéo intracelular de
fagos, é o periodo minimo de tempo que leva desde a adsor¢do dos
fagos a uma célula hospedeira até a lise do hospedeiro com liberacdo da
progénie do virus. Alguns autores também o abordam como “tempo de
lise”. Burst size é o nimero médio de fagos libertados por célula
hospedeira infectada e estd ligado a fecundidade do fago
(ACKERMANN, 1999).

Tabela 6 Constante de adsor¢do, periodo latente e burst size dos fagos pNAOL e
©NAO3 relacionados a cada um dos hospedeiros de isolamento.

Fago Hospedeiro Constante de Periodo  Burst
adsorcao latente size
k (ml/min) min UFP/Cel
ONAO1 B. subtilis subsp. 1,82x10" 40 120
subtilis
B. cereus NRS 6,44x10™" 40 100
248
E. asburiae 9,13x10™" 40 102
S. marcescens 4.41x10™" 40 100
BS303
ONAO3  B. subtilis subsp. 5,75x10™"° 50 100
subtilis
B. cereus NRS 5,32x10™" 50 90
248
E. coli B 4,92x10™"° 40 110
S. marcescens 4,13x10"° 50 100

BS303




85

A constante de adsorcdo de eNAOL ficou entre 4.41x10™ e
1.82x10° ml/min e a de NAO3 variou entre 4.13x10™° e 5.75x10™"°
ml/min sendo o valor mais elevado relacionado ao hospedeiro de
producdo para ambos os virus. A maioria destes valores esta abaixo
daqueles tipicos encontrados em fagos com espectro de hospedeiros
restrito, como é o caso de alguns ja bastante estudados, dentre eles 0 T4
(2,4x10™° ml/min) (HEINEMAN et al., 2008), T7 (2,0-4,0x10°° ml/min)
e (1,3-9,9 x 10~° ml/min) (KASMAN et al., 2002). Por ser polivalente,
é possivel que os fagos isolados tenham mecanismos de ligacdo aos
receptores celulares diferenciados de fagos monovalentes, o que implica
em uma velocidade de adsor¢do mais baixa.

Além disso, um grande nimero de fatores, incluindo o estagio
de crescimento celular, presenga de sais (particularmente ions
divalentes), compostos organicos, agitagdo, temperatura, tamanho
celular e densidade dos receptores de superficie na célula hospedeira
influenciam no valor da constante k (DELBRUCK, 1940; ADAMS,
1959).

O burst size e o tempo latente, por sua vez, sofrem grande
influéncia conforme o tipo de hospedeiro e sua taxa de crescimento
especifico, a composicdo do meio de crescimento e a temperatura de
incubagdo (CAREY- SMITH et al., 2006).

O burst size do fago ¢NAO1 varia entre 102 e 120 PFU,
conforme cada hospedeiro, por célula infectada. Este valor estd um
pouco abaixo da maioria encontrada na literatura para fagos com as
mesmas caracteristicas moleculares — fagos do tipo N4 (informagdes
obtidas a partir do sequenciamento do genoma, apresentadas na sessao
4.3). Contudo, existe uma extensa variabilidade entre os burst size dos
fagos do mesmo tipo ja reportados, com relatos de 150 PFU (FOUTS et
al., 2013) até 9000 PFU (MA et al., 2016).

O burst size de ¢NAO3 é ainda menor variando entre 90 e 110
PFU por célula infectada. Estes valores sdo similares com os de outros
fagos com amplo espectro de hospedeiros interspecificos, cujos burst
size sdo inferiores a 100 PFU por célula infectada (YU et al., 2016;
PANTUCEK et al., 1998).

As Figuras 9 e 10 apresentam os graficos gerados pelos ensaios
de one step growth curve dos fagos ¢NAO1 e pNAO3, respectivamente.
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Figura 9 Curvas de crescimento em etapa Unica do fago ¢NAO1 realizada para
cada um dos hospedeiros de isolamento, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Enterobacter asburiae e Serratia marcescens, conforme indicado em cada
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Figura 10 Curva de crescimento em etapa Unica do fago ¢NAO3 realizada para
cada um dos hospedeiros de isolamento, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Escherichia coli e Serratia marcescens, conforme indicado em cada grafico.
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Wang et al. (2006) afirmam que o tempo de lise tem impacto
direto sobre o desempenho do fago e por isso existe um “tempo de lise
ideal”, ou seja, um fago com um periodo latente muito longo, teria um
busrt size elevado, contudo perde a oportunidade de provocar novas
infeccdes. Por outro lado, um fago com um tempo de laténcia mais
curto, infecta com maior rapidez as outras células hospedeiras presentes
no ambiente, mas reduz uma progénie menor a cada infec¢do. Portanto,
é o equilibrio entre estes parametros que ird resultar em uma taxa de
crescimento 6tima para o fago.

Chibany-chenoulfi et al. (2004) também chamam aten¢do para
o fato de que, em experimentos laboratoriais, geralmente trabalha-se
com condigdes 6timas de crescimento da bactéria, enquanto num
ambiente aquatico natural, € comum 0s microrganismos conviverem
com condigbes de limitagdo de nutrientes ou fatores fisicos
desfavoraveis. Consequentemente, o burst size in situ tende a ser menor
do que aquele determinado em laboratério e é importante levar esse
fator em consideracdo quando da aplicagdo do fago para controle
microbiano.

4.3 Caracterizacdo extra da interagio do fago @NAO1 com os
hospedeiros.

Realizou-se experimentos adicionais de caracteriza¢do do fago
@NAO1 com intuito de aprofundar-se o entendimento a respeito da
polivaléncia dos fagos estudados a partir da sua interagdo com os
hospedeiros.

A Figura 11 apresenta as curvas de crescimento bacteriano
regulares e na presenca do fago ¢NAOL, em meio nutritivo liquido. O
MOl inicial dos ensaios com fago foi de 10. Cada painel também traz a
imagem da placa do ensaio de dupla camada de agar (fago numa
concentragdo de, aproximadamente, 1x10° UFP/mL), demonstrando que
0 espectro de hospedeiros deste fago é confirmado tanto pelo ensaio de
plagueamento quanto pelo ensaio em batelada liquida.
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Figura 11 Efeito inibitorio do fago ¢NAO1 sobre os hospedeiros de isolamento.
As curvas de crescimento contendo bactérias e o fago estdo em azul e curvas em
preto sdo o controle. A imagem das placas mostra o resultado de ensaios de
dupla cama de agar.
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Ao ser adicionado em culturas liquidas puras dos hospedeiros, o
fago @NAOI reduziu significativamente o crescimento das bactérias
guando comparado as culturas controle. O efeito inibitério promovido
com MOI 10 foi observado ao longo das 12 horas de incubagdo, com
pouca variagdo entre 0s hospedeiros. Este resultado sugere que o fago
ONAO1 tem potencial para ser aplicado como agente de controle
bioldgico atuando na inibicdo do crescimento de qualquer uma dessas
cepas bacterianas.

Quando qualquer cepa bacteriana sensivel a determinado fago
virulento é exposta a ele é natural que, eventualmente, surjam mutantes
desta mesma cepa insensiveis ao fago em questdo (LABRIE et al.,
2010). No entanto, o desenvolvimento de resisténcia ao fago por parte
do hospedeiro, geralmente implica em uma queda no desempenho da
bactéria. O termo usualmente empregado para avaliar o desempenho das
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bactérias resistentes ¢ “fitness cost” e estd associado a mudancgas nas
taxas de crescimento especifico e a capacidade de formacéao de biofilme.

Avaliou-se a frequéncia de surgimento de bactérias mutantes
insensiveis a infeccdo (BIMS) pelo fago ¢NAO1 para cada hospedeiro de
isolamento assim como o fitness cost implicado na mutagéo de cada uma
das cepas (Figura 12).

Figura 12 Fitness cost das bactérias mutantes insensiveis ao fago ¢NAO1. As
bactérias mutantes que demostraram resisténcia ao fago @NAO1 foram testadas
em termos de taxa de crescimento especifio (A) e habilidade de formagdo de
biofilme (B). Os asteriscos ( * ) representam diferenca significativa (p <0,01).
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A frequéncia de surgimento de bactérias mutantes resistentes ao
fago oNAO1 foi de 2,9+0,2x10°, 1,5+0,4x10°, 1,6+0,3x10° e
5,0+0,5x10™ para B. subtilis subsp subtilis, B. cereus NRS248, S.
marcescens BS303 e E. asburiae, respectivamente.

Apesar destes valores serem maiores que a maioria daqueles ja
reportados na literatura, a frequéncia de surgimento de BIMs n&o parece
ter relagdo direta com espectro de hospedeiros do fago. Existem relatos
de fagos com espectro de hospedeiros limitado, ambos infectando o
mesmo hospedeiro, nas mesmas condi¢cBes experimentais, cujas
frequéncias surgimento de BIMSs s&o de 2,5x10™ e 1,3x10° (GARCIA
et al., 2007), ou seja, bem diferentes entre si. O'Flynn et al. (2004)
também encontraram valores de 1,2x10° e 3,3x10™ para dois fagos
altamente especificos em relacdo a uma cepa de E. coli. Gutiérrez et al.
(2015) relataram frequéncias bastante baixas (4,05 a 1,1x107), valores
proximos ao encontrado para E. coli com o fago T7 (6,2x107). Na
presenca do fago polivalente PEfl a frequéncia de surgimento de
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resisténcia da cepa de E. coli K-12 foi de 3.8x10° (YU et al., 2017b),
valor menor em relagdo ao fago ¢NAOL e a alguns fagos monovalentes
mencionados.

Mediu-se a taxa de crescimento especifico durante a fase de
crescimento exponencial e nota-se, claramente, que houve uma redugéo
guando se comparam 0s BIMs com as cepas originais. Observou-se a
maior reducdo, de 25,6% na velocidade especifica de crescimento, para
B. cereus, enquanto para E. asburiae a velocidade especifica de
crescimento foi de 1,16 h™* para a linhagem original e 0,97 h™ para a
linhagem mutante, representando a menor redugdo entre as bactérias
testadas, aproximadamente 17%. B. subtilis e S. marcescens tiveram um
decaimento de 22% e 20,3%, respectivamente.

A formagdo do biofilme foi medida apds 24h de incubacéo e
indicou que os fendtipos resistentes aos fagos exigem maior fitness cost
do que as linhagens selvagens. A medicdo da absorbancia (DOsgs)
revelou que B. subtilis diminuiu de 1,12 + 0,12 para 1,0 + 0,13, B.
cereus de 1,17 + 0,14 para 0,8 £ 0,11, S. marcescens de 1,27 = 0,08 para
0,89 £ 0,1 e E. asburiae de 1,22 + 0,10 para 0,80 £ 0,12, resultando em
reducgdes de 11,0%, 32%, 30,0% e 34%, respectivamente.

A aquisicdo de resisténcia por parte dos hospedeiros é, em
geral, uma preocupacao na aplicagdo de fagos para controle microbiano,
ja que pode comprometer a eficAcia do tratamento (ORMALA &
JALASVUORI, 2013). Por isso, uma baixa frequéncia de surgimento de
BIMs ¢ desejada. No entanto, de acordo com Gutiérrez et al. (2015),
devido as caracteristicas adquiridas pelas cepas resistentes que
dificultam sua adaptacdo e desempenho no crescimento (maior fitness
cost) tornando-as, consequentemente, menos estaveis, a sensibilidade ao
fago acaba sendo recuperada em fenétipos de geraces futuras.

Alguns autores defendem que o uso de coquetéis de fagos
podem ser a solugdo para mitigar o surgimento de BIMS. Gu et al. 2012
usaram as cepas isoladas originais e, consecutivamente, variantes
resistentes aos fagos como bactérias hospedeiras para isolar fagos de
Klebsiella pneumoniae. O coquetel de fagos desenvolvidos a partir
destes isolados ndo apenas apresentou um amplo espectro de
hospedeiros, mas também assegurou que bactérias resistentes a um fago
permanecessem suscetiveis a outro. Sendo a frequéncia de surgimento
de BIMs apds tratamento com coquetel (7,5x107 CFU / mL)
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significativamente menor em comparagdo com o tratamento com um
anico fago (9,5%x10™ - 3,0x107°).

Outra andlise que pode se revelar importante no entendimento
da variedade no espectro de hospedeiros dos fagos ¢ a identificacdo do
receptor molecular ao qual o fago se adsorve na superficie da bactéria.

O processo de infecgdo de um fago se inicia com sua adsor¢éo a
superficie bacteriana. Para que esta primeira etapa ocorra, é necessario o
reconhecimento dos receptores na superficie bacteriana pelas proteinas
de ligacdo ao receptor (PLR) do fago, as quais geralmente se encontram
nas extremidades das fibras da cauda. A interacdo entre as PRL e a
molécula a qual se acoplam na superficie do hospedeiro é altamente
especifica e determina o espectro de hospedeiros de um fago (HYMAN
& ABEDON, 2010).

Os receptores potenciais incluem proteinas e polissacarideos
presentes na superficie celular e o grau de afinidade do fago com seu
hospedeiro depende, em grande parte, da abundancia e natureza destes
receptores (RAKHUBA et al., 2010).

Os ensaios de adsorcdo de oNAOL utilizando B. subtilis, B.
cereus, E. asburiae e S. marcescens tratados com periodato (removendo
0 polissacarideo de superficie) apresentaram todos uma reducéo
significativa (p <0,01, n = 6) na adsorcdo do fago (Figura 13) a
superficie bacteriana. Em contraste, ensaios de adsor¢do do fago
realizados apés tratamento das bactérias com proteinase K (digerindo
proteinas da superficie celular) tiverem resultados de adsorcéo bastante
préximos aos dos ensaios realizados com as bactérias controle, ou seja,
sem tratamento com periodato ou proteinase K. Estes resultados tornam
guase nula a probabilidade de que uma proteina seria o receptor celular
ao qual o fago se liga e sugerem que é um polissacarideo a molécula que
serve como receptor para QNAO1 em todos os hospedeiros testados.
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Figura 13 Determinacdo dos receptores de fagos na superficie bacteriana
através da taxa de adsorg@o apos tratamento com proteinase K e periodato em
comparagdo com culturas ndo tratadas (controle). Os asteriscos (*)
representam diferenca significativa (p <0,01).
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Os lipopolissacarideos (LPS) formam a camada lipidica externa
das bactérias Gram-negativas e foram identificados como sendo
receptores para fagos mais comuns de Enterobacteria (por exemplo, T3,
T4 e T7) (RAKHUBA et al., 2010). Ao incubar-se o fago ¢NAO1 com
0s LPS extraidos de S. marcescens e E. ashburiae e, posteriormente,
estimular a infeccdo dos hospedeiros, observou-se uma inibi¢do
significativa da infectividade de @NAO1 contra todos os hospedeiros
(Figura 14).
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Figura 14 Perda de infectividade do fago ¢NAO1 nos diferentes hospedeiros
apos incubacdo do fago com lipopolissacarideos (LPS) extraidos dos
hospedeiros Gram-negativos S. marcescens ¢ E. asburiae.
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Este resultado sugere que, durante a interacdo do fago com o
LPS, estas moléculas se ligam as PLR dos fagos, impedindo que ele seja
adsorvido na superficie dos hospedeiros posteriormente. Além disso, é
possivel concluir que o PNAO1 utiliza 0 mesmo PLR para reconhecer
polissacarideos de estrutura semelhante nos hospedeiros Gram-
negativos e nos Gram-positivos. Bactérias Gram-positivas ndo possuem
uma membrana externa e LPS, mas Schaffer et al. (1996)
correlacionaram os glicanos (cadeias de oligossacarideos) da camada
glicoproteica dessas bactérias com a estrutura dos antigenos O dos LPS.
Os glicanos, portanto fornecem, potencialmente, um revestimento de
carboidratos semelhante ao encontrado em Bactérias Gram-negativas.
Isso pode ajudar a explicar como o fago ¢NAO1 tem como alvo essas
bactérias tao distantes estrutural e evolutivamente.

Em funcdo dos glicanos da camada S estarem ligados a
proteinas de superficie, a digestdo com proteinase K poderia ter
prevenido a infeccdo adsorcdo e consequente infecgdo do fago nas
bactérias Gram-positivas tratadas. No entanto a infeccdo pelo fago
continuou viavel, representando uma possivel limitacdo para esta
hipotese. Cabe ressaltar que existem grandes diferencas na
susceptibilidade das proteinas da superficie celular a degradacdo por
protease (VOSS et al., 2014), e seria esperado que a glicacdo ajude a
proteger estas proteinas da clivagem.
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4.4 Caracterizacdo molecular dos fagos

A falta de um marcador genético comum entre os virus acaba
por dificultar a melhor elucidacdo de &reas como a caracterizacdo da
diversidade, genética de populacbes e variagcdes das associacdes virais
naturais, deixando uma lacuna no conhecimento das comunidades virais
(ROHWER e EDWARDS, 2002).

O RAPD PCR é comumente usado para tipificacdo de cepas
bacterianas isoladas ou para comparacdo de comunidades bacterianas
inteiras (FRANKLIN et al., 1999). Neste trabalho a técnica foi utilizada
como uma forma de garantir que os fagos NAOl e ¢NAO3 sdo
diferentes entre si, comparando sua diversidade genotipica.

Os produtos do RAPD-PCR realizados individualmente com os
13 primers selecionados foram submetidos a gel eletroforese e o padrdo
de bandas gerado é apresentado na Figura 15.

Figura 15 Padrao de bandas dos produtos de RAPD PCR para ¢NAOI1 (1) e
ONAO3 (3) utilizando 13 primers distintos (A) P1; (B) P2; (C) Op-B03; (D) Op-
CO02; (E) OPA-6; (F) OPA-9; (G) OPA-13; (H) CRA-23; (1) Op-C05; (J) Op-
C13; (K) Op-E07; (L) RAPDS5. A letra M designa o marcador molecular de
100bp.

M Al A3 Bl B3 C1 C3 D1 D3 El E3 F1 F3 Gl G3 H1 H3 M 11 13 J1 J3 K1 K3 L1 L3

Os padroes obtidos pela técnica de RAPD revelaram que os
fragmentos amplificados variaram entre 100 pb e 1 kb, com a
quantidade de bandas polimdrficas variavel conforme o primer e alguns
padrdes bastante diferenciados entre pNAOL e oNAO3. No total dos 13
padroes de polimorfismo gerados para cada fago, apenas 5 se
apresentaram idénticos ou muito parecidos.
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O sequenciamento gendmico do fago ¢NAOL revelou que ele é
composto por 75.853 pb de DNA de fita dupla distribuidas em 93 ORFs
e contendo 44.47% dos pares GC. Averiguou-se uma estrutura do tipo
mosaico, 0 que reflete niveis elevados de troca genética por
transferéncia horizontal ao longo de sua evolugdo (HATFULL, 2008).

O mapa apresentado na Figura 16 traz as principais ORFs
anotadas ap6s sequenciamento e divididas em mddulos funcionais. As
demais ORFs que ndo constam no mapa, foram anotadas como proteinas
hipotéticas. A Tabela A2 do Anexo traz todas as ORFs anotadas em
sequéncia, incluindo o inicio e fim de cada sequéncia do fragmento e a
Tabela A3 traz as sequencias referentes aos RNALt.
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Menos da metade do total de ORFs do fago ¢NAOL possui
sequéncias genéticas conhecidas e passiveis de serem anotadas
funcionalmente. Esta caracteristica é bastante normal no
sequenciamento de fagos que, apesar de serem extremamente populosos,
e 0 nimero de sequenciamentos de diferentes individuos ter aumentado
geometricamente de alguns anos para c4, ainda existem muitas lacunas
guanto a sua diversidade genética. Ainda, segundo Sime-Ngando (2014)
a falta de genomas de fagos de referéncia adequados em bancos de
dados é um obstaculo fundamental a sua integracdo em estudos de
ecologia microbiana de referéncia, apesar da importancia ecoldgica dos
virus.

Em geral, os genomas de fagos sdo drasticamente menores que
das bactérias homdlogas a eles, em fungéo disso, assume-se que apenas
genes fundamentais para sua sobrevivéncia e replicagdo sdo mantidos ao
longo de sua evolugdo (WAGEMANS et al., 2014).

Com base na anotacdo do genoma o fago @NAO1l foi
considerado como um fago do género N4. Este é um fago litico de
referéncia, membro da familia Podoviridae, possui DNA de fita dupla e
infecta cepas de E coli K12. Os virus do tipo N4 sdo foco de interesse
especial em funcdo das caracteristicas Unicas de seu genoma e
estratégias de propagacdo (ZHAN et al., 2015).

O fago N4 é um dos poucos conhecidos até 0 momento que nao
depende da atividade da RNA polimerase de seu hospedeiro para
transcricdo de seus genes (ROTHMAN & SCHITO, 1974), ja que
possui a RNA polimerase viral (RNAPv) codificada em seu genoma.
Sdo pelo menos trés genes que codificam esta proteina que se
diferenciam pela transcricdo de genes em diferentes estagios do ciclo de
vida do fago (GARCIA et al., 2013).

Dividiu-se o genoma do fago ¢NAOl em sete moddulos
funcionais: morfogénese do fago, metabolismo do DNA, replica¢do do
DNA, transcricdo do DNA, empacotamento do DNA, inibicéo de lise e
lise do hospedeiro. Um oitavo grupo cujos genes puderam ser
distinguidos como similares ao fago N4, mas as funcbes ainda néo
claramente definidas, foi classificado como “proteina viral”.

A RNA polimerase viral torna os fagos do género N4 Unicos
entre os virus com DNA de fita dupla, uma vez que ndo depende da
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atividade da RNA polimerase do hospedeiro. Encontrou-se trés ORFs
compativeis com unidades de RNA polimerase codificadas no genoma
do fago NAOI, incluindo a RNA polimerase viral de 10,6 Kbs (ORF
79), a qual é injetada juntamente com o DNA viral na bactéria para
iniciar a transcricdo precoce, independente dos mecanismos de
transcricdo do hospedeiro (DAVYDOVA et al., 2009). J& se reportou
que a presenca destas RNA polimerases também podem aumentar a
toleréncia e a capacidade de replicacdo do fago em algumas condicdes
ambientais mais severas, por exemplo, baixa temperatura e alta
salinidade (ZHAN et al., 2015; MURAKAMI et al., 2008).

Um aglomerado de cinco sequéncias pequenas codificando o
RNAt completa o0 moédulo de transcricdo de NAO1. A presenca dos
RNALt indica um outro ponto de independéncia de fago em relagdo ao
hospedeiro uma vez que, apés sua entrada na célula, ndo necessita do
RNAt dos hospedeiros com estas especificidades para a sua sintese
proteica. A presenga de RNAt pode desempenhar um papel importante
no vasto espectro de hospedeiros do fago pNAOQ1. De acordo com Enav
et al. (2012), o fato de fagos carregarem genes de RNAt pode ser uma
estratégia para expandir seu repertério de hospedeiros potenciais.
Poucos fagos tém sequencias de cddons que combinam perfeitamente
com seus hospedeiros, além disso, diferencas no conteldo genémico G
+ C entre eles poderiam representar uma barreira para uma infecgdo bem
sucedida. Para superar esta limitagcdo, muitos fagos codificam alguns
RNALt extras, particularmente acomodando aqueles que sdo mais ricos
em pares AT.

As proteinas classificadas no grupo “Metabolismo do DNA”
sdo responsaveis pela regulacdo de enzimas envolvidas no metabolismo
ou replicacdo do DNA.

Como parte do moédulo de metabolismo do DNA, o ORF 8
codifica uma adenina metilase de reparo do DNA. Essa proteina, rara
entre os virus do género N4, pode protegé-los contra alguns sistemas de
restricdo do hospedeiro (WITTMANN et al., 2015). Kriger e Bickle
(1983) correlacionaram o processo de metilacdo em fagos que infectam
0 género Bacillus com a possibilidade de se expandir e diversificar o
espectro de hospedeiros. A capacidade destas enzimas para reconhecer
mais do que uma Unica sequéncia alvo pode fornecer um fago particular
com imunidade a véarios sistemas de modificacdo de restri¢do bacteriana
(MURPHY et al., 2013).
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Um total de cinco proteinas codificadas fazem parte do grupo
de morfogénese viral as proteinas da cauda (ORF 5), proteinas do core
(ORF 33), proteina portal (ORF70), tape measure proteina (ORF 72) e
proteina principal do capsideo (ORF 73). Embora as proteinas “tape
measure” desempenham papel fundamental nas familias Myoviridae e
Siphoviridae, onde sdo usadas como uma espécie de armagdo para a
montagem da cauda (GARCIA et al., 2013), ndo séo tdo dificeis de
serem encontradas em Podoviridaes, como é o caso de pNAO1.

Conforme ja mencionado, ndo existe um marcador universal
para fagos que possa ser usado com confiabilidade para comparar
afinidade filogenéticas entre eles, como no caso das bactérias que
possuem o gene rRNA 16S. Atualmente, tém-se usado alguns
marcadores especificos para grupos taxonémicos menores. O gene que
codifica a proteina portal tem sido bastante utilizado por pesquisadores
para Caudovirales. Esta proteina fica localizada no topo do pescogo do
fago, através da qual o DNA passa em direcdo a base da cauda
(CLOCKIE et al., 2011).

A proteina terminase é responsavel pelo controle do
empacotamento do DNA e, em geral, é altamente conservada quando
comparada a outras regies do genoma de um fago. Apenas a
subunidade maior desta proteina foi identificada (ORF 65) entre as
sequéncias do genoma do fago @NAO1 que, provavelmente, utiliza 0S
mesmos mecanismos de empacotamento de DNA que outros fagos tipo
N4. Sequéncias que codificam estas proteinas também tém adquirido
papel importante por serem utilizadas em relacdes filogenéticas e para
decifrar relagBes evolutivas entre os fagos pertencentes a diferentes
familias (CASJENS et al., 2005).

A Figura 17 traz os dendogramas resultantes da analise
filogenética das proteinas terminase e RNA polimerase do fago ¢NAO1
juntamente com outros 34 membros da familia N4, incluindo o préprio
fago N4.
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Figura 17 Andlise filogenética dos fagos da familia N4 utilizando (A)
Terminase (B) VRNA polimerase.
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As linhas horizontais, neste caso, sdo ramificacbes e
representam linhagens evolutivas mudando com o tempo. Quanto maior
0 ramo na dimensdo horizontal, maior a quantidade de transformagdes
ao longo do tempo. A barra na parte inferior da figura (0,4) fornece a
escala para isso. As unidades de comprimento do ramo séo,
normalmente, relativas a substituicbes de nucleotideos por sitio, dadas
em porcentagem de mudanga, ou seja, 0 nimero de alteragdes a cada
100 sitios de nucleotideos.

Analisando-se a arvore filogenética da terminase, dois grandes
grupos sdo observados, sugerindo a histéria evolutiva desses fagos.
Enquanto a terminase do proprio fago N4 estd entre as mais
conservadas, a do fago @NAO1, que tem a maior similaridade com as
dos fagos L1T1, LUZ7, PEV2, KPP21 e PA26 de Pseudomonas,
pertence ao grupo com maior diferenciacdo de sequéncia.

A andlise filogenética da sequéncia que codifica a proteina
RNA polimerase revelou que, diferentemente da terminase, a RNA
polimerase é relativamente menos conservada entre todos os fagos do
género N4. A estrutura apresenta pelo menos trés grupos principais e o
@NAO1 estad, novamente, mais proximo dos fagos de Pseudomonas,
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embora compartilhe 100% de identidade de sequéncia de nucleotideos
de VRNA polimerase com o fago Presley que infecta Acinetobacter.

As arvores baseadas nos genes da fibra da cauda e da lisina
parecem ser impossiveis de construir de forma significativa, uma vez
gue a maioria dos seus genes ortélogos de outros fagos ndo pode ser
identificada de forma confidvel, sugerindo baixa similaridade entre
sequéncias para esses dois genes em todos os fagos do grupo.

Atualmente, existem cerca de 43 membros publicados do
género N4 e todos possuem hospedeiros que pertencem a
Proteobacteria. (ZHAO et al.,, 2009; WITTMANN et al., 2014;
CEYSSENS et al., 2010), pNAO1 é o primeiro capaz de infectar um filo
diferente, os Firmicultis.

Com o uso de ferramentas de software adequadas, realizou-se a
comparacdo dos genomas completos do fago NAOI e os demais do
género N4 sequenciados, distribuindo na forma de matriz e gerando a
tendéncia diagonal que representa altos niveis de identidade de
sequéncia de DNA. O heatmap é gerado com base no nimero de grupos
de genes ort6logos compartilhados por fagos (Figura 18).
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As andlises geradas a partir da montagem do Heatmap mostram
gue os fagos deste género podem ser classificados em quatro grupos
principais A relagdo evolutiva entre os fagos em cada grupo estad mais
correlacionada com a especificidade do hospedeiro. O fago eNAO1
possui uma organizacdo gendmica relativamente distinta dos demais
fagos do género N4, embora tenha semelhancas estreitas com o fago
Presley, um fago isolado a partir do esgoto (FARMER et al., 2013). O
grupo ao qual @NAO1 pertence dentro da matriz pode ser considerado
um grupo distinto dos demais do género. Fagos relacionados a esse
grupo foram isolados de ambientes muito distintos e possuem
hospedeiros evolutivamente distantes, o que pode explicar a falta de
relacdo entre si e com os demais grupos na matriz de similaridade. E
importante destacar que nenhum desses fagos é considerado capaz de
infectar mais de uma espécie de bactéria.

Existe um consenso entre os virologistas de que as subdivisdes
dos fagos do tipo N4 abaixo do nivel do género ndo séo
satisfatoriamente claras (CHAN et al., 2014). Alguns consideram,
inclusive, que o grupo N4 pertence a uma divisdo taxondémica mais alta
gque um género e propuseram uma reavaliagdo taxonbmica
(WITTMANN et al., 2015).

A conservagdo dos elementos centrais envolvidos na
transcricdo, replicacdo do DNA e morfologia do virus estdo diretamente
relacionados ao sucesso evolutivo dos fagos do género N4 (FOUTS et
al., 2013). Enquanto ¢NAOQ1 tem as regides de DNA mais conservadas
entre as proteinas estruturais com um grupo de morfogénese mais
proximo dos outros fagos semelhantes a N4, as proteinas relacionadas
ao reconhecimento do hospedeiro sdo as mais distantes, principalmente
porque a maioria dos isolados ndo tem fibras especificas gene
identificado.

PARTE 2: Incorporacdo de fagos polivalentes aos esporos de
Bacillus subtilis

Para os experimentos de incorporacdo de fagos aos esporos de
Bacillus subtilis utilizou-se dois fagos diferentes de pNAOL e @NAO3,
apesar desses dois fagos serem capazes de infectar a cepa bacteriana
utilizada na esporulacdo. Isso se deve ao fato das duas propostas
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experimentais terem sido executadas concomitantemente e para que nao
houvesse conflito de informacdes nas publicacdes.

4.5 Isolamento e caracterizacdo dos fagos utilizados

Utilizando-se a metodologia de isolamento sequencial por
multiplos hospedeiros, dois fagos polivalentes — PBSC1 e PBSC2 —
foram isolados, ambos sdo capazes de infectar B. subtilis e B. cereus
(Tabela 7). Para o isolamento, utilizou-se 0 mesmo estoque heterogéneo
primario, feito a partir de amostras de solo, do qual isolou-se os fagos
ONAOLl e pNAO3. As imagens de microscopia eletrénica da Figura 19
revelam a morfologia dos fagos. PBSC1 pertence a familia Myoviridea,
é ndo-envelopado, contém um capsideo icosaédrico de 80 nm e uma
cauda longa contratil de 70 nm. PBSC2 pertence a familia Podoviridea
com um capsideo icosaédrico de 70 nm e cauda pouco visivel (n = 10).
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O fago PBSC1 apresentou taxa de adsorcdo de 1,72 x 107
mL/min para B. subtilis e 6,59 x 10™° ml/min para B. cereus. O fago
PBSC2 apresentou valores mais baixos de 5,35 e 4,32 x 10™° ml/min
para B. subtilis e B. cereus, respectivamente. Os periodos latentes de
PBSC1 e PBSC2 foram, respectivamente, 35 min e 40 min em B.
subtilis, com burst size de 132 e 101 UFP/célula.

Devido as caracteristicas de interesse neste trabalho e pelo
baixo grau de patogenicidade da espécie, B. subtilis foi também
escolhido como hospedeiros de producdo para ambos os fagos.

Figura 19 Imagem de microscopia eletronica de transmissdo dos fagos PBSC1
e PBSC2. Os fagos foram corados negativamente com acetato de uranila 2%. A
escala é de 50 nm.

4.6 Definicao e otimizacdo da metodologia de incorporacao de fagos
aos esporos de Bacillus subtilis

A efetividade do uso de fagos para o controle do crescimento
microbiano nos mais diversos ambientes, depende ndo somente da
capacidade do fago de destruir as bactérias problematicas, mas também
da possibilidade das particulas virais chegarem ao alvo com integridade.
Considerando estas questdes, preocupou-se em desenvolver uma técnica
de phage delivery que fosse efetiva na protecdo dos fagos contra efeitos
adversos, promovendo-se sua captura em esporos bacterianos.

Com base em trabalhos realizados na década de 60 e 70
(TAKASHI, 1964; SONEINSHEN et al., 1970) que demonstraram que
um fago litico poderia ser, deliberadamente, induzido a entrar num ciclo
pseudolisogénico durante a esporulacdo de um hospedeiro do género
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Bacillus, buscou-se desenvolver uma metodologia otimizada, cujo
resultado final da técnica seja um grande nimero de esporos, contendo o
DNA do fago em seu interior.

A Figura 20 representa a idéia geral envolvida no uso de
esporos como carreadores e protetores de fagos durante sua aplicacéo
em ambientes com condig¢des adversas seguida da liberacdo da progénie,
uma vez que seja induzida a germinacao destes esporos.

Figura 20 Estratégia geral da incorporacéo de fagos em esporos, aproveitando o
ciclo pseudolisogénico para usar 0s esporos como carreadores de fagos e
garantindo sua protecgdo e posterior liberagdo da progénie.

Infecgao das células em

Controle microbiano N
processo de esporulagio

£

Bactéria alvo Bactéria alvo <

‘ Maturagao do esporo "
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Germinagao dos esporos e replicagdo dos fagos

Este esquema grafico serviu de base para o design experimental
desta etapa do trabalho. Primeiro estabeleceu-se a metodologia que
garantisse que o genoma dos fagos fosse retido pelos esporos de forma
eficiente. Demonstrou-se que a estrutura resistente dos esporos protege
os fagos contra condicdes ambientais desfavoraveis. A germinacdo dos
esporos, de forma controlada, faz com que o fago retome o ciclo litico,
liberando a progénie que ainda é capaz de dar continuidade ao ciclo,
infectando as bactérias alvo do biocontrole.

No processo de defini¢do e otimizacdo da metodologia, aplicou-
se duas metodologias distintas com algumas variaces nas condicdes
aplicadas aos experimentos. Em todas as situages foi possivel induzir a
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transformacédo das células de Bacillus subtilis em esporos. No entanto,
as proporcOes entre células vegetativas iniciais e aquelas capazes de
concluir o processo de esporulagdo variaram bastante, assim como a
propor¢do entre esporos totais formados e esporos contendo o genoma
dos fagos em seu interior.

A Figura 21 mostra os resultados de ensaios realizados com
base no Método 1, em que foram aplicados cinco diferentes tempos de
incubacdo na etapa liquida (também considerada como etapa de indu¢édo
da esporulacdo). A interacdo entre os fagos PBSC1 e PBSC2 com as
células em estado de pré-esporo foi de 20minutos. Diferentes
proporcOes entre fagos e bactérias no momento da interacdo também
foram aplicadas, para tanto, trabalhou-se com MOI 10 e MOI 1. O
periodo de incubagdo das placas para maturacdo dos esporos foi de
24horas. Além disso, comparou-se o efeito do tratamento térmico sobre
os valores finais de eficiéncia de incorporagao.
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Figura 21 Ensaios de incorporacdo dos fagos PBSC1 e PBSC2 aos esporos de
Bacillus subtilis utilizando o Método 1 e com dois MOIs diferentes. (A) Fago
PBSC1 com amostras finais sem tratamento térmico. (B) Fago PBSC1 com
amostras finais tratadas termicamente. (C) Fago PBSC2 com amostras finais
sem tratamento térmico. (D) Fago PBSC2 com amostras finais tratadas
termicamente.
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Ao aplicar-se 0 Método 1 para incorporagdo de PBSC 1 a
eficiéncia maxima foi 18% para as amostras ndo submetidas ao
tratamento térmico, ap6s 12 horas de incubacéo liquida e MOl 10. Com
a aplicacdo do tratamento térmico, a condi¢cdo com resultado final mais
satisfatério (13%) muda para 10 horas de incubacéo liquida e MOI 1.

A queda na eficiéncia apds o tratamento térmico revelou-se
ainda mais acentuada para PBSC2, mas novamente nao existiu um
comportamento padronizado antes das amostras serem tratadas. Antes
do tratamento térmico a maior eficiéncia, de 25%, foi obtida apo6s 10
horas de incubacdo, com um MOI 10 na interagdo fago/ pré-esporo.
Depois das amostras serem aquecidas, o melhor valor foi menor que 8%,
alcancado com 8 horas e MOI 1.
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Apesar de, em uma analise superficial inicial, os valores obtidos
sem o tratamento térmico parecerem mais satisfatorios, os resultados
referentes a esta condicdo ndo tém uma coeréncia que permita explicar
seu comportamento, ou seja, sem o tratamento térmico, é dificil garantir
a padronizacao e reprodutibilidade dos resultados.

O melhor desempenho na eficiéncia das amostras ndo
submetidas a tratamento térmico deve-se ao fato de que, sem a
submissdo a temperaturas mais elevadas, células vegetativas e virus
livres no meio, ndo sdo completamente eliminados pelo processo de
purificacdo. Pbde-se verificar, por microscopia de contraste de fase
(imagens ndo apresentadas), que a presenca de células vegetativas era
muito superior nas amostras que ndo haviam passado por tratamento
térmico. Em funcdo disso, buscando resultados mais padronizados e
confidveis, optou-se por adotar a etapa de tratamento térmico em todos
0s experimentos seguintes.

Os valores obtidos ao aplicar-se 0 Método 1 sdo compativeis
com os de Takahashi (1964), cujo trabalho serviu de base para estas
condi¢Bes experimentais. Este autor reportou que 11% do total dos
esporos formados em seus ensaios possuiam o DNA do fago
incorporado.

Verificou-se que outros autores obtiveram valores de eficiéncia
de incorporacdo dos esporos drasticamente mais elevados
(SONENSHEIN & ROSCOE, 1969). Além de trabalharem com fagos
diferentes, estes estudos possuiam condi¢des experimentais distintas,
principalmente em rela¢do ao meio utilizado e a procedimentos adotados
antes da interacdo dos pré-esporos e fagos. O Método 2 deste trabalho
foi adaptado a partir desta referéncia.

A Figura 22 apresenta os resultados dos ensaios realizados
aplicando-se 0 Método 2. Além dos tempos de inducéo ja testados nos
experimentos anteriores, aplicou-se o tempo adicional de 14 horas. Em
termos de MOI foram aplicadas trés propor¢fes diferentes: 0,1; 1,0 e
10,0. A interacdo entre fagos e pré-esporos também foi de 20 min e o
tempo de maturacdo foi mantido em 24 horas. Os resultados sdo
apresentados em em termos de producdo de esporos, de queda na
adsorcdo dos fagos livres ao longo do processo de esporulacdo e de
eficiéncia de incorporagéo dos fagos PBSC1 e PBSC2.
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Figura 22 Tempo de esporulagdo de B. subtilis e eficiéncia da incorporagdo de
fagos nos esporos. (A) Densidade bacteriana (absorbancia) e fracdo de B.
subtilis em termos de formas refrateis (esporos) ao longo do tempo. (B) Taxa de
adsorcgdo relativa de PBSC1 durante o processo de esporulacdo de B. subtilis.
Eficiéncia de incorporacdo dos fagos PBSC1 (C) e PBSC2 (D) em diferentes
MOIs e tempos de incubagéo liquida (inducéo de esporulagéo).
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Em comparacdo ao Método 1, o Método 2 resultou em valores
de eficiéncia mais elevados tanto na incorporacdo do fago PBSC1,
chegando a 32% (10 h de indugéo, MOI 1), quanto do fago PBSC2, cujo
valor maximo alcancado foi de 23% (8 h indugéo, MOI 0,1).

O melhor desempenho do Método 2 pode estar ligado a etapa
de sincronizacdo das células bacterianas ao processo de esporulag&o.
Sendo assim, no momento da interacdo entre os fagos e esporos, uma
maior proporcdo de células presentes naquele meio estara na fase ideal
do processo, permitindo que o fago injete seu DNA no interior da célula,
e bloqueando a continuidade do ciclo litico que causaria a lise celular.

A fracdo de formas refrateis de B. subtilis (neste caso,
interpretadas como células se transformando em esporos) aumentou
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continuamente no meio durante a esporulacdo enquanto as taxas de
adsorcdo de fagos diminuiram (Figura 22A e 22B), indicando a
transformacéo de B. subtilis de células vegetativas em esporos. O fato da
taxa de adsorcédo de esporos se reduzir gradativamente com o tempo de
esporulacdo deve-se as mudancgas na superficie celular, inerentes ao
processo de esporulacdo (RIESENMAN et al., 2000). Qualquer
transformacdo que interfira nas moléculas da superficie bacteriana que
atuam como receptores dos fagos, acaba por interferir, direta ou
indiretamente, na adsorcao da particula viral a ela.

E possivel verificar também que os valores de eficiéncia sio
diferentes para os dois fagos, mesmo em condi¢cBes experimentais
idénticas e, principalmente apds tratamento térmico, PBSC1 tem
resultados superiores em relacdo a PBSC2. Yehle e Roy (1967) também
verificaram diferenca acentuada na entre dois fagos diferentes (B3 e
22) na porcentagem de particulas virais que ficavam retidas dentro de
esporos maduros apds interacdo com células em processo de
esporulacdo. Estes mesmos autores utilizaram um tratamento térmico de
80°C por 10min e reportaram 20% de queda no total de esporos
contendo fagos em seu interior ap0s este procedimento.

Entre os fagos mais estudados no fendmeno de pseudolisogenia
associado a esporos de B. subtilis, inclusive em termos de mecanismos
moleculares, estdo o fago ge e o fago 929. Moreno (1979) encontrou
ndo apenas valores finais distintos em eficiéncia de incorporagdo, mas
também diferencas no momento ideal (em relacdo ao tempo transcorrido
de inducgdo da esporulagdo) para interagdo fago/pré-esporo. Enquanto o
fago 29 parece ter mais sucesso sendo incorporado nos tempos iniciais
de esporulagdo, resultados melhores sdo obtidos quando ¢e é adicionado
junto ao pré-esporo em estagios mais adiantados. Sonenshein (2005)
sugere que esta diferenca nas condicGes ideais e resultados finais para
cada fago pode estar ligada a mecanismos moleculares distintos
envolvidos na segregacdo do material genético do fago para o interior do
esporo em formacdo, dependendo da presenca, ou ndo, de algumas
proteinas no genoma viral.

Embora o fago PBSC1 continue mantendo no Método 2 uma
eficacia de incorporagdo mais alta do que o PBSC2 sob as condigdes
testadas, ambos o0s fagos mostraram padrGes de incorporagdo
semelhantes em relacdo ao estagio de esporulagdo. Para 0s MOls de 1 e
10, o tempo ideal para a incorporacdo do fago foi de 10 h apds a
inoculacéo, quando cerca de 44% das células estavam na forma refratil e



113

a esporulacéo estava ocorrendo em maior velocidade (Figura 21A). No
entanto, aplicando-se um MOI inferior (0,1) o tempo ideal foi de 8 h
pos-inoculagdo, quando apenas cerca de 10% das células estavam na
forma refrétil.

Tanto para PBSC1 quanto para PBSC2, os tempos iniciais de
incubacéo liquida (4h e 6h) apresentam resultados inferiores aos demais
tempos nas duas metodologias testadas, sendo, portanto, descartados dos
proximos ensaios.

O momento da introducdo do fago no meio contendo as
bactérias em processo de esporulagdo € importante para uma
incorporacdo eficiente, conforme ja demonstrado por outros autores
(SONENSHEIN & ROSCOE, 1969; KAWAMURA & ITO, 1974). A
adicdo de fagos, seja de forma precoce (4 ou 6 h) ou tardia (14 h) no
processo de esporulacdo, resultou em baixas eficiéncias de retencédo
(<12%), independentemente dos MOlIs aplicados. Bactérias no estagio
inicial da esporulacdo ainda séo vulneraveis a continuacéo do ciclo litico
do fago, enquanto as bactérias no estagio tardio da esporulacdo podem
interromper o reconhecimento do fago e a infeccdo por causa de
alteragdes na morfologia celular e nos receptores de superficie
(RIESENMAN et al., 2000).

Estdgios de esporulagdo mais avangados requerem maiores
concentracBes de fagos para infectar com sucesso 0s pré-esporos devido
a menor taxa de adsorcdo que se estabelece. Assumindo uma
distribuicdo de Poisson de adsor¢do de fagos (ABEDON &
CAMERON, 2010), cerca de 100% das bactérias teriam adsorvido pelo
menos um fago em um MOI de 10, comparado a 63,2% em MOl =1 e
9,5% em MOI = 0,1. No entanto, maiores taxas de adsor¢do dos fagos
ndo, necessariamente, resultaram em maior eficiéncia de incorporacéo.
Uma hipétese é de que, para altos MOIs, a replicacdo de fagos pode
interferir e interromper o processo de esporulagcdo, principalmente
devido a liberacéo de nutrientes causadas por uma possivel lise da célula
méde. Somente no final do processo de esporulacdo, com o tempo mais
elevado de indugdo (14 h), observou-se uma correla¢do positiva entre
MOl e eficiéncias de incorporacdo. No entanto, se a esporulagdo esta em
estagio avancado, nem mesmo os altos MOIs podem facilitar a infeccdo
apos as mudancas nos receptores de fago, resultando em baixa eficiéncia
de incorporacéo.
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Meijer et al. (2005) postulam que a execucdo adequada dessa
estratégia que permite que o fago aproveite as propriedades notaveis de
resisténcia e dorméncia do esporo, presumivelmente requer (a) a
supressdo do ciclo de desenvolvimento do fago e (b) a segregacdo do
genoma do fago no compartimento polar que da origem ao pré-esporo.

Portanto, 0 momento 6timo para a interacdo entre 0 pré-esporo
e o fago deve coincidir com uma das etapas de formacdo dos esporos,
em que as mudancas bioguimicas que estdo ocorrendo na célula nédo
estejam tdo avangadas ao ponto de ndo permitir que o fago permeie a
membrana celular e, a0 mesmo tempo, ja existam genes se expressando
de modo que o fago ndo consiga dominar 0s mecanismos de replicacdo
da célula.

Dois mecanismos diferentes sdo atribuidos a interrupgdo do
ciclo litico do fago. Um deles esta relacionado a expressdo diferenciada
do fator ¢ em células durante a esporulacdo (SONENSHEIN, 2005).
Descobertos por Burgess et al. (1969), os fatores ¢ sdo as subunidades
de reconhecimento das regifes promotoras da RNA polimerase
bacteriana que direcionam a RNA polimerase para promotores
especificos com base nas suas sequéncias especificas. A RNA
polimerase de B. subtilis possui um fator o especifico para o
crescimento vegetativo e outro fator o especifico para a esporulacéo
(FIMLAID et al., 2015). No entanto, as regides promotoras dos fagos
sd0, supostamente, reconhecidas apenas pelo fator ¢ expresso durante o
crescimento vegetativo tendo a continuidade do seu ciclo virulento
bloqueado em esporos. Outro estudo, focado na compreensdo dos
mecanismos moleculares responsaveis pela incorporagdo do fago ¢29
em B. subtilis, atribuiu a proteina Spo0OA, que é ativada, na bactéria, por
sinais que indicam limitacdo de nutrientes (STRAUCH, et al., 1993) a
inibicdo da transcricio dos promotores mais precoces de @29,
necessarios ao ciclo litico do fago (MEIJER et al., 2005). Este mesmo
estudo atribuiu a segregacdo do genoma do fago no compartimento do
pré-esporo a proteina Spo0J, responséavel pela segregacao cromossdmica
(LEE et al., 2003). Esta proteina, expressa na célula em esporulacéo, se
liga especificamente as regides parS do fago 929, direcionando o fago
adequadamente ao compartimento de pré-esporo durante a
diferenciacdo.

Apesar das evidéncias apresentadas em ambos os estudos, 0s
mecanismos moleculares responsaveis por essa poderosa estratégia de
sobrevivéncia ainda necessitam ser amplamente explorados.
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Considerando os dados da presente pesquisa, ndo se pode atribuir o caso
dos fagos PBSC1 e PBSC2 a um nem ao outro.

Ainda em busca de condigbes experimentais que garantissem
maior eficiéncia na obtencdo de fagos incorporados aos esporos,
explorou-se a influéncia do aumento no tempo de maturacdo dos
esporos nos resultados finais. Nestes experimentos apenas as condi¢fes
anteriores que haviam apresentado resultados mais satisfatorios foram
aplicadas. A Figura 23 mostra os resultados comparando-se 24 h
(utilizado nos experimentos anteriores) e 48 h de maturacdo. Aplicou-se
8 h e 10 h nos tempos de inducédo da esporulacdo. Apenas o fago PBSC1
foi utilizado e o MOI aplicado foi 1,0.

Figura 23 Efeito do tempo de maturacdo (24h ou 48h) sobre as suspensdes
finais de esporos em termos de (A) abundancia e (B) eficiéncia de incorporagédo
do fago PBSC1. Os asteriscos ( * ) representam diferenca significativa (p <0,05)
entre 24 h de maturacéo e 48 h de maturacéo.
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O aumento do tempo de maturacdo dos esporos de 24 h para 48
h resultou em um aumento significativo na abundancia de esporos totais,
chegando préximo a 100% quando submetido a 12 h de incubacédo
liquida prévia. Da mesma forma, quando os esporos foram submetidos a
tratamento térmico, os fagos foram mais resistentes quando
encapsulados por esporos maduros (48 h) do que em menos maduros (24
h), e exibiram maior eficiéncia de incorporacdo de esporos. Maiores
eficiéncias de incorporacédo de fagos aos esporos foram obtidas em todas
as condicdes aplicadas, gerando até 45% de eficiéncia com 10 h de
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incubacdo liquida, para 8 h de incubacdo liquida, o resultado final
aumentou de 21% para 38% de eficiéncia e nas 12 h o aumento foi ainda
mais significativo, de 19% para 39%.

A maturacgdo do esporo é o estagio VI da esporulagdo, onde os
esporos desenvolvem resisténcia total ao calor e resisténcia a lisozima,
somente depois que, no estagio VII, a célula-mde se lisa e o esporo
maduro se torna metabolicamente inativo (NICHOLSON & SETLOW,
1990). Esporos submetidos ao tratamento térmico, antes de estarem
completamente maduros, apresentam menor resisténcia e séo, portanto,
mais vulneraveis. Os mecanismos bioguimicos e moleculares
envolvidos na pseudolisogenia ainda sdo incertos. E possivel que
esporos contendo um DNA exotico sejam ainda mais vulneraveis a
algumas condi¢des extremas, ainda ndo se sabe como a incorporagdo de
fagos afeta o curso e 0s mecanismos da esporulagdo. Outro aspecto a ser
mencionado é que esporos contendo fago, ap6s 24h de maturacdo,
provavelmente ndo sdo mortos porque o ciclo litico do fago é ativado
(uma vez que a viruléncia do fago parece ser perdida logo apds o
aprisionamento), mas sim pela sua vulnerabilidade ao calor.

O tempo de maturacéo dos esporos esta relacionado a aquisicdo
de resisténcia ao calor imido (SANCHEZ-SALAS et al., 2011), e como
a purificacdo incluiu tratamento térmico (70°C por 30 min), maturacoes
mais longas resultaram em maior rendimento de esporos viaveis.
Concentracdes de esporos satisfatorias foram obtidas em 24 horas de
maturacdo, mas a duplicacéo desse tempo resultou em suspensdes finais
de esporos mais puras, ja& que mesmo ap0s a fase de maturacdo ser
concluida as células vegetativas remanescentes sdo gradativa e
naturalmente eliminadas (NICHOLSON & SETLOW, 1990).

A Figura 24 apresenta imagens de microscopia eletronica de
varredura de amostras dos esporos produzidos com tempo de maturacéo
de 24 he48h.
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Figura 24 Imagem de microscopia eletronica de varredura para demonstrar o
efeito do tempo de maturacéo sobre a pureza das suspensdes finais de esporos.
(A) 24 h de maturacdo (B) 48 h de maturacédo. Escala de 1 pm.

Mesmo com a otimizacdo da metodologia, os valores de
eficiéncia atingidos neste experimento sdo menores do que aqueles
reportados nos trabalhos cuja metodologia serviu de base, os quais
atingiram 71% de eficiéncia de incorporacdo de fagos aos esporos
(SONHENSEIN e ROSCOE, 1969). Esses autores conduziram o0s
experimentos do inicio ao fim em cultura liquida (inducdo da
esporulacdo e maturagdo) e usaram um sérum especifico anti-fago para
acabar com os fagos livres no meio logo apds o tempo determinado para
infeccdo. Estas medidas levam a um maior controle do processo, que
juntamente com a caracteristica particular de cada fago utilizado, pode
resultar em maior eficiéncia final.

Como o tratamento térmico (70°C por 30 min) assegurou a
inativacdo de fagos livres (aqueles que ndo foram incorporados aos
esporos mas permanecem no meio), a presenca de placas de lise quando
as suspensdes de endosporos foram submetidas a ensaios de dupla
camada de 4gar indica que estas sdo resultantes de fagos que se
encontravam encapsulados pelos esporos. O ensaio de drop spot test,
apresentado na Figura 25, confirma que os fagos liberados pelos esporos
mantiveram o0 mesmo espectro de hospedeiros que os fagos originais.
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Figura 25 Drop spot test dos fagos PBSC1 e PBSC2. Os fagos originais
(PBSC1 e PBSC2) e os fagos encapsulados em esporos (SPBSC1 e SPBSC2)
formaram zonas liticas claras nos hospedeiros (A) B. subtilis e (B) B. cereus.
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Além disso experimentos de crescimento bacteriano em
batelada mostraram que os fagos liberados dos esporos exibiram
atividade antimicrobiana semelhante aos seus ancestrais (Figura 26).
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Figura 26 Experimentos de crescimento em batelada mostrando os efeitos
inibitérios PBSC1 e PBSC2 nos hospedeiros. (Al) Efeito inibitério de PBSC1
livre e PBSC1 liberado por esporos (S-PBSC1) em B. subtilis e (A2) B. cereus.
(B1) Efeito inibitérios de PBSC2 livre e PBSC2 (S-PBSC2) liberado por
esporos em B. subtilis e (B2) B. cereus. O MOl inicial era 10.
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Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo mostraram
que, apds passarem por todas as etapas do processo de incorporagdo aos
esporos e seu genoma ficar retido no interior desta estrutura por cerca de
3 semanas, a progénie liberada com a germinacdo dos esporos nao
apresenta alteragdes morfologicas em PBSC1 e PBSC2 (Figura 27). As
particulas virais também mantiveram as mesmas dimensdes que as
originais.
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Figura 27 Imagens de microscopia eletronica de transmissdo dos fagos PBSC1
e PBSC2 apds a germinacao e esporos. Os fagos foram corados negativamente
com acetato de uranila a 2%. A escala é de 50 nm.

4.7 Ensaios de resisténcias — fagos livres comparados aos fagos
incorporados a esporos.

Diversos autores ja reportaram a perda de viabilidade de fagos
por influéncia de fatores ambientais, seja em ambientes naturais
(SUTTLE & CHEN, 1992), durante sua aplicacdo como ferramentas de
biocontrole (IRIARTE et al., 2007) ou em testes de resisténcia
especificos (SCHAPER et al., 2002; SILVA et al., 2013).

No intuito de demonstrar que o sistema fago/esporo é efetivo
como forma de protecdo aos fagos contra condicfes fisico-quimicas
adversas, expbs-se fagos livres e fagos incorporados a esporos a
diferentes condic¢des de temperatura, pH, radiacdo UVA e concentracfes
de cobre (Figura 28).
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Figura 28 Ensaios de resisténcia com fagos PBSC1 e PBSC2 livres e na forma
encapsulada em esporos. (A) Tratamento térmico por 15 min nas temperaturas
estipuladas no eixo horizontal do grafico. (B) Exposicdo a diferentes pHs
conforme indicado no eixo horizontal, durante 60 min. (C) Exposicéo a radiacdo
UVA ao longo de 20 horas. (D) Exposicao a diferentes concentracfes de cobre
conforme indicado no eixo horizontal.
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Ambos os fagos demonstraram ser capazes de manter sua
viabilidade préxima a 100% quando expostos durante 15 min a 40 °C e
50 °C passando a ter uma queda dréstica nas contagens, quando a
temperatura € igual ou maior a 60 °C. O fago PBSC2 demostrou ser
ligeiramente mais sensivel ao calor.

E bem conhecido que os fagos expostos a altas temperaturas s&o
rapidamente inativados (ROSSI et al., 1999). O PBSC1 e o PBSC2
tiveram 0 mesmo comportamento que a maioria dos fagos relatados
(GARCIA et al., 2009; MA et al., 2016; LI et al., 2016) apresentando
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altas taxas de inativagdo acima de 50 °C (Figura 28A). Por outro lado,
guando incorporados aos esporos, os fagos mantém sua viabilidade
préxima a 100% mesmo apds serem submetidos ao tratamento térmicos
até 70 °C, apresentando uma queda de apenas 4% nas particulas virais
viaveis em 15 min de exposicéo a 80 °C.

Muitos estudos ja investigaram a resisténcia dos esporos
bacterianos a multiplas condi¢des ambientais (SETLOW, 2006),
mostrando que eles podem resistir a temperaturas superiores a 100°C
(KORT et al., 2005). Um grande namero de fatores esta envolvido na
resisténcia ao calor imido de esporos (SETLOW, 2014) e as condicdes
experimentais em que os esporos sdo formados podem ser determinantes
na formacdo das estruturas e compostos envolvidos (CONDON et al.,
1992). O nucleo central, que € a camada mais interna dos esporos, € o
principal responséavel pela resisténcia ao calor imido. Um teor mais
baixo de agua no nucleo tem um papel fundamental na resisténcia ao
calor Umido e pode estar diretamente relacionado a temperatura de
formagdo de esporos (NGUYEN et al.,, 2011). O &cido dipicolinico
(DPA) também tem um papel indireto, mas ndo menos importante, uma
vez que o conteldo de agua do nicleo diminui de acordo com o
acumulo de DPA durante a formacdo de esporos (MAGGE et al., 2008).
A saturacdo do DNA com proteinas de esporos tipo o / B soliveis em
acido (SASP), bem como a proporcdo e os tipos de ions metalicos
bivalentes sdo outros dois fatores com influéncia na resisténcia ao calor
Umido de esporos (BRUL et al., 2011)

Fagos comumente tém dtima estabilidade e infectividade em pH
proximo do neutro (JONKZYC et al, 2011). Em valores extremos de
pH, a presenca de radicais reativos livres aumenta drasticamente devido
as altas concentracGes de ion hidrogénio e ion hidroxila presentes no
meio, dominando os mecanismos de inativacdo viral (FENG et al.,
2003). Este é o caso de fagos aplicados como agentes de biocontrole no
intestino humano, cujo efeito limitado contra bactérias ndo foi apenas
devido aos baixos valores de pH, mas sua difusdo em meios viscosos foi
afetada negativamente (MULLER-MERBACH et al., 2005). Esta
condicdo de dificuldades na difusdo (devido a presenca de sélidos em
suspensdo, neste caso) e acidez também é facilmente encontrada em
sistemas de tratamento de efluentes. Os componentes estruturais do
virus (capsideo, fibras da cauda, etc.) podem sofrer oxidacdo direta
guando expostos a esses ambientes, e a dissociacdo do capsideo traz



123

como consequéncia a degradacdo do 4acido nucléico do virus
(SCHIJVEN et al., 2016).

Nos experimentos com pH mostrados na Figura 25B, fagos
incorporados em esporos tiveram uma reducdo de viabilidade maxima
de 25% para pH extremamente baixos. Enquanto os fagos livres foram
totalmente inativados em pH = 4,0 ou acima do pH = 11,0. A membrana
interna do esporo, que envolve o nlcleo, é composta por lipidios
imobilizados, resultando em baixa permeabilidade (mesmo para a dgua)
protegendo, consequentemente, o nicleo do esporo de produtos
quimicos que danificam o DNA (SELLA et al., 2014). Alguns &acidos
fortes sdo capazes de causar danos internos a membrana, mas mesmo 0s
alcalis mais fortes dificilmente matam os esporos. Em geral, substancias
basicas apenas inativam as enzimas liticas necessarias para a hidrolise
do cdrtex do esporo no processo de germinagdo, 0 que pode ser
recuperado com o tratamento com lisozima (SETLOW et al., 2002).

A maioria das cinéticas de inativacdo dos fagos por UV tém
demonstrado seguir uma reacdo de primeira ordem, sendo um processo
de uma Unica etapa, embora diferentes fagos tenham suscetibilidade
variavel a esta radiagdo (MISSTEAR et al., 2012). Enquanto algumas
particulas virais sdo eficientemente inativadas pela luz solar natural,
existem estudos mostrando que alguns fagos podem resistir a radiaces
artificiais dentro do espectro de comprimentos de onda UV. Mamane et
al. (2007) testaram a inativacdo dos fagos MS2, T4, T7 e esporos de B.
subtilis, de forma independente, quando submetidos a radiacdo UV e a
Processo de Oxidacdo Avangada (POA), utilizando sistema UV/H,0..
Entre os fagos, apenas MS2 demonstrou resisténcia quando expostos a
UV por apenas 15min, no entanto, quando H,O, é adicionado ao
sistema, mesmo este fago sofre decaimento. Nenhuma das condigdes
testadas foi capaz de causar perda da viabilidade dos esporos.

Dentro de 20 horas do ensaio de irradiagdo UV, pode-se
observar uma diferenca de viabilidade superior a 40% entre os fagos
livres e os fagos protegidos por esporos. O fago PBSC2 se mostrou o
mais sensivel a exposi¢do, mantendo a viabilidade de infeccdo, ao final
de 20 horas de exposigdo, de apenas 25% do total das particulas virais.
O sistema fago/esporo teve um decaimento de apenas 20% das
particulas virais viaveis.

De acordo com Nicholson et al. (2005), um fator que pode estar
envolvido na resisténcia dos esporos a UV é a presenca de pigmentos
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capazes de absorver a radiacdo na camada mais exterior do esporo,
fazendo com que componentes internos como o DNA, sensiveis ao UV,
sejam protegidos.

O alto grau de protecdo do DNA é um fator importante na
sobrevivéncia dos esporos quando expostos a radiagdo UVA ou
qualquer outra, uma vez que os mecanismos de reparo do DNA durante
a dorméncia dos esporos nao funcionam, devido a inatividade das
enzimas do ndcleo (SETLOW, 1995). A protecdo do DNA do esporo
estd também associada a ligacdo das proteinas SASP ao seu DNA
(POPHAM et al., 1995) e a presenca de pigmentos escuros nas camadas
externas do esporo que sdo estruturalmente semelhantes a melanina e
podem absorver a radiagdo UV (SETLOW, 2006; NICHOLSON et al.,
2005; MC KENNEY et al., 2012). Além disso, hd um mecanismo de
reparo rapido do DNA durante a germinacdo do B. subtilis que pode
corrigir pequenos danos, desde que vez que eles ndo tenham sido
acumulados ao longo de anos de dorméncia (SETLOW, 2006).

Embora seja essencial em muitos processos bioldgicos, o cobre
¢ conhecido ha muito pela sua toxicidade em altas concentracdes,
inclusive em virus, que sdo inativados por danos a moléculas
biologicamente criticas (LI et al., 2011). A Figura 28D mostra como o
PBSC1 e o PBSC2 sdo diretamente afetados pelo aumento da
concentracdo de cobre, enquanto os fagos protegidos no esporo tiveram
uma perda de viabilidade menos dramatica.

Com intuito de verificar se 0s esporos que carregam o genoma
do fago PBSC1 em seu interior ttm maior ou menor capacidade de
resistir aos fatores ambientais ja aplicados aos fagos, alguns testes de
resisténcia com condi¢des mais extremas foram aplicados igualmente a
esporos normais e esporos contendo fagos (Figura 29), ambos
produzidos com as mesmas experimentais.
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Figura 29 Resisténcia de esporos normais e esporos infectados por fagos. O
tempo de maturacéo do esporo foi de 48 h. A viabilidade de esporos normais e
esporos infectados por fagos foi calculada com base nas UFC e COl relativas,
antes e depois do tratamento, respectivamente. Esporos normais e esporos
infectados por fagos apresentaram resisténcia ambiental similar a temperatura
alta (80 °C), pH 2, Cu** (1ppm) e UVA.
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O efeito dos fagos na viabilidade dos esporos regulares e
esporos portadores do genoma dos fagos foi estatisticamente
indistinguivel, demonstrando que a presenca do genoma do fago no
interior do esporo ndo interfere na capacidade de resisténcia desta
estrutura aos diferentes fatores ambientais.

Outro aspecto importante para o aproveitamento de fagos como
ferramentas no controle de crescimento microbiano, é sua estocagem.
Fagos séo conhecidos por facilmente perderem sua viabilidade ao serem
mantidos em temperatura ambiente ou outros locais menos apropriados.
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No entanto, a manutencdo de grandes volumes de suspensdo sob
temperaturas baixas, pode implicar em custos elevados de tratamento,
tornando-se outro fator de inviabilidade. Por isso, acessou-se a
capacidade dos esporos em manter a viabilidade de fagos por periodos
mais longos, quando manidos em temperatura ambiente. A Figura 30
apresenta os resultados referentes a estes experimentos.

Figura 30 Viabilidade viral dos fagos PBSC1 e PBSC2 livres e do sistema
fago/esporo apés estoque em temperatura ambiente, protegidos da luz, durante o
tempo indicado no gréfico.
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Observou-se que, a0 permaneceram em temperatura ambiente o
decaimento da viabilidade dos fagos assumiu uma cinética de primeira
ordem com coeficientes de 0,2 e 0,22 d™* para os fagos livres PBSC1 e
PBSC2 em suspensdo, respectivamente. Enquanto isso, o sistema
fago/esporo, composto por esporos contendo fagos, secos a temperatura
ambiente, ndo apresentou queda significante na viabilidade dos fagos ao
longo das 5 semanas de teste.
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Todas as condigdes testadas nos experimentos de resisténcia
comprovaram a capacidade dos esporos em atuar como sistemas de
carreamento e protecdo dos fagos. De fato, o estado pseudolisogénico
pode explicar a sobrevivéncia a longo prazo dos virus em ambientes
desfavoraveis, revelando-se para uma estratégia evolutiva natural que
permite aos fagos adaptar seu ciclo de vida as condicdes fisioldgicas do
hospedeiro e, consequentemente, garantir e otimizar sua proliferagdo
(MEIJER et al, 2005; RIPP et al., 1997).

4.8 Liberagdo controlada da progénie de fagos por meio de
estimulacdo da germinacéo dos esporos.

A germinacdo e o crescimento de esporos sdo caracterizados
pela alta variabilidade no comportamento de células individuais. Este
processo geralmente é iniciado quando um ou mais receptores de
germinacdo (RGs), localizados na membrana interna dos esporos,
detectam seu germinante correspondente e iniciam uma série de eventos
bioguimicos (PAREDES-SABJA et al., 2011). Para controlar a
germinagdo de esporos e, consequentemente, promover a liberagdo de
fagos, é possivel induzir o processo através da incubacdo dos esporos
com substancias que atuam como germinantes, tais como L-valina, L-
alanina e uma mistura de AGFK (LUU et al., 2015). Uma vez que 0s
RGs reconhecem o0s nutrientes apropriados, o0 esporo se compromete
com a germinacdo de forma irreversivel e 0 processo segue mesmo se o
germinante for removido ou a ligagdo for revertida e inibida (NAGLER
etal., 2014).

Para estimular a germinagdo dos esporos em tempos menores
do que os obtidos sem estimulos, comparou-se os efeitos de dois
germinantes (L-alanina e a mistura AGFK) isoladamente e em
combinacdo, observando o comportamento das células (Figura 31A) e a
abundancia de fagos no meio (Figura 31B).
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Figura 31 Inducéo da germinagdo dos esporos e liberagdo da progénie do fago
retido PBSC1. (A) A germinacdo de B. subtilis desencadeada por diferentes
geminantes foi monitorada por mudancgas na densidade 6ptica (DQgq inicial =
0,8). (B) Liberacdo de PBSC1 retido sob diferentes condicdes de inducdo. As
concentragdes dos germinantes foram 20 mM para L-alanina, 20 mM para cada
um dos componentes de AGFK ou 10 mM L-alanina + 10 mM cada
componente de AGFK para o tratamento combinado.
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Com base na queda observada na densidade dtica durante a
germinacdo de esporos, o tempo de germinagéo foi estimado em 30 a 35
minutos quando induzido com 20 mM de L-alanina ou 20 mM de
mistura de AGFK. A germinagdo mais rapida foi induzida pela
combinacdo de 10 mM de L-alanina e 10 mM de mistura de AGFK.
Uma vez que os fagos sdo incorporados aos esporos, seu periodo latente
inicial deve considerar, além do tempo regular, o tempo de germinacgao
do esporo e desenvolvimento celular, 0 que aumenta o tempo necessario
para a replicacdo do fago. O fago PBSC1 normalmente tem um tempo
latente de 35 min mas, quando encapsulado em esporos, produz apenas
contagens virais baixas durante os primeiros 150 min de germinacdo. No
entanto, quando a mistura de L-alanina ou AGFK é adicionada, a
replicacdo do fago é observada mais cedo, em cerca de 90 a 120 min a
progénie ja é liberada. Observou-se também que os periodos latentes
foram reduzidos para cerca de 60 min quando as culturas foram
estimuladas com L-alanina e AGFK simultaneamente.

Nos esporos de B. subtilis, o receptor GerA responde a L-
alanina, enquanto a mistura AGFK atua nos receptores GerB e GerK
para desencadear a germinacdo (SETLOW, 2014). Em concordéncia
com 0s nossos resultados, trabalhos anteriores também mostraram que
as combinacdes de germinantes podem ser mais eficazes do que quando
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aplicadas individualmente (BARLASS et al., 2008; ALTURI et al.,
2006). Isso pode acontecer porque a germinacdo com L-alanina via
GerA pode ser estimulada por glicose e K* — ambos componentes da
mistura AGFK, considerados cogerminantes — e esta simulagdo requer
cooperacdo do receptor GerK (YASUDA & TOSHIKUBO, 1984,
MONGKOLTHANARUK et al., 2011). Assim, 0s esporos ndo apenas
integram, mas também podem amplificar sinais de multiplos
germinantes e multiplos RGs e acelerar, desta forma, a germinacéo total
de esporos.

4.9 Proposicdo de metodologia modificada no biocontrole com uso
de bacteridfagos

Os fagos tém demonstrado forte potencial para combater
bactérias resistentes a antibioticos através de maltiplos modos de acédo
(por exemplo, controle microbiano seletivo (VIERTEL et al., 2014)
dispersdo de biofilme (BHATTACHARIJEE et al.,, 2015) e re-
sensibilizacdo por resisténcia a antibidticos (YOSEF et al., 2015). A
eficacia do tratamento de fagos depende ndo apenas de interagdes
especificas fago-hospedeiro, mas também da conservacgéo da viabilidade
do fago durante o tratamento.

Os resultados obtidos até aqui demostram que a criagdo de um
sistema fago/esporo como estratégia para transporte e protecdo de fagos
é tecnicamente viavel e vantajosa, ja que aumenta em muitas vezes a
viabilidade dos virus expostos a diferentes condi¢fes ambientais,
guando comparado ao fago livre.

As vantagens do uso de fagos com amplo espectro de
hospedeiros para o controle de crescimento microbiano também j& sdo
bem estabelecidas e incentivadas por pesquisadores da area (LY-
CHATAIN, 2014; LU & KOERIS, 2011).

O biocontrole convencional de fagos baseia-se no uso de fagos
com espectro de hospedeiros limitado, que precisam ser produzidos
utilizando a mesma bactéria alvo de controle, o que pode criar
preocupacdes referentes a seguranca, logistica de producdo e surgimento
de resisténcia.

Um aspecto importante dos fagos polivalentes é que eles podem
ser produzidos usando mdltiplos hospedeiros, contornando-se a
necessidade de utilizar hospedeiros patogénicos ou dificeis de cultivar
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durante a produgdo. Evitar a exposi¢cdo mais frequente do fago com o
hospedeiro alvo também ajuda a reduzir o desenvolvimento e
proliferacdo de mutantes bacterianos insensiveis a ele.

Em relacdo a aspectos econémicos, a possibilidade de produgédo
do fago com hospedeiros seguros, pode significar a extin¢do da etapa de
purificagdo (separacdo do hospedeiro), levando a economias
significativas em capital e custos operacionais. Além disso, a
manutencdo da viabilidade das particulas virais proporcionada pelo
sistema fago/esporo implica em menor necessidade de dosagens
repositorias, além de, conforme demonstrado, garantir estoques por
prazos maiores sem necessidade de refrigeracéo.

Em resumo, os fagos polivalentes podem ser cultivados com
seguranca e introduzidos nos locais de aplicagdo incorporados a esporos,
aumentando as chances de um ndmero maior de particulas virais
chegarem até o alvo, mantendo a capacidade de infeccdo e aumentando
assim a supressdo das bactérias alvo.

A Figura 32 apresenta um esquema comparativo entre o
biocontrole convencional e a metodologia de biocontrole proposta neste
trabalho, chamada aqui de “biocontrole modificado”. E demonstrada a
diferente abordagem entre as principais etapas envolvidas no uso de
fagos para o controle de crescimento bacteriano: isolamento, produc&o,
purificacdo e tratamento.
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Figura 32 Proposta de abordagem alternativa para o uso de fagos como

ferramentas de biocontrole.
Hosp A + Hosp P

Hosp P + Fago

Esporo+Fago

Enquanto na primeira abordagem o proprio hospedeiro alvo
(Hosp A) é também utilizado para a producdo do fago, o método
modificado faz uso de um hospedeiro exclusivo para produgdo (Hosp P),
0 que se reflete na etapa de purificacdo, que no primeiro caso exige
técnicas mais complexas que garantam a total separacdo entre fago e
bactéria e, ainda assim, pode levar a disperséo de genes de resisténcia a
antibiético (GRA), quando for o caso de bactérias resistentes. Na etapa
final, de tratamento, no lugar do fago ser aplicado na forma livre,
desprotegido, ele passa a ser aplicado na forma de sistema fago/esporo,
evitando altos indices de decaimento que prejudiquem a efetividade do
biocontrole.

Esta nova abordagem oferece o potencial para servir como
complemento ou alternativa aos biocidas e desinfetantes regularmente
utilizados nas etapas de desinfeccdo em sistemas de tratamento de
efluente sanitarios. Indo mais além, pode se tornar um forte aliado no
controle de microrganismos problematicos em plantas de tratamento de
efluentes e estrutura associada.
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CONCLUSOES

e O método “isolamento sequencial por multiplos hospedeiros” se
mostrou eficiente na selecéo de fagos com potencial para amplo
espectro de hospedeiros, possibilitando isolar os fagos pNAO1 e
¢NAO3 ambos com indicativo de infectar bactérias Gram-
positivas quanto Gram-negativas.

e E possivel incorporar fagos capazes de infectar Bacillus subtilis
a esporos em formacao, porém, a eficiéncia de incorporacdo de
cada fago é diferente, mesmo em condi¢Bes experimentais
iguais.

e Com a germinacdo dos esporos os fagos retomam seu ciclo
litico normalmente, liberando as particulas virais de sua
progénie no meio e mantendo sua capacidade de infeccdo, com
EOP semelhante a original, nos diferentes hospedeiros.

e O método em que € realizada a etapa de sincronizacdo das
células em esporulagdo provou ser mais eficiente na obtencdo
de um grande ndmero de fagos incorporados aos esporos.
Dentro deste método, condi¢des experimentais como incubagio
liguida por 10 horas, MOI 1,0 aplicado no momento de
interacdo entre fago e bactéria e 48 horas de maturagdo dos
esporos garantiram o valor maximo de eficiéncia nos
experimentos.

e Comprovou-se que, quando os fagos estdo incorporados no
interior de esporos bacterianos tém maior capacidade de tolerar
diferentes condigdes fisico-quimicas, como temperaturas
superiores a 50°C, valores de pH mais acidos ou alcalinos,
exposicao a radiacdo UVA e diferentes concentracdes de Cu*?.
Além disso, pode ser armazenado em temperatura ambiente por
semanas sem perda consideravel na viabilidade dos fagos.

e E possivel induzir a germinacio dos esporos, através de
concentragOes relativamente baixas de L-alanina ou da mistura
AGFK, liberando a progénie de fagos em tempos menores que
0s comparados com a germinacdo ndo estimulada. O uso dos
germinantes em conjunto garantem tempos ainda menores.

e Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial da
abordagem de incorporacdo de fagos em esporos para garantir a
eficacia do controle biolégico com fagos em sistemas com
condi¢des adversas para a viabilidade das particulas virais.
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7. ANEXOS

Figura Al Cinética de adsor¢do do fago NAO1l em cada hospedeiro de
isolamento. PO é o nlmero de fagos livres no tempo 0, e Pt é o nimero de fagos
livres no tempo t. Trendline é a linha de regresséo linear. Barras de erro indicam
desvios padrdo da média de experimentos independentes em triplicata.
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Figura A2 Cinética de adsorcéo do fago pNAO3 em cada hospedeiro de
isolamento. PO é o numero de fagos livres no tempo 0, e Pt é o nimero de fagos
livres no tempo t. Trendline é a linha de regresséo linear. Barras de erro indicam

desvios padrdo da média de experimentos independentes em triplicata.
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Tabela A3 Sequéncias referentes ao RNA transportador encontradas no genoma
do fago eNAOI.

tRNA # Inicio Fim Tipo Cddon
1 38396 38322 Asn AAC
2 38316 38242 Asp GAC
3 38234 38158 Pro CCA
4 38151 38062 Ser TCA
5 37988 37912 Gln CAA
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