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RESUMO 

O controle do crescimento microbiano é um desafio crescente nas mais 

variadas áreas da engenharia, em especial, em sistemas de tratamento de 

efluentes e em setores produtivos específicos, onde a presença de 

determinadas bactérias, traz impactos econômico e ambientalmente 

negativos. Os bacteriófagos – vírus que infectam especificamente 

bactérias e se replicam em seu interior – têm sido utilizados como 

agentes de controle de crescimento microbiano em diversas áreas. 

Apesar do interesse renovado pela sua aplicação e importância 

ecológica, fagos com amplo espectro de hospedeiros ainda têm pouca 

representatividade nos estudos recentes. Além disso, o escopo das 

aplicações de fagos tem sido limitado por fatores tais como alta 

especificidade, resistência bacteriana aos fagos e influência de fatores 

físico-químicos na viabilidade e infectividade dos fagos. O objetivo 

deste trabalho foi demonstrar que é possível isolar fagos de amplo 

espectro de hospedeiros e, através da caracterização destes fagos 

encontrar elementos para compreender sua polivalência. Além disso, 

explorou-se a incorporação do genoma dos fagos em esporos de Bacillus 

subtilis, para aumentar a sobrevivência em ambientes desfavoráveis, 

finalmente, propôs-se uma abordagem diferenciada para o uso de fagos 

como ferramentas de biocontrole em sistemas de tratamentos de 

efluentes. Através de uma adaptação da metodologia de isolamento 

sequencial por múltiplos hospedeiros, isolou-se dois fagos polivalentes, 

denominados φNA01 e φNA03, capazes de infectar bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas com alta eficiência. Os principais 

parâmetros ligados ao ciclo de vida dos fagos, taxa de adsorção (4,41-

18,2×10
-10

 ml/min para φNA01; 4,13-5,75×10
-10

 mL/min para φNA03), 

burst size (100-120 UFP/célula e 90-110 UFP/célula, respectivamente) e 

período de latência (40 min e 40-50 min, respectivamente), foram 

determinados para os quatro hospedeiros utilizados no isolamento. Os 

tipos de receptores bacterianos usados pelo fago φNA01 foram 

identificados usando células hospedeiras tratadas com periodato ou 

proteinase, e revelaram ser polissacarídeos para todos os hospedeiros. O 

fago φNA01 teve seu genoma sequenciado e anotado revelando ser um 

fago do tipo N4, com um genoma de cerca de 76Kbp e 93ORFs. A 

análise genômica revelou vários genes com potencial relação com sua 

ampla gama de hospedeiros, incluindo a presença de três genes 

codificando RNA polimerase, ao mesmo tempo, forneceu informações 

sobre suas relações evolutivas com fagos do mesmo gênero infectando 

uma variedade de bactérias diferentes. Outros dois fagos polivalentes, 



 
 

PBSC1 e PBSC2, após brevemente caracterizados, foram usados para 

otimizar uma metodologia de incorporação de fagos a esporos de 

Bacillus subtilis. As condições ótimas para maior eficiência de 

incorporação dos fagos aos esporos foram encontradas quando os fagos 

foram introduzidos nos pré-esporos com mais alta taxa de esporulação 

(10 h de incubação) e MOI 1,0. O tempo de maturação dos esporos de 

48 h aumentou tanto o rendimento de esporos quanto a eficiência de 

incorporação. Comparado com os fagos livres, os fagos protegidos por 

esporos mostraram uma resistência significativamente maior em relação 

a altas temperaturas, pH extremo, radiação UVA e presença de íons 

cobre. Demonstrou-se que a germinação dos esporos pode ser induzida 

por baixas concentrações de L-alanina ou uma mistura germinativa (L-

asparagina, D-glicose, D-frutose e K
+
) para desencadear a germinação e 

consequente liberação dos fagos protegidos dentro de 60 a 90 min. Em 

geral, a resiliência superior de fagos polivalentes protegidos por esporos 

pode permitir armazenamento dos fagos a longo prazo (não refrigerado) 

e melhorar a eficiência do tratamento com fagos em condições 

ambientais adversas. Por fim, propôs-se uma nova abordagem para o 

uso de fagos no controle microbiano com etapas de isolamento, 

produção e aplicação que se diferenciam do tratamento convencional. 

 

Palavras-chave: Controle microbiano. Bacteriófagos/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, φNA01 and 

φNA03, 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 × 10
-10

 ml/min for 

φNA01, 4.13-5.75 × 10
-10

 ml/min for φNA03), 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 φNA01 were identified 

using periodate or proteinase treated host cells, and were found to be 

polysaccharides for all hosts. Phage φNA01 genome was sequenced and 

annotated revealing this is a N4 like phage, with a genome of about 

76Kbp and 93ORFs. 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 φNA01 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. INTRODUÇÃO 

O crescimento microbiano ocorre naturalmente nos mais 

diferentes ambientes do planeta e é regido pelas condições físicas, 

químicas e biológicas fornecidas, sejam estas naturais ou ligadas à 

atividade antropogênica. Controlar ou evitar a propagação de 

microrganismos nas diversas áreas e atividades onde provocam um 

impacto negativo tem sido um desafio para a ciência e engenharia.  

Dentre os problemas mais sérios e discutidos atualmente está a 

rápida propagação de bactérias resistentes a antibióticos, a qual 

representa uma crescente ameaça à saúde humana em todo o mundo. O 

papel importante do meio ambiente na disseminação da resistência aos 

antibióticos é reconhecido, e ambientes aquático têm agido tanto como 

reservatórios naturais, quanto como meios para a propagação de 

resistência aos antibióticos clinicamente relevantes (MICHAEL et al., 
2013). 

Bacteriófagos – vírus que infectam bactérias e se replicam em 

seu interior – são considerados, atualmente, as entidades mais 

abundantes e diversificadas do planeta (LABRIE, et al., 2010). As 

mesmas características que facilitam a sua predominância na biosfera 

também possibilitam sua aplicação como agentes de controle 

microbiano. 

Tendo coevoluído com as bactérias por bilhões de anos, os 

bacteriófagos possuem a capacidade de infectar seus hospedeiros 

especificamente e eficientemente, o que permite o controle de bactérias 

problemáticas com pouco impacto sobre o restante da comunidade 

microbiana (KOSKELLA et al., 2014). Diferentemente dos antibióticos 

ou biocidas, cuja concentração diminui com o tempo após a dosagem, os 

fagos podem continuar a se replicar e infectar as bactérias alvo. 

 Embora descobertos em 1920, os bacteriófagos não tiveram 

atenção na pesquisa em desenvolvimento por muitos anos. A partir da 

década de 80, com a crise dos antibióticos na área 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 razões que levou à falta de interesse na 

utilização de fagos para o controle do crescimento de bactérias foi o 
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baixo grau de atividade in vivo quando comparado com os experimentos 

in vitro (SMITH & HUGGINS, 1982). Isso ocorre porque a viabilidade 

dos fagos está intimamente relacionada a fatores físicos e químicos 

externos, tais como temperatura, acidez, salinidade, radiação UV, 

presença de substâncias tóxicas, entre outras, que podem causar danos 

irreversíveis às partículas virais (JOŃCZYK et al., 2011). Além disso, a 

difusão de fagos depende da composição bioquímica do meio e essa 

limitação pode influenciar negativamente na acessibilidade dos fagos às 

bactérias alvo (MARCÓ et al., 2010). 

Fagos polivalentes têm um amplo espectro de hospedeiros e, 

apenas recentemente, vêm sendo estudados e explorados como 

protagonistas no controle microbiano. A habilidade de infectar múltiplas 

espécies tem sido vinculada como parte da evolução destes vírus, devido 

à alta pressão seletiva em determinados ambientes (HENDRIX et al., 
1999).  

O sucesso da aplicação 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 

aplicação, além de manter sua viabilidade de infecção.  

Portanto, é necessário o estudo e desenvolvimento de 

estratégias eficientes de aplicação de fagos em sistemas microbianos que 

garantam, por exemplo, a proteção da partícula viral contra condições 

adversas durante sua jornada até o alvo a ser infectado. 

Esporos bacterianos são reconhecidos por sua estrutura 

resiliente capaz de suportar condições ambientais adversas por longos 

períodos de tempo (NICHOLSON et al., 2000). Estas características 

conferem vantagens para o uso de esporos no armazenamento e 

distribuição de produtos. Esporos de B. subtilis já são usados como 

vetores de distribuição de probióticos e antígenos. No entanto, nenhum 

estudo anterior focou o desenvolvimento destas estruturas como 

carreadores e protetores para fagos. 

Alguns fagos virulentos têm a capacidade de converter seu ciclo 

lítico em um chamado pseudolisogênico em que o fago não promove a 

lise celular, nem se torna parte do DNA do hospedeiro, muito menos 

ocorre expressão gênica, apenas permanece no interior da célula, como 
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um fragmento de DNA livre. Este terceiro estágio de existência do fago 

nas bactérias, também conhecido como ―Phage carrier‖, geralmente 

acontece quando ele infecta uma célula em processo de esporulação 

(SONENSHEIN, 2005).  

Deste modo, o isolamento de fagos polivalentes, capazes de 

infectar tanto bactérias patogênicas quanto Bacillus subtilis, seria o 

passo inicial para o desenvolvimento de uma proposta diferenciada de 

aplicação de fagos, na qual eles estejam protegidos, dentro de esporos 

desta bactéria não-patogênica, de fatores que comprometam sua 

eficiência e, com a indução do processo de germinação do esporo, sejam 

liberados e viabilizados de infectarem o microrganismo alvo.  

Este trabalho se propôs a isolar e caracterizar fagos polivalentes 

de amplo espectro de hospedeiros e propor uma metodologia 

diferenciada para biocontrole, levando em consideração aspectos que 

podem interferir na eficiência do tratamento com fagos. Para tanto, 

estabeleceu-se uma metodologia de incorporação de fagos polivalentes a 

esporos de Bacillus subtilis para assim utiliza-los como phage carriers, 

proporcionando o transporte e proteção dos fagos contra condições 

adversas durante sua aplicação. 

1.1 Objetivo Geral  

Isolar e caracterizar fagos polivalentes de interesse no controle 

biológico de bactérias patogênicas. Desenvolver uma estratégia 

diferenciada de aplicação dos fagos na qual esporos bacterianos sejam 

usados como carreadores e envoltório de proteção destes fagos durante o 

controle de crescimento microbiano em ambientes que apresentam 

condições adversas, como sistemas de tratamento de efluentes urbanos e 

industriais.  

1.2 Objetivos específicos  

1. Isolar fagos com amplo espectro de hospedeiros, capazes de 

infectar diferentes gêneros bacterianos, utilizando a técnica de 

isolamento sequencial por múltiplos hospedeiros, desenvolvida 

no laboratório da Rice University.  

2. Caracterizar os fagos isolados quanto à sua morfologia, ciclo de 

vida e composição molecular e entender sua relação evolutiva 

com os demais fagos do mesmo gênero.  
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3. Incorporar o DNA de fagos polivalentes a esporos de Bacillus 

subtilis e verificar se, após a germinação destes esporos os 

fagos seguem seu ciclo lítico e mantêm a viabilidade de 

infecção dos hospedeiros.  

4. Otimizar a metodologia de incorporação de fagos a esporos, 

propondo condições experimentais que gerem maior eficiência 

na obtenção de esporos contendo genoma de fagos em seu 

interior em relação ao número total de esporos produzidos.  

5. Demonstrar que os fagos protegidos pelos esporos são mais 

resistentes que fagos livres quando submetidos a fatores 

ambientais adversos.  

6. Demonstrar que é possível induzir a germinação dos esporos 

produzidos através do uso de substâncias germinantes e assim 

liberar os fagos de seu interior com menor tempo latente. 

7. 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. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Bactérias indesejáveis e a dificuldade no controle de seu 

crescimento  

O ser humano vive em um mundo guiado por microrganismos, 

o qual só existe porque estes seres, dos reinos Bacteria e Archea, 

transformaram o ambiente hostil dos primórdios da Terra criando 

condições atmosféricas onde células eucarióticas fossem possíveis. 

Estes mesmos procariotos codificaram enzimas envolvidas até os dias de 

hoje nos ciclos biogeoquímicos do planeta, tendo papéis chave nos 

ciclos do carbono e nitrogênio e, inclusive, produzindo metade de todo o 

oxigênio da atmosfera (FIELD et al., 1998).  

Contudo, embora sejam usadas em inúmeros processos de 

forma controlada, como fermentação industrial, sistemas biológicos de 

tratamento de efluentes e produção enzimática, e as vantagens do uso de 

bioprocessos sejam bastante conhecidas e divulgadas, nem sempre as 

bactérias são organismos amigáveis para a engenharia.  

O aumento populacional, com o crescimento desordenado das 

cidades e expansão da atividade industrial tem elevado o índice de 

poluição de águas naturais devido, principalmente, ao despejo de 

efluentes industriais e domésticos, com pouco ou nenhum tratamento. 

Problemas no saneamento contribuem com a dispersão de agentes 

infecciosos que, por sua vez, levam a um aumento de doenças 

transmissíveis como a cólera, diarreia infecciosa, etc. e dificultam o 

tratamento destes efluentes (CRAUN et al., 2005). Não é por acaso que 

bactérias como coliformes, Escherichia coli e Enterococcus spp, são 

utilizadas como indicadores fecais usados para avaliar a potabilidade da 

água (POULLIS et al., 2005).  

Bactérias também encontram nos alimentos condições 

favoráveis à sua proliferação. Vários agentes patogênicos estão 

relacionados a surtos de infecção alimentar em nível mundial. As cepas 

de Escherichia coli e Salmonella spp são as mais comumente 

relacionadas a problemas de contaminação alimentar. No entanto, a 

descontaminação de alimentos é um grande desafio, em especial na 

indústria, uma vez que as técnicas empregadas utilizam produtos 

químicos antibacterianos que podem ser eficazes, mas além de, em 

muitos casos, apresentarem riscos à saúde, sua intensa utilização tem 
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estimulado o surgimento de mecanismos de resistência, diminuindo a 

ação dos próprios agentes (VICENTE et al., 2010).   

Bacillus cereus é uma bactéria Gram-positiva, formadora de 

esporos (o que, inclusive, dificulta sua eliminação) facilmente isolada de 

amostras de alimentos secos, por exemplo. Este patógeno oportunista é 

reconhecido como causador de infecções alimentares desde a década de 

50 (LEE et al., 2011). Este microrganismo produz toxina emética e 

enterotoxinas, causa intoxicação alimentar, incluindo vômitos e diarreia. 

Apesar de ser considerado responsável por apenas 2 a 5% das infeções 

por alimentos nos Estados Unidos, Bacillus cereus também é associado 

a infecções potencialmente fatais não ligadas ao trato gastrointestinal 

devido aos vários 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 biológico de 

efluentes, em que se deseja a predominância 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 não ser possível 

cultivar e quantificar todas as bactérias em qualquer meio de cultivo 

disponível (WARD et al., 1990). Além disso, a flora bacteriana dos 

ecossistemas naturais, como o lodo ativado, é tão divergente que, em um 

meio não seletivo, somente as linhagens mais dominantes podem ser 

isoladas mais de uma vez. Assim, os padrões de dominância de 

diferentes cepas bacterianas dentro de um ambiente são complicados de 

elucidar. Estudos sobre velocidades de crescimento ou diferenças 

competitivas são apenas realizados em condições laboratoriais, mas não 

está claro se esses resultados são relevantes para os mesmos isolados em 

comunidades naturais (HANTULA et al., 1991). 

Processos de remoção de nutrientes por lodo ativado, incluindo 

remoção de fósforo e nitrificação, são conhecidos por sua instabilidade. 

Na nitrificação, as bactérias oxidadoras de amônio e as oxidadoras de 

nitrito, encontram dificuldades de manter o processo, conforme a 

competição biológica que se estabelece nos sistemas de remoção de 

nutrientes por lodo ativado. Devido à taxa de crescimento lenta das 

bactérias nitrificantes, a nitrificação eficaz requer um lodo de idade mais 

avançada, a fim de evitar a perda de biomassa e desperdício. Baixas 
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taxas de nitrificação são atribuídas a toxicidade do meio, mas também a 

baixa concentração das bactérias responsáveis pelo processo pela 

presença de outras bactérias que dominam o nicho ecológico 

(WANNER et al., 2000; BURGESS et al., 2002).  

Uma boa decantabilidade do lodo biológico é também essencial 

ao equilíbrio e eficiência final do processo de lodos ativados. O excesso 

de bactérias filamentosas representa um problema operacional comum e 

recorrente, responsáveis pelo fenômeno de bulking e formação excessiva 

de espuma em muitas plantas de tratamento de efluentes (MADONI et 

al., 2000). As bactérias filamentosas mais comumente envolvidas nestes 

casos são dos gêneros Microthrix, Gordona, Nocardia, Corynebacteria, 

Dietzia, Rhodococcus e Skermania (SODELL, 1999).  

Vários métodos têm sido desenvolvidos para manter o 

equilíbrio correto entre bactérias formadoras de flocos e os 

microrganismos filamentosos responsáveis pelos problemas com a 

separação de sólidos. No entanto, nenhum dos métodos são totalmente 

adequados. A desinfecção, 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 são os lodos produzidos 

durante o processo de tratamento biológico, os quais contém um 

conjunto diversificado de bactérias patogênicas, vírus, parasitas 

protozoários e metazoários. Milhões de toneladas de sólidos seco são 

produzidos anualmente em países que utilizam estes tratamentos 

(HETTENBACH et al., 1998). A reutilização benéfica deste lodo 

envolvendo a aplicação para terras agrícolas é, geralmente, considerada 

a melhor opção ambiental. No entanto, a falta de regulamentação e 

respeito aos limites de presença de patógenos têm apontado o lodo de 

esgoto reciclado, como vetor de transmissão de doenças humanas 

(DEFRA, 2002). Regulamentações mais rigorosas têm sido propostas, 

porém processos convencionais de tratamento projetados para atingir o 

máximo de redução de patógenos incorrem em custos elevados de 

investimento e operação. 

A digestão anaeróbia é outro processo bastante utilizado no 

tratamento de resíduos e que requer um equilíbrio da comunidade 

microbiana envolvida para um resultado final satisfatório. Problemas 
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com acidificação de sistemas, devido ao desequilíbrio entre 

acidogênicas e metanogênicas culminam em um efluente pobremente 

tratado além de baixa eficiência na produção de metano, quando o foco 

é o aproveitamento energético.  

A presença de bactérias redutoras de sulfato (BRS) também 

representa preocupação em sistemas de digestão anaeróbia. A presença 

de compostos de enxofre oxidados promove o crescimento de espécies 

dos gêneros Desulfovibrio e Desulfosarcina. Estas bactérias acabam por 

competir por substrato com as bactérias acidogênicas, acetogênicas e as 

arqueas metanogênicas, afetando também a eficácia na degradação e 

reduzindo a produção de metano (KALYUZHNYI & FEDOROVICH, 

1998).  Além disso, a produção associada de sulfeto contribui para 

corrosão e problemas de odor e pode levar precipitação de metais traço 

(STEPHENSON et al.,1994). 

O gás sulfídrico produzido pelas BRS também está diretamente 

ligado a um fenômeno encontrado em larga escala nos reservatórios de 

petróleo, o souring. A forma convencional de controle microbiano nos 

poços é a injeção de biocidas (MAGOT et al., 2000). Contudo, essa 

técnica apresenta desvantagens econômicas, ambientais e baixa 

eficiência em certas condições. Denotando a necessidade de 

investigação de novas alternativas eficientes de biocontrole. 

As bactérias estão presentes no ambiente sob duas formas; 

sésseis ou planctônicas. Na forma séssil, os conhecidos biofilmes, as 

células encontram-se aderidas a uma superfície e entre si formando 

comunidades densas e multicelulares embebidas por uma matriz de 

substancias extracelulares poliméricas, enquanto na forma planctônica 

encontram-se livres e individualizadas (DONLAN & COSTERTON, 

2002).  

Embora biofilmes sejam, muitas vezes, utilizados 

favoravelmente em processos, incluindo tratamento de efluentes e 

produção de biocombustíveis, eles representam um desafio em muitas 

áreas, onde são considerados contaminantes como na indústria de 
alimentos, materiais clínicos da área da saúde humana e animal, 

processos de biocorrosão, contaminação de produtos, problemas de 

impedimento mecânico, biofouling e até transferência de calor 

(FITRIDGE et al., 2012).  
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Os processos de filtração por membranas têm sido amplamente 

aplicados no tratamento de água e esgoto por muitas décadas. 

Preocupações relacionadas à eficácia do tratamento da membrana, 

tempo de vida e controle de biofouling têm recebido grande atenção. 

Para obter uma operação sustentável, com baixa demanda de energia e 

custo de manutenção, é necessário 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 Disseminação ambiental de bactérias resistentes a antibióticos  

 A resistência microbiana aos antibióticos é um dos maiores 

desafios de saúde pública enfrentados no século XXI. Estima-se que as 

bactérias resistentes a antibióticos causam cerca de 23.000 mortes por 

ano nos EUA, chegando a 25.000 na Europa. A situação é semelhante 

em todo o mundo, e até mesmo pior em países subdesenvolvidos, onde a 

alta taxa de doenças infecciosas é associada à rápida emergência de 

resistência microbiana (O‘NEILL, 2016). 

Devido ao uso indiscriminado da penicilina, na década de 

sessenta, 50% das cepas de Staphylococcus aureus já produziam 

enzimas que destruíam a penicilina. Este é o primeiro relato de 

resistência bacteriana a antibióticos. Ao longo do tempo tem-se 

observado um declínio na eficiência dos agentes antimicrobianos 

existentes e as infecções se tornaram mais difíceis e caras para se tratar. 

Assim, as epidemias se tornam cada vez menos controláveis uma vez 

que requerem o uso de drogas que são bem menos acessíveis e muito 

mais tóxicas (HALL, 2004).  

Bactérias patogênicas com largo espectro de resistência a 

antibióticos tornaram-se um perigo considerável para a saúde pública, 

em particular para idosos, crianças e imunocomprometidos (MAHONY 

et al., 2011). O aumento de até mil vezes na resistência aos biocidas por 

parte de determinados microrganismos formadores de biofilmes mais 

largamente utilizados (CORNELISSEN et al., 2011) torna a situação 

ainda mais alarmante.  

Além das características que naturalmente dificultam sua 

remoção os biofilmes ainda têm alta susceptibilidade ao 

desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos, a qual é atribuída a 

várias propriedades intrínsecas do biofilme, como difusão, alterações 
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fisiológicas das células, taxas de crescimento reduzidas, e a produção de 

enzimas que degradam os compostos antibióticos (BRIDIER et al., 

2011).  

Nikaido (2009) expõe que algumas cepas bacterianas tornaram-

se resistentes a todos os antibióticos disponíveis, surgindo as chamadas 

superbactérias. O chamado Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina, geralmente referido como SARM, tornou-se resistente a 

todos os antibióticos e, inclusive a outros desinfetantes. Esta é uma das 

bactérias mais comumente responsáveis por infecções hospitalares.  

Pseudomonas aeruginosa é um dos organismos Gram-negativos 

mais frequentemente isolados em diversos casos de infecção, causando 

problemas sérios, inclusive em pacientes imunocomprometidos (PIRES 

et al., 2011). Uma das características mais preocupantes desta bactéria é 

sua baixa suscetibilidade aos antibióticos A maioria das infecções 

crônicas por P. aeruginosa são notoriamente difíceis de tratar. 

Adicionalmente, esta bactéria tem uma capacidade inata de aderir a 

superfícies e formar biofilmes virulentos, tornando-os persistentes e 

particularmente difíceis de erradicar (AZIZIAN et al., 2015).  

De acordo com Vikesland et al. (2017), a estratégia ideal para 

combater a resistência a antibióticos é reduzir a taxa pela qual os 

microrganismos resistentes evoluem e se propagam. Para tanto é preciso 

entender este problema não apenas como uma questão da área da saúde, 

mas principalmente ambiental. A proposta de um acordo global 

envolvendo práticas para limitar a propagação de bactérias resistentes a 

antibióticos a partir de sistemas ambientais (como o tratamento de 

esgoto sanitário) seria um ponto inicial interessante.   

Em seu trabalho de revisão Pruden et al. (2013) apontaram três 

fontes criticamente importantes de exposição ambiental a antibióticos e 

genes de resistência a antibióticos: a) agricultura terrestre; b) sistemas de 

tratamento de esgoto municipais e de efluentes da indústria farmacêutica 

e hospitais; e c) aquicultura. Limitar os impactos aos ambientes 

aquáticos é de especial interesse porque esses ambientes servem como 
uma fonte de exposição aos seres humanos por meio de uso recreativo, 

banho, ingestão e inalação de aerossóis.  

Nichos ecológicos que são ricos em nutrientes e caracterizados 

por altas concentrações de bactérias são ideais para o desenvolvimento e 
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disseminação da resistência a antibióticos. Organismos resistentes a 

antibióticos entram em ambientes aquáticos através de fontes humanas e 

animais. Estas bactérias são capazes de transferir seus genes para 

micróbios nativos da água que, por sua vez, também contêm genes de 

resistência. Por outro lado, muitos antibióticos de origem industrial 

circulam em ambientes aquáticos gerando alterações nos ecossistemas 

microbianos (BAQUERO et al., 2008). 

Vikesland et al. (2017) propõem o monitoramento da 

resistência a antibióticos como um contaminante ambiental, sugerindo 

que efluentes provenientes de residências, hospitais e fábricas de 

produção de antibióticos, assim como dejetos da produção de animais e 

biocompostos provenientes da compostagem deveriam ser 

constantemente monitorados. A Figura 1 apresenta um esquema das 

principais atividades responsáveis por nutrir o fluxo ambiental de 

resistência a antibióticos, culminando no chamado ―resistoma‖.  

Resistoma é uma expressão proposta por Gerard D. Wright para 

designar o conjunto de todos os genes de resistência a antibióticos e seus 

precursores em bactérias patogênicas e não patogênicas (SURETTE & 

WRIGHT, 2017).  
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Figura 1 Esquema das matrizes e fluxos ambientais que deveriam ser 

monitorados para quantificar a disseminação da resistência a antibióticos. 

 

Fonte: VIKESLAND et al. (2017). 
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2.2 Bacteriófagos 

De acordo com Wommack e Colwell (2000), bacteriófagos são 

vírus que infectam exclusivamente bactérias e utilizam-se de seus 

recursos reprodutivos para replicarem-se. Assim sendo, estes vírus, mais 

conhecidos como fagos, compartilham muitas das suas características 

fundamentais com vírus que infectam animais e plantas e tornam-se 

sistemas modelo para compreender a evolução destes seres no geral, 

principalmente os mecanismos envolvidos na adaptação vírus-

hospedeiro (DENNEHY, 2009). 

Vírus são partículas infecciosas extremamente pequenas, não 

visíveis em microscópios óticos. 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 vírus é comumente 

formado por apenas um tipo de ácido nucleico o qual pode estar presente 

na forma de uma ou de várias moléculas ribonucleicas ou 

desoxirribonucleicas. O capsídeo, invólucro proteico, tem como função 

a proteção do ácido nucleico. Em algumas partículas virais este 

envoltório pode ser mais complexo, tendo camadas adicionais que 

contenham carboidratos, lipídios e outras proteínas (ORLOVA et al., 

2012). 

A descoberta dos fagos, há 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 

águas dos rios da Índia possuía propriedades antibacteriana contra cólera 

e que, mesmo após passar a água por um filtro de porcelana de poros 

bastante reduzidos esse ―fator‖ era conservado (HANKIN et al., 1986). 

Em 1915, Frederick Twort, um bacteriologista britânico, assim como 

Hankin, isolou agentes filtráveis capazes de eliminar colônias 

bacterianas em meios de cultura. No entanto, em função da I Guerra 

Mundial, Twort não deu continuidade a seus estudos. Dois anos mais 

tarde, Felix d‘Herelle relatou observar o mesmo fenômeno e foi além, 

identificando o agente bactericida como um vírus parasita bacteriano, ao 

qual chamou ―bacteriófago‖, passando a realizar experimentos 

aplicando-os no tratamento de infecções bacterianas de disenteria 

(HERELLE, 1933). 

Desde que d‘Herelle provou em um primeiro experimento com 

humanos que a administração de fagos contra infecção bacteriana tinha 

resultados bastante positivos, muitos outros estudos foram conduzidos 
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na área da medicina. Empresas privadas passaram inclusive a produzir 

drogas terapêuticas que levavam fagos como principal agente ativo 

contra as mais diversas infecções.  

Em função da eficácia controversa de alguns tratamentos com 

fagos e com o advento dos antibióticos, a produção comercial de fagos 

terapêuticos cessou na maior parte do mundo ocidental. No entanto, os 

fagos continuaram a ser utilizados terapeuticamente na Europa Oriental 

e na antiga União Soviética (CLOCKIE et al., 2011). 

A abundância dos fagos nos mais diversos ecossistemas se deve 

tanto à disponibilidade das próprias bactérias, quanto à sua capacidade 

de evoluir diante de mecanismos de resistência ou ambientes 

desfavoráveis.  

Após a infecção do hospedeiro os fagos podem ter destinos 

diferentes conforme o tipo de ciclo de infecção que seguirem (Figura 2). 

Alguns fagos seguem o ciclo de infecção lítica ou virulento, enquanto 

outros, o ciclo lisogênico ou temperado, esses são os tipos mais comuns, 

de acordo com Calendar (2005). Contudo, outros autores ainda reportam 

a existência de um terceiro e um quarto ciclo, o pseudolisogênico e as 

infecções crônicas, respetivamente (WEINBAUER, 2004). 

Ciclo lítico: neste ciclo, as células bacterianas são destruídas, através da 

lise celular imediatamente após a replicação do fago no seu interior. 

Assim que as novas partículas virais são liberadas no meio elas 

procuram por um novo hospedeiro para infectar. Os fagos líticos, 

justamente por causarem a lise celular, são os mais visados para uso no 

controle do crescimento bacteriano. 

Ciclo Lisogênico: em contraste com o ciclo lítico, o ciclo lisogênico, 

cujos fagos que o adotam são conhecidos como ―temperados‖, não 

resulta na imediata destruição da célula do hospedeiro. O genoma viral 

será integrado ao DNA genômico da célula hospedeira ou pode 

estabelecer-se como um plasmídeo e será replicado juntamente com a 

replicação da própria bactéria sem, aparentemente, causar danos a 

mesma. Neste caso, o genoma do fago é conhecido como prófago.  O 

vírus permanece dormente até que as condições do hospedeiro se tornem 
hostis, pela deterioração da própria célula, estimulando a ativação do 

prófago que reinicia o ciclo reprodutivo, resultando na lise da célula 

bacteriana. Como o ciclo lisogênico não impede a célula hospedeira de 
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seguir seu ciclo de vida e reprodutivo, o vírus acaba sendo reproduzido 

em todas as células decendentes. 

Ciclo pseudolisogênico: alguns fagos virulentos são capazes de 

transformar seu ciclo lítico em um ciclo pseudolisogênico, no qual o 

fago não provoca a lise celular (ciclo lítico) e nem se integra, 

necessariamente, ao DNA do hospedeiro (ciclo lisogênico). O mais 

interessante exemplo deste ciclo diferenciado se dá quando o fago 

infecta uma célula em processo de esporulação. O DNA do fago, apesar 

de não se expressar nas células em esporulação fica ―aprisionado‖ no 

endósporo em desenvolvimento, aparentemente, como um DNA livre 

(SONENSHEIN, 2005). 

Ciclo crônico: Chamado infecção crônica ou ciclo crônico, ocorre 

quando uma célula bacteriana é infectada e a progênie viral é 

constantemente liberada por brotamento ou extrusão sem causar a lise 

celular do hospedeiro.  

Figura 2 Diferença entre os quatro ciclos de vida possíveis para um fago lítico. 

 

Fonte: Weinbauer (2004). 
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Considerando-se o ciclo de um fago lítico, os quais são de 

maior interesse para aplicação no controle do crescimento bacteriano, 

pode-se dividi-lo em quatro etapas principais (SHAO & WANG, 2008) 

(HENRY et al., 2012): 

(1) Adsorção: inicia-se com o vírus procurando por um hospedeiro 

viável e, ao encontrá-lo, fixando-se na superfície da célula 

bacteriana. 

A adsorção se dá, graças ao reconhecimento e encaixe do fago ao 

chamado ―receptor‖ o qual é uma molécula específica.  Esta é 

considerada a etapa que rege a especificidade do fago em relação ao 

hospedeiro, a qual, por sua vez, é dependente da natureza e 

particularidades estruturais dos receptores presentes na superfície 

da célula bacteriana (HAGENS et al., 2007). A natureza destas 

moléculas receptoras é diferente conforme os diferentes grupos 

taxonômicos, além de ser fortemente determinada pela composição 

da parede celular e estruturas presentes na superfície da célula 

hospedeira (RAKHUBA et al.,2010). 

Portanto, os receptores pertencem a diferentes grupos bioquímicos 

e dentre os mais comuns estão proteínas da superfície, 

polissacarídeos e lipopolissacarídeos (LPS). A eficiência da 

infecção do hospedeiro pelo fago, não depende somente da 

presença da molécula receptora, mas também da sua acessibilidade 

e distribuição espacial na superfície celular (SAMSON et al., 
2013).  É esta interação específica entre a proteína do fago que se 

liga ao receptor e o próprio receptor na superfície da célula 

bacteriana que origina um dos parâmetros pioneiros que definem a 

cinética de infecção do fago (MOLDOVAN et al., 2007).  

Além disso, um dos principais mecanismos de resistência de 

bactérias à infecção por fagos é através da alteração da 

disponibilidade de seus receptores ou, simplesmente, bloqueando o 

acesso dos fagos a eles. Em contrapartida, já foi observado que 

fagos também tem a habilidade de flexibilizar sua capacidade de 

adsorção através, inclusive, da expansão do seu espectro de 

hospedeiros conforme a disponibilidade de receptores alternativos 

(HOYLAND-KROGHSBO et al., 2013).  

 

(2) Injeção do ácido nucleico: A penetração do ácido nucleico se dá 

após enzimas especiais produzidas, principalmente, nas fibras da 

cauda do fago, tornarem a parede celular penetrável. Enquanto o 
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ácido nucleico é injetado para o interior da célula, o capsídeo 

permanece no exterior da célula (CAMPBELL, 2007). 

 

(3) Maturação: produção e montagem de novas partículas virais, 

através do uso dos dispositivos de síntese da própria célula 

infectada.  

Assim que o fago, já no interior da célula bacteriana, inicia a 

expressão gênica, a síntese das primeiras proteínas é voltada para o 

―desligamento‖ dos sistemas próprios do hospedeiro e a imediata 

replicação do genoma do fago. As proteínas expressas na sequencia 

são envolvidas na formação das novas partículas virais e na lise do 

hospedeiro. Por último vem a montagem da cabeça e cauda do fago 

seguida do empacotamento do seu genoma (SKURNIK & 

STRAUCH 2006). 

Para a maioria dos fagos mais estudados sabe-se que o acúmulo da 

progênie antes da sua liberação acontece de forma linear (WANG, 

2006). 

 

(4) Lise: saída da progênie viral através da lise celular para, assim, 

iniciar a busca por um novo hospedeiro.  

Mesmo durante a fase de maturação do fago ocorre a expressão dos 

genes que codificam para proteínas líticas preparando-se, desta 

forma, para uma eventual liberação das partículas virais formadas 

(YOUNG & GILL, 2015). 

A classificação dos bacteriófagos 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 presença de cauda e envelopes de proteção 

(fagos envelopados e não-envelopados).  

A Figura 3 ilustra a classificação dos bacteriófagos conforme 

sua morfologia e tipo de ácido nucleico. 
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Figura 3 Diferentes morfologias de bacteriófagos divididos conforme tipos de 

ácidos nucleicos: ssDNA (DNA de fita simples), dsDNA (DNA de fita dupla), 

ssRNA (RNA de fita simples), dsRNA (RNA de fita dupla). 

  
 A maioria dos bacteriófagos descritos até hoje pertencem à 

ordem dos Caudovirales, apresentam cauda, cabeça icosaédrica e 

contêm DNA de cadeia dupla como ácido nucleico (HAGENS & 

LOESSNER, 2007). 

Os Caudovirales são divididos nas seguintes famílias: 

Myoviridae (cauda longa contrátil), Siphoviridae (cauda longa não 

contrátil) e Podoviridade (cauda curta não contrátil). Mas é 13 o total de 

famílias nas quais todos os bacteriófagos são subdivididos.  Seu 

tamanho pode variar de 24 até 200 nm e o capsídeo pode ter diferentes 

formatos entre icosaédrico, cúbico, filamentoso e pleomórfico 

(ACKERMANN, 2006). 

2.2.1 Ciclo pseudolisogênico e Bacillus subtilis 

Embora estudos sobre o processo de infecção de bactérias por 

fagos tenha uma longa história e seja responsável por grande parte do 

atual conhecimento em genética bacteriana, biologia molecular, 
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evolução e ecologia, ainda há muito a ser explorado, considerando-se a 

complexidade das interações fago-hospedeiro (CENENS et al., 2013). 

Conforme já mencionado, além da clássica bifurcação na 

propagação lítica ou lisogênica 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 lítico 

fica retido no interior de uma bactéria, sem dar continuidade a seu ciclo, 

até a célula sair do estado de dormência provocado por condições 

ambientais desfavoráveis – já é conhecida há dezenas de anos (LOS et 

al., 2012), contudo seu papel tem sido subestimado quando se trata da 

ecologia dos fagos ou da aplicação destes.  

Os bacteriófagos desenvolveram uma ampla gama de 

estratégias de infecção (CALENDAR, 1988) que podem permitir que 

eles mantenham a lisogenia por muitas gerações ou completem seu ciclo 

de vida dentro de um período de tempo bastante curto. Uma vez que 

vírus  co-evoluíram com seus hospedeiros, é natural que tenham 

desenvolvido a capacidade de aproveitar os recursos especiais do estilo 

de vida de seus hospedeiros. Bacillus subtilis é um membro de uma 

grande família de bactérias que respondem ao estresse nutricional 

formando esporos altamente resistentes que podem permanecer 

adormecidos por longos períodos de tempo antes de germinar para 

retomar o crescimento.  

Quando certos fagos líticos infectam células de Bacillus subtilis 

que estão em seus estágios iniciais de esporulação, eles não causam lise 

celular, no lugar disso o genoma do fago injetado permanece 

efetivamente adormecido e fica aprisionado no esporo (SONENSHEIN, 

1970). Quando as condições favoráveis de crescimento do hospedeiro 

retornam, a germinação do esporo libera o genoma do fago retido, que 

então entra em sua fase lítica, resultando na lise da célula e na liberação 

da progênie do fago.  

Embora os mecanismos moleculares envolvidos nessa poderosa 

estratégia de sobrevivência dos fagos sejam ainda bastante 

desconhecidos, Takashi (1961) demonstrou ser possível induzir, 

deliberadamente, o ciclo pseudolisogênico em fagos, através de 

experimentos relativamente simples, de incorporação do fago em 

esporos de Bacillus subtilis. 
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O esporo bacteriano representa um mecanismo de conservação 

de informação genética altamente eficiente (DRIKS, 2002). Esporos 

podem ser encontrados em amostras isoladas de, praticamente, todas as 

partes da superfície e subsolo terrestre (NICHOLSON et al.,2000) e, 

ainda, associados a animais e plantas. A diversidade fenotípica e 

metabólica permite que sejam, inclusive, isolados de ambientes com 

condições extremas, como temperaturas elevadas, alta salinidade, 

condições ácidas ou alcalinas, entre outros (SETLOW, 2006; LOGAN 

& DE VOS, 2009).  

Os esporos bacterianos são estruturas completamente diferentes 

das células vegetativas: são bem delineadas e brilhosas quando 

observadas em microscopia de contraste de fase (MCF), possibilitando 

sua distinção como ―estruturas refráteis‖, justamente por serem 

refratários à luz. Outra grande diferença em relação às células 

vegetativas é sua alta resistência a estresses tipicamente letais (GIORNO 

et al., 2007). Esporos são capazes de resistir a extremos de temperatura, 

radiação, agentes químicos e tempo (DRIKS, 2002). Essas propriedades 

são conferidas aos esporos graças às características de composição 

química e ultraestrutura. 

Esporos são formados durante a fase estacionaria, em resposta a 

uma complexa rede de transdução de sinal, que integra uma variedade 

de características ambientais e, pelo menos, dois fatores principais: a 

privação de nutrientes e densidade populacional (MCKENNEY et al., 

2013). Com o crescimento populacional há uma elevação dos níveis de 

proteínas secretadas, que atuam como auto indutores de quorum sensing. 

Quando as moléculas sinalizadoras atingem níveis intracelulares 

elevados induzem uma extensa cascata de fosforilação e, 

consequentemente, o início da formação de um esporo ou processo de 

esporulação.  

Taxonomicamente, a capacidade de formar esporos é a 

característica mais importante em nível de gênero 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 esporulação é característica de cada espécie e, 
portanto, de grande validade para classificação. Bacillus subtilis estão 

alocados dentro da classe Bacilli, uma das mais representativas deste 

filo.  
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O tamanho diminuto da maioria dos esporos (<1 μm), a ampla 

distribuição no ambiente, resistência extrema a bactericidas 

convencionais, além da habilidade em permanecerem dormentes e 

viáveis por milhares de anos, fazem com que essas células sejam 

singularmente bem preparadas para sobrevivência, sendo alguns, além 

de tudo, patógenos eficientes. Este último é o caso de Bacillus cereus, 

conforme já descrito em item anterior.  

A formação do esporo pode ser dividida em um estágio inicial 0 

e sete estágios consecutivos (I à VII), morfologicamente reconhecíveis 

(Figura 4). Os sucessivos estágios metabólicos da esporulação foram 

bem estabelecidos utilizando MCF, em conjunto com microscopia 

eletrônica (PIGGOT & COOTE, 1976). 

Figura 4 Ciclo celular de células formadoras de esporos com respectivos 

estágios de esporulação. 

 

 

No estágio 0, ao reconhecer um ambiente bioquimicamente 

desfavorável ao seu desenvolvimento (por exemplo, pobre em 

nutrientes), uma célula em final de fase logarítmica com genoma 

duplicado inicia o processo de esporulação. A diferenciação se inicia 

com a formação do filamento axial (estágio I), seguido da formação do 

septo (estágio II) originando dois compartimentos, o maior deles é a 

célula mãe, e o menor é chamado de pré-esporo. Em seguida, a célula 

mãe engolfa o pré-esporo (estágio III). Logo após o engolfamento 

inicia-se a formação e montagem das camadas que irão compor o esporo 
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maduro, a deposição do córtex e possível formação do exósporo (estágio 

IV) e a estruturação da capa e demais componentes externos (estágio V 

e VI) como a crosta e apêndices externos ao exósporo. No estágio final 

(estágio VII), a parede celular do esporângio é degradada, liberando o 

esporo maduro no ambiente. Esporos são rapidamente capazes de 

germinar e continuar o ciclo vegetativo em resposta à presença de 

nutrientes (NICHOLSON& SETLOW, 1990). 

A importância no entendimento dos estágios de formação dos 

esporos é baseada no fato de que, para que o ciclo pseudolisogênico de 

um determinado fago seja desencadeado, ele precisa infectar a célula 

durante este processo e, preferencialmente, entre os estágios I e III, uma 

vez que após a célula mãe engolfar completamente o pré-esporo as 

chances do genoma do fago ficar dentro da estrutura q será o futuro 

esporo maduro são remotas.  

2.2.2 Bacteriófagos Polivalentes  

 A existência de fagos polivalentes passou a ser cogitada devido 

a observações de concentrações relativamente alta de fagos marinhos em 

partes do oceano onde seus hospedeiros originais encontravam-se em 

número bastante reduzido dentro de um universo total de 

microrganismos totalmente heterogêneo. Questionando-se como seria 

possível estes fagos manterem seus ciclos de infecção sob condições, 

aparentemente, não favoráveis, concluiu-se que tais fagos poderiam ser 

capazes de infectar mais que uma espécie de bactéria ao mesmo tempo 

(CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004). 

 Alguns estudos sugerem que fagos isolados de ambientes 

marinhos pobres em nutrientes tem tendência em direção a ampliação do 

seu espectro de hospedeiros, representando, possivelmente, uma 

adaptação à baixa concentração dos hospedeiros originais.  

Tem-se observado que a coevolução de fagos junto de seus 

hospedeiros ao mesmo tempo que leva a um aumento de resistência por 

parte das bactérias, também é responsável pelo aumento da infectividade 

por parte dos agentes virais e, ao longo do tempo, pela ampliação do 

espectro de hospedeiros  dos fagos (HALL, 2011). Coevolução consiste 

em mudanças recíprocas através de adaptação 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 própria ecologia dos 

bacteriófagos (ROSS et al., 2016). 

A maioria dos fagos isolados até o momento são, em geral, 

monovalentes ou contêm um espectro de hospedeiros limitado, 

infectando apenas algumas estirpes de bactérias dentro da mesma 

espécie. A alta seletividade do fago em relação a um hospedeiro pode se 

tornar uma estratégia mais viável sob condições de baixa diversidade de 

hospedeiros e alta densidade. Contudo, tratando-se de ambientes cuja 

população microbiana é heterogênea e as relações interespecíficas mais 

complexas, demonstrou-se que fagos menos específicos têm melhor 

desempenho (YU et al., 2017a). 

A etapa de isolamento do fago é a que definirá entre a seleção 

de um fago específico 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 então acabam selecionando fagos altamente específicos 

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 segurança para a diversidade de um ecossistema, sendo 

esta, inclusive, uma vantagem apresentada em relação aos antibióticos 

tradicionais. Há autores que a apontam como uma desvantagem em 

meios onde se deseja total assepsia, como o caso de alimentos (KUMAR 

et al., 2007). 

De acordo com Sillankorva et al. (2010) a especificidade dos 

fagos em relação ao hospedeiro pode ser uma desvantagem quando 

aplicados em situações como remoção de biofilmes, uma vez que estes 

consistem em um consórcio de muitos microrganismos diferentes.  

São muitos os estudos que, realizados com fagos extremamente 

específicos, relatam limitações na eficiência do biocontrole. Isso se dá 

porque o número de fagos isolados e caracterizados é limitado quando 

comparado a um meio com alta diversidade na população microbiana 

resultando em um tratamento ineficiente, mesmo quando mais de um 

fago específico é aplicado (CARLTON et al., 2005). 
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Tradicionalmente, coquetéis de fagos tem sido propostos para 

solucionar a baixa eficiência de fagos específicos para o controle em 

ambientes com maior variedade de espécies bacterianas. No entanto, 

tentar ampliar a ação de um coquetel adicionando diferentes fagos, 

implica no desafio de garantir um produto com multicomponentes, bem 

definido e com aprovação dos órgãos regulatórios a cada mudança, por 

isso, Lu & Koeris (2011) defendem que, optar por protocolos ou 

técnicas de biotecnologia que expandam o espectro de hospedeiros de 

um fago único é bastante mais vantajoso. 

Entre os fagos polivalentes mais conhecidos e amplamente 

estudados estão 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 família Myoviridae, também tem ciclo lisogênico e é 

capaz de induzir transposição genética e por esse motivo despertou 

muito interesse na área da biologia molecular (JENSEN et al., 1998). 

Contudo, o estudo de poucos fagos de amplo espectro de hospedeiros, 

não representa o universo complexo dos fagos polivalentes. Existe 

muito ainda a ser explorado, estudado e observado, tanto no que diz 

respeito ao isolamento quanto à aplicação deste tipo de fago.  

Muitos estudos sobre fagos, sua ecologia e biologia, são 

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 

importância ecológica é em grande parte inexplorada, são 

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 múltiplas 

estirpes hospedeiras durante o isolamento pode produzir de forma mais 

confiável fagos com maior espectro de hospedeiros (YU et al., 2016; 

ROSS et al., 2016).  

2.3 Aplicação de fagos como ferramentas de controle biológico 

Logo após sua descoberta, os fagos passaram a ser utilizados no 

controle de patógenos bacterianos, em especial na área da saúde, para 

tratamentos clínicos de infecções. Entretanto, a fagoterapia foi 

abandonada no ocidente, devido principalmente a resultados ambíguos e 

a descoberta dos antibióticos. Em alguns países da Europa Oriental e os 
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que formavam a União Soviética a fagoterapia continuou a ser utilizada 

(WEINBAUER, 2004). 

Outro motivo da queda no interesse no uso de fagos para o 

controle de infecções bacterianas foi o baixo grau de atividade in vivo 

quando comparado com as pesquisas in vitro (SMITH e HUGGINS, 

1982).  

A partir da década de 80, muitos pesquisadores motivados, 

principalmente, pela crise de resistência a antibióticos na medicina 

voltaram a incluir os bacteriófagos em seu campo de interesse. O 

número crescente de trabalhos nesta área leva a assumir-se uma "nova 

era da pesquisa fagos" (BRUSSOW, 2014). 

Desde então, 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 orgânica na biosfera a nível 

global. Os fagos influenciam a evolução dos genomas bacterianos (mais 

obviamente no desenvolvimento da patogenicidade bacteriana) e podem 

fornecer ferramentas potenciais para enfrentar a crise de resistência aos 

antibióticos na medicina (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004) 

Agências reguladoras dos Estados Unidos, como a US Food and 

Drug Administration (FDA), US Environmental ProtectionAgency 

(EPA) e United States Department of Agriculture (USDA) já têm 

aprovado produtos baseados em fagos, favorecendo seu uso em diversas 

indústrias, como de alimentos, na agricultura, e no diagnóstico clínico 

(SABOUR e GRIFFITHS, 2010). Exemplos de produtos de fagos 

disponíveis nos EUA incluem AgriPhage (Omnilytics), um tratamento 

para pragas bacterianas de plantas de tomate e pimenta que também é 

aprovado para produção de alimentos orgânicos e ListShield (Intralytix), 

um coquetel de fagos criado para reduzir ou eliminar a listeriose 

alimentar. 

Uma das principais características de qualquer vírus é a sua 

necessidade de usar o sistema reprodutivo de seu hospedeiro para poder 

se replicar, no caso dos fagos, esta característica 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 contrário do desenvolvimento de resistência aos antibióticos 

quimioterápicos por parte das bactérias, os bacteriófagos estão 

constantemente evoluindo para contornar as barreias impostas pelo 

hospedeiro à infecção. Isto leva a um equilíbrio evolutivo permitindo a 

proliferação tanto dos agentes infecciosos quanto de seus hospedeiros 

(CARRILLO et al., 2005). 

Para aplicações de controle microbiano, a maioria das pesquisas 

tem se concentrado no uso médico de fagos para tratar infecções 

específicas. Entre 1983 e 1985, seis artigos foram publicados para 

relatar os resultados de um grande estudo polonês que envolveu 10 

hospitais, 550 pacientes (518 dos quais não responderam a antibióticos) 

foram tratados de septicemia bacteriana usando fagoterapia. A taxa de 

sucesso global, evidenciada pela recuperação acentuada ou completa, foi 

de 92%. Vários outros exemplos da aplicação médica bem sucedida de 

fagos incluem tratamento de meningite cerebrospinal, infecções 

cutâneas e mucosas, infecções pulmonares e doenças urológicas 

inflamatórias, principalmente em hospitais da Europa Oriental 

(SULAKVELIDZE et al.,2001). 

Embora desde seu descobrimento a aplicação de fagos tenha se 

direcionado bastante para a medicina, no tratamento de doenças 

infecciosas, este agente de biocontrole vem ganhando espeço em muitas 

outras áreas, com inúmeros estudos mostrando resultados bastante 

promissores.  

Na área de alimentos, muitos fagos foram isolados para 

bactérias específicas, principais responsáveis por problemas de 

contaminação, tanto em etapas do processo produtivo quanto no próprio 

manuseio doméstico. Os alvos vão desde Salmonella (SILLANKORVA 

et al.,2010; LAPP et al., 2009), Campilobacter (JANEZ e CARRILLO, 

2013), Listeria e Escherichia (GOODRIDGE e BISHA, 2011).  

Estudos na área veterinária também revelaram o potencial da 

aplicação de fagos tanto para profilaxia quanto no uso terapêutico em 

aves, gado bovino e suínos (JOHNSON et al., 2008). 

Uma das séries mais conhecidas de estudos sobre o uso de 
fagos em medicina veterinária é do Instituto de Pesquisa em Doenças 

Animais em Houghton, Cambridgeshire, Grã-Bretanha. Os 

pesquisadores iniciaram a pesquisa tratando infecções experimentais de 

E. coli em camundongos (SMITH e HUGGINS, 1982). Durante estudos 
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posteriores, os autores descobriram que uma única dose de um fago 

específico para E. coli reduziu, por muitas ordens de grandeza, o número 

destas bactérias no trato alimentar de bezerros, cordeiros e leitões 

infectados. Todos os animais tratados por fagoterapia recuperaram-se e 

sobreviveram (BARROW e SOOTHILL, 1997).  

Na área de saneamento, as pesquisas têm focado em sistemas de 

tratamento de efluentes. Fagos têm sido usados tanto para a redução de 

organismos patogênicos (inclusive aqueles resistentes antibióticos) 

quanto no controle de microrganismos que causam danos ao bom 

funcionamento dos lodos ativados, como no caso das bactérias 

filamentosas, que prejudicam o fenômeno de sedimentação do lodo 

(LIU et al., 2015).  

Um dos campos mais recentemente explorados é o uso de fagos 

contra biofilmes bacterianos. Muitos estudos têm se voltado para os 

diversos mecanismos possíveis através dos quais fagos podem destruir e 

controlar bactérias formadoras de biofilmes, desde dissolução da 

estrutura do biofilme através dos produtos formados até a infecção e 

morte direta dos microrganismos (CHAN e ABEDON, 2015).  Em 2007 

Lu & Collins realizaram um trabalho de dispersão de biofilmes através 

de engenharia enzimática de bacteriófagos, os quais foram 

desenvolvidos para produzir uma enzima degradadora de biofilmes. 

Mesmo na medicina, pesquisas inovadoras sugerem o uso de 

fagos não apenas como agentes de biocontrole, como tradicionalmente. 

Yacoby et al. (2007) estudaram uma nova aplicação de bacteriófagos 

filamentosos (M13) como uma plataforma para carreamento de drogas, 

para a bactéria alvo que poderia inibir parcialmente a multiplicação de 

bactérias como o Staphylococcus aureus. Em conclusão, os autores 

afirmam que a genômica de bactérias e fagos apresentam uma nova 

alternativa para a melhoria da antibiótico-terapia. 

A terapia com bacteriófagos para o controle microbiológico 

pode ser um método promissor, apresentando vantagens em comparação 

com outros métodos: fagos são muito eficientes em capturar seu alvo 

específico, 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 são auto-limitantes, ou seja, se 

replicam somente na presença da bactéria, podem ser administrados em 

dose única e não causam efeitos paralelos indesejáveis, como no caso de 

agentes químicos (ATTERBURY et al., 2007). 
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Um número restrito de estudos já existem testando a eficiência 

do uso bacteriófagos na remediação e prevenção do souring a partir do 

controle de BRS, tirando vantagem da capacidade de infecção e lise de 

células bacterianas por esse tipo de vírus. 

Eydal et al. (2009) isolaram fagos de Desulfovibrio aespoeensis 

a partir de amostras de diferentes poços de extração de petróleo, usando 

o método padrão do número mais provável (NMP). Foram isolados 5 

tipos de fagos diferentes denominados pelos pesquisadores: Hey1, 

Hey2, Hey3, Hey4 e Hey5, todos pertencentes ao grupo morfológico 

Podoviridae. Para descobrir o espectro de hospedeiros dos fagos 

isolados, foram utilizadas seis espécies diferentes de Desulfovibrio, os 

quais foram submetidos à infecção pelos 5 fagos. O D. aespoeensis foi o 

único hospedeiro infectado (Figura 2), revelando a especificidade 

restrita destes bacteriófagos. Os próprios autores sugeriram que a 

especificidade dos fagos pode ser minimizada através da utilização 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 satisfatórios ao testar a eficiência dos fagos no controle de 

crescimento de Desulfovibrio em meio líquido.  

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 específico apenas para P. fluorescens. 

O fago infectou seu hospedeiro, danificando parcialmente a estrutura do 

biofilme e liberando as células da outra espécie, não suscetível a ele, 

para a fase planctônica. A partir desta mudança – do biofilme para o 

meio livre – o tratamento com biocida comum torna-se mais efetivo, 

eliminando o restante dos microrganismos. 

Na área ambiental se faz de suma importância o 

desenvolvimento de técnicas de isolamento de fagos polivalentes, em 

especial, quando se trata de sua aplicação em sistemas ambientais com 

populações heterogêneas e dinâmica 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 abundância 

dos principais grupos microbianos funcionais.  

O tratamento com fagos tem o potencial de controlar os 

problemas ambientais nos processos de tratamento de águas residuais, 

tais como: formação de espuma em plantas de lodos ativados; 

desaguamento e digestibilidade do lodo; eliminação de bactéria 

patogênicas; e reduzir a competição entre bactérias problemáticas e 

populações microbianas funcionalmente importantes. Contudo a 

aplicação bem-sucedida de fagos nesta área, requer uma compreensão 

mais completa da dinâmica e interações da comunidade microbiana 

destes sistemas além do aprofundamento das interações fago-hospedeiro 

e suas consequências para o ecossistema em questão. 

2.4 Desafios no uso de fagos como ferramentas de biocontrole. 

Um dos aspectos mais importantes no uso de fagos como 

agentes de biocontrole está em garantir a efetividade do tratamento. Para 

isso, é preciso mais do que apenas isolar o fago certo para o 

microrganismo alvo. É preciso garantir que todo o processo de 

aplicação, desde dosagem até a adsorção do fago nos receptores certos e 

a continuação de seu ciclo lítico sejam conduzidos de forma eficiente e, 

assim, não incorrer em erros semelhantes aos que levaram a fagoterapia 

a ser deixada de lado logo após sua descoberta.  

De acordo com Marsh e Wellington (1994), para a 

multiplicação de um fago ocorrer em determinado ambiente, este fago 

deve ser capaz de proteger seu genoma de condições adversas, ter livre 

acesso ao hospedeiro, para dar início ao processo de infecção, e ser 

capaz de transformar a célula bacteriana em uma unidade de produção 

de sua progênie.  

Como com qualquer agente antimicrobiano, concentrações 

suficientes devem ser obtidas in situ para garantir o controle microbiano. 

No entanto, o fornecimento ineficiente de fagos causado por absorção 

não específica, barreiras físicas ou decaimento de fagos é outro grande 

obstáculo para o controle microbiano baseado em fagos. A remoção de 

vírus durante a entrega de fagos ocorre por adsorção viral a flocos de 

lodo, partículas suspensas e bactérias não alvo. A penetração deficiente 

do fago no biofilme pode, portanto, limitar a eficácia 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). 

Vários fatores físico-químicos referentes ao ambiente – entre 

eles temperatura, acidez, salinidade e a presença de determinados íons – 

são determinantes para a ocorrência, viabilidade e manutenção dos 

bacteriófagos, sendo responsáveis, muitas vezes, pela inativação das 

partículas virais através de danos causados à sua estrutura física, perda 

lipídica e/ou mudanças na estrutura do DNA (ACKERMANN et al, 

2004). Outros fatores importantes também são a carga viral utilizada, o 

tipo de meio, umidade e fatores intrínsecos como força iônica que 

podem prejudicar a adsorção do fago à superfície 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. 

 
Fonte: Adaptada de Ly-Chatain (2014). 
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Em virologia a proporção entre o vírus e a bactéria alvo é 

determinada pelo termo MOI (multiplicidade de infecção), que diz 

respeito à quantidade de fagos adicionada por célula durante a infecção 

(ELLIS & DELBRÜCK, 1939).  Esta variável é muito importante no 

planejamento de um tratamento com fagos e para sua determinação 

correta é preciso levar em consideração alguns aspectos: o ciclo de 

replicação do fago, a resistência dele em relação às condições 

ambientais do meio onde será aplicado e o tipo de abordagem aplicada 

ao tratamento, se passiva ou ativa.   

Na metodologia passiva o fago é adicionado ao sistema em 

quantidades suficientes para infectar e provocar a lise celular de toda 

população microbiana já existente em um curto espaço de tempo. O 

tratamento com viés ativo, implica na adição de menores quantidades 

iniciais de fago, o qual irá se replicar ao mesmo tempo que começa a 

eliminação das bactérias alvo, conforme seu ciclo lítico for acontecendo 

(GILL, 2010). 

Embora fagos possam ser encontrados em quase todos os 

ambientes do planeta, resistindo a muitas condições adversas, muitos 

estudos já mostraram que, apesar de sobreviver, seu ciclo de vida pode 

ser bastante prejudicado. A proliferação de muitos fagos é limitada em 

pH menor que 4,5. E, dependendo do tempo de exposição, as partículas 

virais podem ser inativadas em valores de pH mesmo um pouco mais 

elevados (WATANABE et al., 2007). 

Vários fagos isolados, quando expostos a temperaturas 

superiores a 45
o
C por períodos de tempo não maiores que 1 hora perdem 

sua capacidade de formar placas de lise quando testados com o 

hospedeiro. Temperaturas superiores a 70
o
C em períodos inferiores a 30 

min, extinguem completamente as partículas virais de uma amostra (LI 

et al, 2016; MA et al., 2016).  

A especificidade em relação ao hospedeiro é uma das 

características mais importantes dos bacteriófagos. A infecção 

bacteriana começa pela ligação do bacteriófago a receptores específicos 

na superfície das bactérias. Alguns fagos possuem um baixo espectro de 

infecção, enquanto outros são de amplo espectro, o que significa que 

podem infectar muitas estirpes de bactérias de espécies únicas ou 

múltiplas (AZEREDO & SUTHERLAND, 2008).  
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De acordo com Mateus et al. (2014) é justamente esta 

especificidade que torna a seleção do bacteriófago correto em relação ao 

hospedeiro um fator chave no sucesso no uso de fagos para o controle 

biológico.  Estes autores testaram o uso de fagos para a inativação de 

Vibrios na aquicultura e observaram que, ao utilizar um coquetel, a 

eficiência do processo aumentava muito mais em relação ao uso de um 

único fago, uma vez que, neste caso, também não estavam lidando com 

apenas uma espécie de hospedeiro.  

 Quando se trata de reservas de petróleo, por exemplo, as 

condições ambientais encontradas nestes locais têm impacto importante 

sobre o crescimento microbiano, sua sobrevivência e as relações 

estabelecidas no ecossistema local.  

Há poços com altas temperaturas de fundo, além de salinidade e 

pH extremos. No entanto, nem a pressão dentro dos reservatórios (até 

500 atm) impede de todo que haja crescimento bacteriano, embora possa 

influenciar nas suas propriedades fisiológicas e metabólicas (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 são altamente determinantes em qualquer tentativa 

de controle destas populações.  

A adsorção do fago em uma superfície ou receptor impróprio 

tem forte influência sobre sua difusão. Bacteriófagos não se locomovem 

independentemente, já que não possuem mecanismos para tal, seu 

transporte no meio depende de sua adsorção aos organismos presentes. 

Por isso, este também se torna um fator limitante à sua atividade, 

considerando que se for adsorvido a um receptor impróprio, é provável 

que isso influencie negativamente sua difusão pelo meio. Considerando 

isso Walshe et al. (2010) investigaram o efeito do pH, da força iônica, 

matéria orgânica dissolvida e vazão no transporte de bacteriófagos. Eles 

observaram que a altas vazões facilitam o transporte de vírus ligados a 

coloides, enquanto baixos valores de pH e força iônica elevada retardam 

sua mobilidade por aumentarem a adsorção das partículas virais ao meio 

sólido do aquífero. 

Em relação aos biofilmes, a difusão de fagos também é afetada 

pela fase de crescimento do hospedeiro. Células vivas ativas aumentam 

o processo de difusão do fago no biofilme, porque eles aumentam sua 

proliferação proporcionalmente ao seu crescimento, enquanto que as 
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células mortas adsorvem um grande número de fagos e, assim, 

interferem na sua difusão (HU et al., 2012). 

Além de todos os obstáculos externos que um fago pode 

encontrar antes de, finalmente, encontrar seu hospedeiro, ainda há outro 

aspecto relevante capaz de impedir que ele complete seu ciclo lítico: o 

desenvolvimento de resistência por parte da bactéria. Em ambientes 

naturais é comum que bactérias tenham múltiplas barreiras anti-fagos. 

Este é um processo natural que mantém o equilíbrio ecológico.  

Bactérias podem desenvolver resistência aos fagos através de 

uma variedade de mecanismos de defesa. Para limitar a adsorção de 

fagos, as bactérias podem bloquear os receptores de fagos na superfície 

celular através da criação de fatores que se liguem aos sítios das 

moléculas receptoras (FOSTER, 2005) ou de adaptações na estrutura na 

estrutura tridimensional das moléculas (UHL & MILLER, 1996). Outra 

forma de prevenir o acesso dos fagos aos receptores é através da 

produção de matrizes extracelulares, que servem como barreiras físicas 

de proteção não apenas contra fagos, mas outros fatores de risco 

(HAMMAD, 1998).  

O hospedeiro também pode impedir a entrada do DNA do fago 

após ele se ligar ao receptor. Os sistemas de exclusão de superinfecções 

são formados por proteínas que conferem imunidade à bactéria através 

do bloqueio da entrada do fago (LU & HENNING, 1994; MOAK & 

MOLINEUX, 2000).    Os sistemas de modificação/restrição 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 continuação do 

ciclo lítico. Ainda, existem os sistemas abortivos de infecção 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 própria 

bactéria (MOLINEUX, 1991).  

Para enfrentar o desafio da resistência bacteriana, o método 

tradicional é a adoção de coquetéis de fagos. Abuladze et al. (2008) 

relataram ausência de incidência de E. coli O157: H7 resistentes em 

alimentos tratados com um coquetel de três fagos. No entanto, Tanji et 
al. (2004) demonstraram que, embora os coquetéis possam atrasar a 

evolução da resistência aos fagos, bactérias e fagos eventualmente 

coexistirão em equilíbrio e desencadearão a resistência. 
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Considerando os inúmeros fatores que interferem, direta ou 

indiretamente, na eficiência 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 MÉTODOS 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia 

Ambiental do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da Rice 

University, Houston-TX, sob a supervisão do Prof. Dr. Pedro Alvarez. 

Parte dos resultados foram produzidos em trabalho conjunto com o Dr. 

Pingfeng Yu.  

3.1 Cepas bacterianas utilizadas e condições 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 líquidos de microrganismos foram em meio 

Caldo de Soja Tripticaseína (Tryptic soy broth - TSB) a 37 °C. Os 

cultivos foram estocados no próprio meio a 4°C, sendo periodicamente 

repicados. Para o cultivo sólido, através de plaqueamento, Tryptone 

Base-Layer Agar (TBA) foi utilizado na camada de ágar base. 

O método de dupla camada de ágar (ADAMS, 1959) foi 

aplicado para cultivo sólido e contagem de fagos, para tanto e Tryptone 
Soft Agar (TSA) foi utilizado na camada superior. Alíquotas de 100 µL 

das suspensões de fago, devidamente diluídas, foram inoculadas em 5 

mL de TSA já contendo a bactéria hospedeira e disposto em banho 

quente, a 45
o
C. Em seguida o TSA foi vertido sobre o ágar base, 

permitindo sua solidificação e então as placas foram incubadas a 30 
o
C. 

3.2 Obtenção de fagos polivalentes 

3.2.1 Preparação do estoque heterogêneo de fagos  

Os fagos foram isolados de estoques heterogêneos primários, os 

quais foram gerados a partir de amostras de solo coletadas no Campus 

da Rice University, Houston-TX.  Porções de solo foram misturadas ao 

meio TSB em uma proporção de 1:1 (v/v), após enriquecimento 

overnight, a 37 
o
C e agitação de 160 rpm, a cultura foi agitada por 5 min 

61



 
 

em vortex (Fisher Scientific) e centrifugada a 7.000 rpm por 10 min, 

para remoção de sólidos mais grosseiros. Para desprender os fagos dos 

sedimentos ainda presentes foi adotado tratamento com pirofosfato de 

sódio, o qual é adicionado à suspensão até chegar a uma concentração 

final de 5 mM, após 15 min de incubação em temperatura ambiente, 

protegido da luz, a suspensão passa por 30 segundos de sonicação, 

seguido de 3 min de agitação manual, repetidos 3 vezes (DANOVARO 

& MIDDELBOE, 2010). Na sequência, aplicou-se etapas de 

centrifugação e filtração para remover partículas maiores que 0,2 µm 

(PARK et al., 2012). As partículas virais foram, então, concentradas, 

adaptando-se o método proposto por Colombet et al. (2007). Esta 

metodologia consiste em adicionar às amostras filtradas polietilenoglicol 

8000 (PEG 8000 - Sigma-Aldrish) e NaCl até concentrações finais de 10 

e 0,6%, respectivamente. Em seguida, incuba-se no escuro a 4 
o
C, por 

cerca de 12 h, após as quais centrifugou-se a 10000 rpm por 20 min, 

mantendo-se os 4 
o
C. O pellet branco obtido após a centrifugação 

continha os vírus cristalizados. Este pellet foi ressuspenso em tampão 

salino SMB (50 mmol/L Tris-HCl, pH 7,5; 0.1 mol/L NaCl; 8 mmol/L 

MgSO4; 0.01% gelatina) e filtrado em membrana para seringa de 0,22 

µm.  

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 múltiplos hospedeiros‖ descrita por Yu et al. 
(2016) e desenvolvida neste mesmo laboratório. Na abordagem original 

do método (Figura 6), o estoque de fago é, primeiramente, testado em 

um hospedeiro inicial (Hospedeiro 1) em uma placa de dupla camada de 

ágar. Após incubação a 37 
o
C, por 18 horas, as placas de lise formadas 

são coletadas e incubadas a 37 
o
C em uma cultura bacteriana diferente 

da primeira (Hospedeiro 2). Amostras desta cultura são coletadas após 

2h, 6h e 12h de incubação, nas quais é adicionado clorofórmio em uma 

proporção de 5% (v/v) para promover a lise das células bacterianas. 

Após filtração em seringa com membrana de 0,2 µm, as amostras dos 

diferentes tempos são misturadas e submetidas ao ensaio de dupla 
camada de ágar utilizando o Hospederio 2. Todas as etapas mencionadas 

são, então, 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 

múltiplos hospedeiros para obtenção de fagos polivalentes 

 

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 ágar (Figura 7), 

sendo um Gram-positivo e um Gram-negativo, induzindo-se assim, a 

seleção de fagos capazes de infectar ambos os hospedeiros ao mesmo 

tempo. E, ao final, uma única placa de lise foi coletada da última placa 

contendo os hospedeiros 1 e 2 foi diluída em SMB.  
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Figura 7 Abordagem modificada do Isolamento sequencial por múltiplos 

hospedeiros, incluindo um hospedeiro Gram-positivo e um Gram-negativo em 

cada uma das etapas do processo. 

 

3.2.3 Purificação dos fagos  

Os fagos isolados foram purificados através de três 

plaqueamentos sucessivos com seleção   de placas de lise únicas em 

cada um, de acordo com procedimento padrão (SAMBROOK et al, 
1989). Em uma nova etapa de concentração adicionou-se 

polietilenoglicol 8000 (PEG-8000) na concentração de 10% (p/v) com 

incubação a 4
o
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 ágar 

(UFP/mL), mantidos a 4°C em SMB e periodicamente renovados 

através de enriquecimento com o hospedeiro de produção. 

3.3 Espectro de hospedeiros dos fagos isolados e eficiência de 

plaqueamento (EOP) 

O primeiro passo na determinação de quais bactérias o fago é 

capaz de infectar é o ensaio ―Drop Spot test‖ (KUTTER, 2009). Este 

método consiste em depositar uma gota (10 µL) da suspensão de fagos 

em questão – preferencialmente com uma concentração acima de 10
8
 

UFP/mL – na camada superior de uma placa de dupla camada de ágar 
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onde a bactéria já foi adicionada ao TSA (camada superior) e incubá-la 

overnight.  

Quanto ao EOP, este é um valor relativo referente à contagem 

de placas de lise em uma dada bactéria hospedeira comparada com a 

contagem máxima obtida no hospedeiro principal, ao qual atribui-se 

EOP de 1,0.  Para a contagem das placas de lise utilizou-se o método de 

dupla camada de ágar utilizando-se os diferentes hospedeiros revelados 

pelo Drop Spot Test. 

3.4 Experimento em cultura líquida 

Testes em cultivo líquido foram realizados com o intuito de 

demonstrar o potencial inibitório dos fagos no crescimento das bactérias 

hospedeiras. Estes experimentos também são uma forma de confirmar o 

espectro de hospedeiros de um fago.  

Os experimentos, em batelada, foram conduzidos em placas de 

96 poços onde a densidade ótica (OD600) do líquido foi monitorada. 

Cada poço foi inoculado com a bactéria em fase de crescimento 

exponencial, em uma concentração próxima a 10
8 

UFC/mL. A 

concentração de fagos utilizada foi de 10
9
 UFP/mL, garantindo um MOI 

inicial de 10 com relação a todos os hospedeiros.  

O leitor de placas SpectraMax Gemini XPS Microplate Reader 

da Molecular Devices – MA, foi configurado com os seguintes 

parâmetros: 600nm, 30°C, 12 horas de processo, com agitação de 2s 

antes das leituras, as quais foram realizadas a cada 30 min desde o 

tempo zero.   

3.5 Caracterização do ciclo de vida e morfologia dos fagos isolados 

3.5.1 Taxa de adsorção do fago 

Os experimentos de adsorção dos fagos foram realizados 

conforme descrito em Kropinski (2009). Diluiu-se uma cultura do 

hospedeiro em fase exponencial de crescimento até se obter uma DO650 
de 0,1-0,2. Em um agitador (Multi-Therm Shaker, BenchMark 

Scientific-NJ), a 60 rpm e 30
o
C, adicionou-se 1 mL da suspensão de 

fagos, contendo cerca de 10
5
 PFU/mL, a 9 mL da cultura de bactérias. 

Foram retiradas alíquotas de 50 μL em intervalos de 1 minuto, até 

completar 12 min (T1 a T12). A cada coleta as amostras foram diluídas 
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em 0,95 ml de SMB resfriado contendo 25 μL de clorofórmio, e agitadas 

vigorosamente por 10s. Uma amostra inicial e uma última (C0 e C13) 

foram retiradas de um tubo de controle contendo 1 mL da mesma 

suspensão de fagos e 9 mL de TSB e mantidos nas mesmas condições 

do tubo de reação. Após coletadas, as amostras foram imediatamente 

submetidas ao ensaio de Double Layer Agar com o mesmo hospedeiro 

utilizado no ensaio e o número de placas de lise foi contabilizado após 

incubação overnight. O número de bactérias foi determinado em termos 

de UFC/mL por plaqueamento da suspensão celular original utilizada no 

experimento através de spread plate. A taxa de adsorção foi calculada 

com base na seguinte equação: 

   
  (  )    (  )

 
 

Onde: 

k = constante da taxa de adsorção (mL/min) 

B = concentração bacteriana (UFC/mL) 

P0 = concentração de fagos livres em t=0 (UFP/mL)  

Pt = concentração de fagos livres no tempo t (UFP/mL)  

3.5.2 Curva de crescimento em etapa única  

O tempo latente e burst size são parâmetros importantes para a 

caracterização do ciclo de vida do fago. No ensaio de curva de 

crescimento em etapa única, o ciclo de uma infecção única de um 

determinado fago, propagado num dos seus hospedeiros, é monitorado 

em termos de produção da progênie. O experimento foi realizado 

conforme descrito por Middelboe et al. (2010). Alíquotas de uma 

cultura bacteriana enriquecida overnight foram misturadas à solução de 

fagos num MOI de aproximadamente 0,01, de modo a permitir a 

adsorção das partículas de fago na superfície das bactérias. Após 10 

minutos de interação, a solução foi centrifugada a 10.000 rpm por 3 min. 

O pellet foi lavado, centrifugado novamente e ressuspenso em 1 mL de 

TSB. 50 μL foram utilizados para inocular 50 mL de TSB fresco, 

incubados a 30°C e agitando a 160 rpm. Amostras de 50 µL foram 
coletadas a cada 10 min durante as 2 horas de experimento, diluídas 

imediatamente em 950 µL de SMB em gelo e submetidas a ensaios em 

dupla camada de ágar para contagem de fagos. 
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3.5.3 Microscopia eletrônica de transmissão (MET)  

Cerca de 8 μL das suspensões 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 à secagem em temperatura ambiente durante 30 min. A 

observação foi realizada em microscópio eletrônico de transmissão 

JEOL 2010 a uma tensão de operação de 80 kV. Com base na sua 

morfologia, a identificação e classificação de fagos foram conduzidas de 

acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (KING et 
al., 2012). 

 

3.6 Estudo da frequência de surgimento de bactérias mutantes 

insensíveis aos bacteriófagos (BIMs) 

Cepas mutantes insensíveis aos bacteriófagos (BIMs) foram 

obtidas a partir de todos os hospedeiros isolados. O método foi aplicado 

conforme descrito anteriormente (GUTIÉRREZ et al., 2015). Alíquotas 

de 100 µL de cada bactéria de isolamento (~1×10
8
 UFC/mL) juntamente 

com 100 µl do fago (~1×10
9
 UFP/mL) foram plaqueadas pelo método 

de dupla camada de ágar e incubadas por 24 h a 30
o
C. As colônias 

bacterianas sobreviventes foram coletadas e cultivadas em meio 

nutritivo, sendo incubadas overnight a 37
o
C. A razão entre o número de 

colônias sobreviventes e o número de bactérias inicialmente inoculadas 

(10
8
 UFC/ml) foi calculada como a frequência 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 específico e habilidade de formação de 

biofilme dos BIMs foram medidos para avaliar os fitness costs de 

resistência a fagos. As taxas de crescimento específico bacteriano foram 

determinadas com base nas medições de absorbância (OD595) durante a 

fase de crescimento exponencial de 12 horas em equipamento para 

leitura de placas de 96 poços (SpectraMax Gemini XPS Microplate 

Reader, Molecular Devices – MA). 

O ensaio de formação de biofilme em microplaca foi realizado 

para medir o biofilme formado na superfície de placas de cultura de 96 

poços conforme resumido abaixo (O‘TOOLE et al., 2011). 
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Após cultivo overnight das culturas bacterianas, 

individualmente, em meio TSB. No dia seguinte as culturas foram 

diluídas em proporção 1:100 (v/v) em meio M63, especial para 

biofilmes, e distribuiu-se 100 µL para cada poço de uma microplaca de 

96 poços.  Para ensaios quantitativos, utilizou-se 4-8 poços replicados 

para cada tratamento. Incubou-se a microplaca a 37°C durante 24 horas. 

Após lavagem da microplaca em água ultrapura, o biofilme foi 

corado adicionando-se  125 μL de uma solução 0,1% de violeta de 

metila a cada poço. Incubou-se a a microplaca por 15 min à temperatura 

ambiente, lavou-se de 4 vezes com água submergindo, cuidadosamente, 

em banho, e secou-se com papel toalha.  Para quantificar o biofilme 

adicionou-se 125 μL de solução 30% de ácido acético em água a cada 

poço da microplaca para solubilizar o corante violeta. Incubou-se 

novamente à temperatura ambiente por 15 min e transferiu-se 125 μL do 

corante solubilizado para uma nova microplaca de fundo chato. 

A absorbância foi quantificada num leitor de placas a 550 nm 

utilizando ácido acético a 30% em água como branco. 

 

3.7 Identificação dos receptores moleculares de fago.  

A identificação das moléculas que atuam como receptores de 

fagos na superfície 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
o
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. Após 

garantir que as suspensões bacterianas atingissem uma absorbância 

padrão em OD600, os ensaios de adsorção dos fagos às células tratadas 

foram realizados conforme já descrito no item 3.5.1. Para confirmar que 

o resultado diferenciado na taxa de adsorção do fago não provinha da 

incubação a 37
o
C, os mesmos ensaios de adsorção foram realizados com 

amostras das bactérias incubadas nas mesmas condições, mas na 

ausência de proteinase K.    

Enquanto isso, para verificar a possibilidade de os receptores de 
fagos serem sacarídeos, 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 sódio (pH 5,2) contendo 100 mM de IO
-
4. 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 adsorção foram 

realizados com as amostras tratadas, garantindo também a presença de 

culturas controle.  

Para determinar se LPS poderiam aderir às proteínas de ligação 

aos receptores (PLR) dos fagos, extraiu-se LPS de culturas de E. 
asburiae e S. marcescens utilizando o kit de extração de LPS da Intron 

Biotechnology, seguindo as instruções do fabricante.  

Os ensaios de inativação de fago foram realizados conforme 

descrito anteriormente (DANIS-WLODARCZYK et al., 2015). 

Suspendeu-se o LPS  em água ultrapura estéril em concentrações finais 

de 400 μg/mL, 200 μg/mL, 80 μg/mL, 10 μg/mL e 1 μg /mL. As 

suspensões de fago nas concentrações finais em torno de 1×10
5
 UFP/mL 

foram adicionadas a cada diluição de LPS. As suspensões foram 

incubadas a 37 °C, por 1 h, com agitação de 180 rpm. Após a incubação, 

foram realizados ensaios de dupla camada de ágar com cada hospedeiro 

para obter o número e fagos aptos a infectar cada um.  

 

3. 8 Caracterização molecular dos bacteriófagos isolados 

 

3.8.1 Extração e PCR do DNA viral 

 O DNA genômico dos fagos foi isolado a partir de estoques 

purificados e previamente tratados com DNAse por 30 min a 37
o
C 

conforme Culley et al. (2010). Utilizou-se ZR Viral DNA Kit, da Zymo 

Research, para fazer a extração do DNA viral seguindo as instruções 

indicadas pelo fabricante. Posterior purificação e concentração do 

produto de extração 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 reação. 
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A Tabela 1 indica cada primer com respectiva sequência de 

nucleotídeos e referência bibliográfica.  

 

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

Primer Sequência de 

nucleotídeos 

Referência 

bibliográfica 

P1 5′-CCG CAG CCA A-3′ Gutiérrez et al (2011) 

P2 5′-AAC GGG CAG A-3′ Gutiérrez et al (2011) 

RAPD5 5′-AAC GCG CAA C-3′ Gutiérrez et al (2011) 

OPA-6 5′-GGT CCC TGA C-3′ Winget & 

Wommarck (2008) 

OPA-9 5′-GGG TAA CGC C-3′ Winget & 

Wommarck (2008) 

OPA-13 5′-CAG CAC CCA C-3′ Winget & 

Wommarck (2008) 

CRA-23 5′-GCG ATC CCC A-3′ Winget & 

Wommarck (2008) 

Op-B03 5′-GAT CCC CCT 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 amplificação foi realizada em reações de 50 μL usando 

GoTaq Hot Star Polymerase (Promega Corporation, WI), 8 mM de cada 

primer por reação individual e cerca de 10 ng de DNA genômico. O 

PCR foi realizado em termociclador T100
TM

 (Bio-Rad, Hercules) com 

as seguintes configurações de ciclos:  Quatro ciclos a 94
o
C por 45s, 

30
o
C por 120s e 72

o
C por 60s; 26 ciclos a 94

o
C por 5s, 36

o
C por 30s e 

72
o
C por 30s (a etapa de extensão foi prolongada por 1 s a cada novo 

ciclo); a última etapa foi de 10 min a 75
o
C. 

Os produtos do PCR foram submetidos a gel eletroforese (1% 

agarose gel) para observar o padrão 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 φNA01 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 instruções do 

fabricante. A montagem do genoma foi realizada utilizando-se a5-miseq 

pipeline (https://sourceforge.net/projects/ngopt/) (COIL et al., 2015) e a 

anotação inicial foi realizada com o programa online PHASTER 

(http://phaster.ca/) (ARNDT et al., 2016). Para os genes cujas proteínas 

preditas não possuem equivalentes no banco de dados de vírus usando 

uma busca padrão do BLAST, um programa mais sensível, o PSI-

BLAST, foi adotado para fazer conexões com proteínas de fagos de 

função conhecida. Os genes que codificam RNAt foram identificados 

com auxílio do software online tRNAscan-SE (LOWE e EDDY, 1997). 

Para visualização de mapa genômico e pipeline de anotação, utilizou-se 

o servidor CGview (GRANT e STOHARD, 2008). A montagem final 

do mapa genômico foi realizada com o software SnapGene (GSL 

Biotech).  As sequências do genoma dos fagos serão submetidas à 

biblioteca do GenBank e atribuídas com o número de acesso apropriado. 

3.8.4 Análise filogenética e busca de similaridade 

As sequências do genoma e anotações dos 34 fagos do tipo N4 

previamente sequenciados foram coletados a partir do banco de dados 

do NCBI Genbank (Tabela A1, em  Anexo). Identificou-se grupos de 

genes ortólogos entre os fagos em questão utilizando-se Proteinortho 

(v5.15) (LECHNER et al., 2011). Para os grupos de genes ortólogos de 

um-para-um que foram totalmente compartilhados entre os 35 genomas 

de fagos estudados, o alinhamento da sequência codificada de cada 

grupo foi construído através do programa MUSCLE (v3.8.1551) 

(EDGAR, 2004) e do seridor PAL2NAL (v14) (SUYAMA et al., 2006) 

seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente (YUE et al., 2017). 

Árvores filogenéticas de máxima verossimilhança foram construídas 

com a ferramenta RAxML (v8.2.6) (STAMAKIS, 2014), aplicando 

testes de inicialização rápida para cada grupo de ortologia um-para-um 

nas 35 direções, bem como suas sequências concatenadas. 

Com base nos grupos de genes de ortólogos obtidos, foi 

possível obter a proporção compartilhada de genes ortólogos 

conservados um-para-um para cada comparação par a par desses 35 

71

https://sourceforge.net/projects/ngopt/


 
 

genomas de fagos. Por exemplo, suponha que o número total de genes 

do fago A e do fago B seja n1 e n2, respectivamente, e há n3 genes 

ortólogos um-para-um compartilhados entre eles. Em seguida, a 

proporção de genes ortólogos conservados um-a-um foi calculada como 

sqrt ((n3 * n3) / (n1 * n2)). Usou-se a função dist () em R (v3.1) 

(https://www.r-project.org/) para converter essa medida em uma matriz 

de distância e a função hclust () em R foi aplicada para realizar o 

agrupamento hierárquico. 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 distância e no resultado do agrupamento 

hierárquico. 

3.9 Esporulação e incorporação dos fagos em esporos 

Foram empregadas duas metodologias diferentes para induzir o 

processo de esporulação em células de Bacillus subtilis e promover sua 

interação 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 modificações. Após incubação overnight em TSB, 10 mL 

da cultura de Bacillus subtilis (ATCC 6051) foram centrifugados a 8000 

rpm por 10 min, lavados em Penassay Broth (composição na Tabela 2) e 

ressuspensos em 12 mL deste mesmo meio com objetivo de atingir uma 

concentração celular próxima a 10
8
 UFC/mL (DO600 = 0,1-0,3). A 

cultura foi, então, incubada a 37
o
C e 160 rpm – etapa de incubação 

líquida. As amostras foram coletadas em intervalos de tempo 

previamente determinados e, uma porção de cada, imediatamente 

submetida à interação com os fagos durante 15 min. A etapa de 

interação foi realizada em volumes pequenos (entre 1 e 1,5 mL), a 37
o
C 

e foram aplicados MOIs 1 e 10 a fim de observar qual resultaria em 

maior eficiência na incorporação dos fagos aos esporos. Um controle, 

sem a presença de fagos, foi submetido as mesmas condições e 

procedimentos. 
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Tabela 2 Composição do meio Penassay. 

Componente Concentração (g/L) 

Extrato de carne 1,5 

Extrato de levedura  1,5 

Peptona  5,0 

Dextrose 1,0 

NaCl 3,5 

Fosfato de potássio dibásico 3,68 

Fosfato de potássio monobásico 1,32 

 

 Após etapa de lavagem com água ultrapura e centrifugação a 

10.000 rpm por 5 min (repetição de três vezes), as amostras foram 

ressuspensas em 100 µL de Penassay Broth, plaqueadas em ágar 

específico para esporulação AK Agar #2 (Arret and Kirshbaum Medium 

- HIMedia) e incubadas a 37 
o
C por 24 horas. A incubação das placas é a 

fase de maturação, para que o processo de esporulação seja completo. 

 Na sequência, a porção contendo esporos foi coletada da placa e 

suspensa em 8 mL de uma solução de 0,01M MgSO4 tampão salino 

(PBS). Os tubos foram agitados em vortex por 5 min, em velocidade 

média. Após centrifugação 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 µg/mL) por 30 min em temperatura ambiente, para 

promover a lise das células vegetativas remanescentes.  

 Com o intuito de eliminar fagos livres na solução e qualquer 

célula vegetativa remanescente, dois procedimentos foram adotados e 

comparados entre si: lavagem da solução final quatro vezes consecutivas 

em água ultrapura e ressuspensão em 0.01M MgSO4 PBS para 

manutenção dos esporos e a segunda alternativa aplicada foi o 

tratamento térmico, no qual a solução final foi submetida a uma 

temperatura de 70 
o
C por 30 min. 

Método 2 

A segunda metodologia aplicada para permitir a incorporação 

dos fagos nos esporos em formação foi adaptada de Sonenshein e 

Roscoe (1969). Os meios utilizados para induzir a esporulação, 

conforme sugerido pelos autores, foram o meio basal 121 e sua versão 

suplementada, 121B (HALL, 1967). A Tabela 3 traz as composições de 

ambos.  

73



 
 

Tabela 3 Composição do meio 121 e suplementação para meio 121B. 

Componentes do meio basal 121 Concentração (M) 

NACl 8,0x10
-2

 

KCl 2,0x10
-2

 

NH4Cl 2,0x10
-2

 

Tris 1,2x10
-1

 

MgCl2 1,0x10
-3

 

CaCl2 2,0x10
-4

 

FeCl3 2,0x10
-6

 

Na2SO4 2,5x10
-3

 

ZnCl2 2,0x10
-6

 

Suplemnetação para 121B   

Glicose 0,8% 

Casamino ácido 0,01% 

K2HPO4 1,0x10
-3

M 

 

Após incubação overnight em TSB, 10 mL da cultura foram 

submetidos a uma "sincronização parcial da população celular" : as 

células foram coletadas por centrifugação 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, 

então, incubada a 37°C, com agitação de 160 rpm e, após 4 horas 

repetiu-se o procedimento de ―sincronização parcial da população 

celular‖ e seguiu-se a etapa de ―incubação líquida‖. 

A coleta das amostras nos diferentes intervalos de tempo de 

incubação, a interação entre os esporos em formação e os fagos 

(aplicando-se MOIs variados) e o plaqueamento em AK Agar #2 para a 

maturação dos esporos foram realizados igual ao Método 1. Nesta 

segunda metodologia diferentes tempos de maturação foram testados 

deixando-se as placas em incubação por 24 h, 48 h e 72 h.  

As colônias bacterianas foram coletadas das placas e suspensas 

em água ultrapura refrigerada (aproximadamente 4
o
C), após 5 min de 

agitação em vortex, centrifugou-se a 4
o
C, 8000 rpm por 10 min, 

repetindo-se as mesmas etapas por mais duas vezes. Nas etapas 
seguintes de purificação utilizou-se protocolo simplificado proposto por 

Tavares et al. (2013). Após a última centrifugação ressuspendeu-se o 

pellet em solução de 50 mM TRIS-HCl (pH 7.2) com 50 µg/mL de 

lisozima e incubou-se por 1 hora a 37
o
C. As amostras foram lavadas em 
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água ultrapura e, após centrifugação, suspendeu-se em solução de 0.05% 

(v/v) SDS, agitando-se em vortex por 1min. Em seguida, as amostras 

passaram por três lavagens sequenciais em água ultrapura. E uma 

parcela deste produto final foi submetida ao tratamento térmico (70
o
C 

por 30 min). 

O processo de esporulação foi monitorado (para ambos os 

métodos) através da observação em microscópio de contraste de fase 

(Leica DM6000B) de amostras da suspensão de células coletadas 

durante o processo. A diferença entre células vegetativas, pré-esporos e 

esporos é evidenciada em função da diferença na intensidade de luz 

emitida por cada uma destas estruturas.  

3.9.1 Determinação da eficiência na incorporação dos fagos aos 

esporos 

Para determinar numericamente a quantidade de esporos 

produzidos e a eficiência do método na incorporação dos fagos, 

alíquotas dos diferentes produtos finais foram plaqueadas novamente, 

após as devidas diluições, desta vez em meio rico em nutriente, para 

promover a germinação dos esporos. 

A partir da mesma amostra aplicou-se o método de double layer 

agar para contagem das placas de lise geradas e spread-plate para 

contagem das colônias, as quais representam os esporos germinados, 

neste caso, apenas os que não continham fagos capazes de provocar a 

lise celular durante o processo de germinação.  

 A eficiência dos diferentes métodos e suas variações em obter 

um número satisfatório de esporos contendo o DNA dos fagos de 

interesse e, ao mesmo tempo sendo capazes de liberá-los mantendo sua 

capacidade lítica foi calculada através da seguinte equação: 

      
 

(   )
 

Sendo, 

E = Eficiência na incorporação e liberação dos fagos em esporos (%). 

P = Número de placas de lise verificadas nas placas de dupla camada de 

ágar (UFP/mL) 

S = Número de Colônias 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 

que ao germinar formaram colônias e aqueles que, durante o processo de 

germinação foram destruídos pela reativação do ciclo lítico do fago.  

3.10 Microscopia eletrônica de varredura dos esporos  

Os esporos já purificados foram fixados em solução 2,5% de 

glutaraldeído a 4
o
C, por 12 h. Após centrifugação e lavagem em PBS, as 

amostras foram desidratadas em uma série de soluções de etanol a 

diferentes concentrações (15, 25, 35, 50 60, 70, 80, 90, 95 e 100%, v/v), 

sendo mantidas por 45 min, a 4
o
C, em cada solução.  

A etapa de secagem das amostras se deu através do uso do 

agente químico Hexametildisilazano (HMDS): transferiu-se as amostras 

da solução de 100% etanol para uma solução 1:2 de HMDS:100% etanol 

onde ficaram por 20 min, após centrifugação as amostras foram 

transferidas para uma nova solução de 2:1 de HMDS:100% etanol, na 

qual ficaram por 20 min.  Por fim foram transferidas solução de 100% 

HMDS por mais 20 min e esta última etapa foi repetida.  

A partir desta solução cada amostra foi diretamente depositada 

em stubs de alumínio contendo a fita de carbono adesiva. Após secarem 

em temperatura ambiente, para que o material biológico passe a ser um 

condutor térmico e elétrico aceitável, as amostras foram recobertas com 

uma camada de ∼7 nm ouro, sob vácuo usando o equipamento Denton 

Desk V Sputter System. Devidamente preparadas, as amostras foram 

analisadas em um microscópio eletrônico de varredura JEOL 6500, a15 

kV. 

3.11 Ensaios de indução da germinação dos esporos e liberação dos 

fagos 

Após a ativação térmica em água a 70 
o
C por 30 min, seguida 

de resfriamento em gelo, realizou-se os testes de germinação dos 

esporos suspensos em tampão 25 mM Tris-HCl (pH 7,4) suplementados 

ou não (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 (c) 10 mM L-alanina + 10 mM de cada 

componente de AGFK. A densidade ótica inicial das culturas de esporos 

foi de 0.8 (DO600). A queda na densidade óptica das culturas em 

processo de germinação foi monitorada pelo leitor de placas (Molecular 
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Devices, MA). O DO600 relativo foi calculado pela divisão de cada 

leitura (At) pela leitura inicial (A0). Para determinar o tempo latente dos 

fagos liberados pelos esporos e o padrão de liberação do fago, as 

amostras foram coletadas em um intervalo de 30 min e imediatamente 

submetidas a um ensaio de dupla camada de ágar para quantificação dos 

fagos, após incubação overnight a 30
o
C. 

3.12 Testes de resistência dos fagos livres e fagos incorporados aos 

esporos 

Os fagos PBSC1 e PBSC2 foram submetidos a testes para 

verificar sua resistência diante de diferentes condições de temperatura, 

pH e exposição à radiação UV. Os ensaios foram realizados tanto com 

fagos livres quanto incorporados aos esporos, sendo submetidos às 

mesmas condições de ensaio. As concentrações inicias de fagos, em 

todos os testes, eram em torno de 1,0×10
5
 UFP/mL. A Tabela 4 mostra 

as informações experimentais compiladas. 

Tabela 4 Fatores de estresse ambiental testados e condições aplicadas aos 

experimentos de resistência dos fagos livres em comparação aos fagos 

incorporados aos esporos. 

Fator  Condições 

Calor úmido 

Exposição das suspensões de fagos livres (em SMB) e de 

esporos contendo fagos (em solução PBS), às 

temperaturas de 30
o
C, 40

o
C, 50

o
C, 60

o
C, 70

o
C e 80

o
C, 

por 60 min. Os tubos contendo cada amostra foram 

imersos em banho térmico com temperatura controlada. 

Amostras foram coletadas a cada 15minutos. 

pH 

Fagos livres e esporos contendo fago, foram ambos 

suspensos em água ultrapura, e os valores de pH foram 

ajustados com soluções mais ou menos concentradas de  

HCl e NaOH. O tempo de exposição foi de uma hora para 

cada valor de pH. 

UV 

As suspensões 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 lâmpadas UV (Eiko, Black Light Blue, 

Shawnee,KS; 18Wm
−2

) durante 24 horas. Amostras 

foram coletadas a cada 4horas. 

Cu
+2

 

As amostras foram incubadas durante 1 hora, em 

temperatura ambiente, em soluções de CuSO4 com 

concentrações de Cu
+2

 de 0,1; 0,5;1,0; 5,0 e 10,0 ppm. 
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O impacto destes fatores foi determinado a partir da 

quantificação das partículas virais viáveis, imediatamente antes e depois 

da exposição, através do método de dupla camada de ágar. 

Para acessar a estabilidade a longo prazo das amostras, soluções 

estoque de fagos livres (suspensão 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 condição, protegidos da luz. Ambos foram 

armazenados desta forma por, no mínimo, 5 semanas e coletas seguidas 

de plaqueamento foram realizadas a cada 3 ou 4 dias. 

3.13 Análise estatística dos dados 

Toda análise de dados foi realizada no Origin (OriginLab, 

Northampton, MA). As barras de erros presentes nos gráficos 

representam o desvio padrão da média de três valores gerados a partir de 

experimentos independentes.  

O teste de t de Student pareado (dupla cauda) foi utilizado para 

determinar a significância das diferenças entre os diferentes tratamentos. 

As diferenças consideradas significativas, a menos que indicado nos 

resultados, foram aquelas com níveis de confiança de 99% (P < 0.01). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Para melhor entendimento dos resultados obtidos neste trabalho 

dividiu-se a sessão de Resultados e Discussão em duas partes distintas. 

A primeira parte é focada no isolamento e caracterização de dois fagos 

polivalentes – φNA01 e φNA03 – com indicativo de amplo espectro de 

hospedeiros. Na segunda parte, apresenta-se os resultados da 

incorporação 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 caracterização 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 adaptação da 

metodologia desenvolvida por Yu et al. (2016) de isolamento sequencial 

por múltiplos hospedeiros em que, durante o processo de seleção, a 

etapa de enriquecimento do fago foi realizada separadamente, em cada 

hospedeiro. A separação espacial entre os hospedeiros assegura que 

fagos mais específicos sejam diluídos e fagos generalistas sejam 

enriquecidos a cada etapa.  

Jensen et al. (1998) já haviam reportado um método voltado 

para o isolamento de fagos polivalentes, aplicando uma técnica de 

enriquecimento com múltiplas 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 não para espécies diferentes.  

De acordo com Knevezik et al. (2009) existem vários motivos 

pelos quais o uso de um coquetel bacteriano na etapa de enriquecimento 

não é efetivo para selecionar, verdadeiramente, fagos com amplo 

espectro de hospedeiros. Entre as razões está a própria competição 

interespecífica que se dá no meio.  

Os fagos isolados através do isolamento sequencial adaptado 

foram nomeados como φNA01 e φNA03 e possuem indicativo de amplo 

espectro de hospedeiros (conforme será 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:  

 Bacillus subtilis + Serratia marcescens (Hosp 1 + Hosp 2) > 
Bacillus cereus + Enterobacter asburiae (Hosp 3 e Hosp 4), 

para φNA01.  

 Bacilus cereus + Serratia marcescens (Hops 1 + Hosp 2) > 

Bacillus subtillis + E. coli B (Hosp 3 e Hosp 4), para φNA03.  

Quando se trabalha com fagos polivalentes, capazes de infectar 

diferentes espécies, tem-se a possibilidade de trabalhar com um 

hospedeiro de produção, neste caso, escolheu-se o Bacillus subtilis 

subsp. subtilis (ATCC 6051) por ser uma espécie não patogênica e de 

fácil cultivo. A principal vantagem de se ter um hospedeiro de produção 

é não induzir mecanismos de resistência no hospedeiro alvo (LABRIE et 
al., 2010). Vários autores já relataram a perda da efetividade de fagos 

em bactérias após enriquecimento sucessivo com único hospedeiro 

(FOSTER, 2005; HAMMAD, 1998; PERRY et al., 2009; MCGRATH 

et al., 1999). 

A Tabela 5 apresenta o espectro de hospedeiros dos fagos 

φNA01 e φNA03 juntamente com o EOP (Eficiência de Plaqueamento) 

de cada um relativo ao hospedeiro de produção. 

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

dos fagos φNA01 e φNA03. 

Bacteria strain
 
 ATCC 

No. 

Gram EOP* 

(φNA01) 

EOP 

(φNA03) 

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. coli B 11301 (-) NA 0.69 

E. coli C3000 10798 (-) NA 0.18 

E. coli K-12 15597 (-) NA 0.35 

E. coli NDM-1 BAA2452 (-) NA 0.24 

*Cepas cujo fago em questão não foi capaz de infectar estão marcadas como 

NA no lugar da eficiência. 

O fago φNA01 foi capaz de infectar 5 hospedeiros, enquanto o fago φNA03 tem 

um espectro de 9 hospedeiros, entre eles, a cepa de E. coli NDM-1, resistente a 

antibiótico.  
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A capacidade destes fagos infectar tais hospedeiros não 

relacionados entre si tem profundas implicações ecológicas e evolutivas 

relacionadas às pressões seletivas que acabam por impedir que esse fago 

se especialize (MULLER, 1964). Sua ampla infectividade pode resultar 

da co-evolução do hospedeiro-fago em ambientes com baixa densidade 

do hospedeiro e alta diversidade (HENDRIX et al., 1999). A co-

evolução entre bactérias e fagos tem sido bastante estudada e este 

processo tem sido vinculado à polivalência de determinados fagos 

(HALL et al., 2010). No solo, a presença de água é transitória e as 

comunidades bacterianas apresentam uma grande heterogeneidade 

espacial (BURROUGHS et al., 2000). Como consequência, a 

mobilidade e a infecção dos fagos são restritas principalmente devido à 

falta de água e adsorção não específica em biofilmes ou outras partículas 

(ABEDON, 2011). Como parasitas obrigatórios, a sobrevivência dos 

fagos nas comunidades microbianas do solo depende da disponibilidade 

de seus hospedeiros bacterianos, e a propagação em múltiplos 

hospedeiros pode maximizar as oportunidades de reprodução em 

comunidades naturais complexas, aumentando sua capacidade de 

adequação a esses ambientes. 

Experimentos com bactérias e vírus comprovaram que o 

espectro de hospedeiros pode amplificar-se ao longo do tempo durante a 

coevolução, quando fagos aumentam sua infectividade ao mesmo tempo 

que bactérias tendem a aumentar sua resistência, num esforço mútuo de 

adaptação (POULLAIN et al., 2008).  

A partir dos dados da Tabela 5 é possível observar que ambos 

os fagos mantêm uma alta eficiência de infecção nos hospedeiros, 

principalmente nas espécies usadas no processo de isolamento, para as 

quais a menor eficiência é de 0,4 do fago φNA01 em E. asburiae.  

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 eficiência de 

infecção nos hospedeiros alternativos (JENSEN et al., 1998).  

Hantula et al. (1991) foram pioneiros no isolamento de fagos 

polivalentes em lodos ativados. Contudo reportaram eficiências 

dramaticamente baixas quando comparadas entre diferentes hospedeiros 

(reduções 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 bacteriófagos a partir de 

amostras de lodos ativados com capacidade de infectar estes dois 

diferentes tipos de bactérias. Contudo, seus estudos foram preliminares e 

não se aprofundaram na caracterização 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 múltiplos mecanismos que as 

bactérias usam para resistir às infecções virais, assim como as diferentes 

etapas de infecção que cada método abrange experimentalmente.  

Os resultados obtidos neste trabalho, assim como em outros, em 

que se utilizam múltiplas 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 crença comum de que a maioria dos bacteriófagos são 

estritamente específicos e destaca-se as implicações disso para várias 

áreas que são afetadas pelo espectro de hospedeiros, incluindo 

transferência horizontal de genes e a fagoterapia. 

4.2 Caracterização morfológica e do ciclo de vida dos fagos φNA01 e 

φNA03  

Os fagos foram caracterizados conforme sua morfologia, 

parâmetros de crescimento (relacionados ao ciclo de vida) e composição 

molecular.  

Imagens de microscopia eletrônica de transmissão (Figura 8) 

revelaram a morfologia dos fagos φNA01 e φNA03, permitindo 

classificá-los como pertencentes às famílias Podoviridae e Siphoviridae, 

respectivamente.  
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Figura 8 Imagem dos fagos φNA01 (Podoviridae) e φNA03 (Siphoviridae) 

obtida com microscópio eletrônico de transmissão (JEOL 2010) em que os 

fagos foram corados negativamente com acetato de uranila 2%. Escala de 50 

nm. 

 
 

Ambos os fagos possuem capsídeo icosaédrico, não envelopado 

e são pertencentes à ordem dos Caudalovirales. Enquanto o fago 

φNA01 possui uma cauda curta, não contráctil e um capsídeo com cerca 

de 70nm, o fago φNA03 possui cauda longa, também não contráctil e 

um capsídeo com cerca do dobro de tamanho, 150nm.  

Dois ensaios diferentes foram realizados para obter os 

principais parâmetros do ciclo de vida dos fagos com relação 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 parâmetros.  

O ensaio de adsorção fornece a constante referente à taxa com 

que o fago se liga à superfície de cada hospedeiro, medida importante 

em termos de ecologia do vírus, já que ajuda a estimar o impacto que o 

fago exerce, enquanto predador, sobre a população bacteriana 

(KROPINSKI, 2009). Para tanto, assume-se que a adsorção das 

partículas virais segue uma cinética de primeira ordem. As curvas das 

cinéticas de adsorção dos fagos φNA01 e φNA03 são apresentadas nas 

Figuras A1 e A2, em anexo.  

A curva de crescimento do fago fornece parâmetros essenciais 

para entender-se, de forma mais aprofundada, a interação 

fago/hospedeiro que, por sua vez, colabora no entendimento do impacto 
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que o fago exerce sobre o ecossistema em que está inserido 

(MIDDELBOE et al., 2010). A produção de uma descendência do fago 

(progênie) em função do tempo pode ser descrita por uma curva de 

crescimento em etapa única, em que o ensaio é conduzido de uma forma 

que se permite ocorrer apenas um único ciclo de infecção, isto é, não se 

consideram as reinfecções geradas pelos fagos produzidos durante o 

ensaio.  

Originalmente desenvolvido por Ellis & Delbrück (1939), o 

experimento que gera a curva de crescimento em etapa única mede o 

período latente e o burst size de um determinado fago em um 

determinado hospedeiro.  

O período latente caracteriza-se pela acumulação intracelular de 

fagos, é o período mínimo de tempo que leva desde a adsorção dos 

fagos a uma célula hospedeira até a lise do hospedeiro com liberação da 

progênie do vírus. Alguns autores também o abordam como ―tempo de 

lise‖. Burst size é o número médio de fagos libertados por célula 

hospedeira infectada e está ligado à fecundidade do fago 

(ACKERMANN, 1999).  

Tabela 6 Constante de adsorção, período latente e burst size dos fagos φNA01 e 

φNA03 relacionados a cada um dos hospedeiros de isolamento. 

Fago    Hospedeiro Constante de 

adsorção 

k (ml/min) 

Período 

latente 

min 

Burst 

size  

UFP/Cel 

φNA01 B. subtilis subsp. 

subtilis 

1,82×10
-09

 40 120 

 B. cereus NRS 

248 

6,44×10
-10

 40 100 

 E. asburiae 9,13×10
-10

 40 102 

 S. marcescens 

BS303 

4,41×10
-10

 40 100 

φNA03 B. subtilis subsp. 

subtilis 

5,75×10
-10

 50 100 

 B. cereus NRS 

248 
5,32×10

-10
 50 90 

 E. coli B 4,92×10
-10

 40 110 

 S. marcescens 
BS303 

4,13×10
-10

 50 100 
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A constante de adsorção de φNA01 ficou entre 4.41×10
-10 

e 

1.82×10
-9

 ml/min e a de φNA03 variou entre 4.13×10
-10 

e 5.75×10
-10

 

ml/min sendo o valor mais elevado relacionado ao hospedeiro de 

produção para ambos os vírus. A maioria destes valores está abaixo 

daqueles típicos encontrados em fagos com espectro de hospedeiros 

restrito, como é o caso de alguns já bastante estudados, dentre eles o T4 

(2,4×10
-9

 ml/min) (HEINEMAN et al., 2008), T7 (2,0-4,0×10
-9

 ml/min) 

e λ (1,3-9,9 × 10
−9

 ml/min) (KASMAN et al., 2002). Por ser polivalente, 

é possível que os fagos isolados tenham mecanismos de ligação aos 

receptores celulares diferenciados de fagos monovalentes, o que implica 

em uma velocidade de adsorção mais baixa.  

Além disso, um grande número de fatores, incluindo o estágio 

de crescimento celular, presença de sais (particularmente íons 

divalentes), compostos orgânicos, agitação, temperatura, tamanho 

celular e densidade dos receptores de superfície 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 

influência conforme o tipo de hospedeiro e sua taxa de crescimento 

específico, a composição do meio de crescimento e a temperatura de 

incubação (CAREY- SMITH et al., 2006).  

O burst size do fago φNA01 varia entre 102 e 120 PFU, 

conforme cada hospedeiro, por célula infectada.  Este valor está um 

pouco abaixo da maioria encontrada na literatura para fagos com as 

mesmas características moleculares – fagos do tipo N4 (informações 

obtidas a partir do sequenciamento do genoma, apresentadas na sessão 

4.3). Contudo, existe uma extensa variabilidade entre os burst size dos 

fagos do mesmo tipo já reportados, com relatos de 150 PFU (FOUTS et 

al., 2013) até 9000 PFU (MA et al., 2016).  

O burst size de φNA03 é ainda menor variando entre 90 e 110 

PFU por célula infectada. Estes valores são similares com os de outros 

fagos com amplo espectro de hospedeiros interspecíficos, cujos burst 

size são inferiores a 100 PFU por célula infectada (YU et al., 2016; 

PANTUCEK et al., 1998).  

As Figuras 9 e 10 apresentam os gráficos gerados pelos ensaios 

de one step growth curve dos fagos φNA01 e φNA03, respectivamente.  
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Figura 9 Curvas de crescimento em etapa única do fago φNA01 realizada para 

cada um dos hospedeiros de isolamento, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, 

Enterobacter asburiae e Serratia marcescens, conforme indicado em cada 

gráfico. 

 

Figura 10 Curva de crescimento em etapa única do fago φNA03 realizada para 

cada um dos hospedeiros de isolamento, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, 

Escherichia coli e Serratia marcescens, conforme indicado em cada gráfico. 
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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 período latente muito longo, teria um 

busrt size elevado, contudo perde a oportunidade de provocar novas 

infecções. Por outro lado, um fago com um tempo de latência mais 

curto, infecta com maior rapidez as outras células hospedeiras presentes 

no ambiente, mas reduz uma progênie menor a cada infecção. Portanto, 

é o equilíbrio entre estes parâmetros que irá resultar em uma taxa de 

crescimento ótima para o fago.  

Chibany-chenoulfi et al. (2004) também chamam atenção para 

o fato de que, em experimentos laboratoriais, geralmente trabalha-se 

com condições ótimas de crescimento da bactéria, enquanto num 

ambiente aquático natural, é comum os microrganismos conviverem 

com condições de limitação de nutrientes ou fatores físicos 

desfavoráveis. Consequentemente, o burst size in situ tende a ser menor 

do que aquele determinado em laboratório e é importante levar esse 

fator em consideração quando da aplicação do fago para controle 

microbiano. 

4.3 Caracterização extra da interação do fago φNA01 com os 

hospedeiros. 

Realizou-se experimentos adicionais de caracterização do fago 

φNA01 com intuito de aprofundar-se o entendimento a respeito da 

polivalência dos fagos estudados a partir da sua interação com os 

hospedeiros. 

A Figura 11 apresenta as curvas de crescimento bacteriano 

regulares e na presença do fago φNA01, em meio nutritivo líquido. O 

MOI inicial dos ensaios com fago foi de 10. Cada painel também traz a 

imagem da placa do ensaio de dupla camada de ágar (fago numa 

concentração de, aproximadamente, 1×10
3
 UFP/mL), demonstrando que 

o espectro de hospedeiros deste fago é confirmado tanto pelo ensaio de 

plaqueamento quanto pelo ensaio em batelada líquida.   
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Figura 11 Efeito inibitório do fago φNA01 sobre os hospedeiros de isolamento. 

As curvas de crescimento contendo bactérias e o fago estão em azul e curvas em 

preto são o controle. A imagem das placas mostra o resultado de ensaios de 

dupla cama de ágar. 

 

Ao ser adicionado em culturas líquidas puras dos hospedeiros, o 

fago φNA01 reduziu significativamente o crescimento das bactérias 

quando comparado às culturas controle. O efeito inibitório promovido 

com MOI 10 foi observado ao longo das 12 horas de incubação, com 

pouca variação entre os hospedeiros. Este resultado sugere que o fago 

φNA01 tem potencial para ser aplicado como agente de controle 

biológico atuando na inibição do crescimento de qualquer uma dessas 

cepas bacterianas. 

Quando qualquer cepa bacteriana sensível a determinado fago 

virulento é exposta a ele é natural que, eventualmente, surjam mutantes 

desta mesma cepa insensíveis ao fago em questão (LABRIE et al., 

2010). No entanto, o desenvolvimento de resistência 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 é ―fitness cost‖ e está associado a mudanças nas 

taxas de crescimento específico e à capacidade de formação de biofilme.  

Avaliou-se a frequência de surgimento de bactérias mutantes 

insensíveis a infecção (BIMs) pelo fago φNA01 para cada hospedeiro de 

isolamento assim como o fitness cost implicado na mutação de cada uma 

das cepas (Figura 12).  

Figura 12 Fitness cost das bactérias mutantes insensíveis ao fago φNA01. As 

bactérias mutantes que demostraram resistência ao fago φNA01 foram testadas 

em termos de taxa de crescimento específio (A) e habilidade de formação de 

biofilme (B). Os asteriscos (＊) representam diferença significativa (p <0,01). 

 

A frequência de surgimento de bactérias mutantes resistentes ao 

fago φNA01 foi de 2,9±0,2×10
-5

, 1,5±0,4×10
-5

, 1,6±0,3×10
-5

 e 

5,0±0,5×10
-5 

para B. subtilis subsp subtilis, B. cereus NRS248, S. 
marcescens BS303 e E. asburiae, respectivamente.  

Apesar destes valores serem maiores que a maioria daqueles já 

reportados na literatura, a frequência de surgimento de BIMs não parece 

ter relação direta com espectro de hospedeiros do fago. Existem relatos 

de fagos com espectro de hospedeiros limitado, ambos infectando o 

mesmo hospedeiro, nas mesmas condições experimentais, cujas 

frequências surgimento de BIMs são de 2,5×10
-4

 e 1,3×10
-6

 (GARCIA 

et al., 2007), ou seja, bem diferentes entre si. O'Flynn et al. (2004) 

também encontraram valores de 1,2×10
-6

 e 3,3×10
-4

 para dois fagos 

altamente específicos em relação a uma cepa de E. coli. Gutiérrez et al. 
(2015) relataram frequências bastante baixas (4,05 a 1,1×10

-7
), valores 

próximos ao encontrado para E. coli com o fago T7 (6,2×10
-7

). Na 

presença do fago polivalente PEf1 a frequência de surgimento de 
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resistência da cepa de E. coli K-12 foi de 3.8×10
-6 

(YU et al., 2017b), 

valor menor em relação ao fago φNA01 e a alguns fagos monovalentes 

mencionados.  

Mediu-se a taxa de crescimento específico durante a fase de 

crescimento exponencial e nota-se, claramente, que houve uma redução 

quando se comparam os BIMs com as cepas originais. Observou-se a 

maior redução, de 25,6% na velocidade específica de crescimento, para 

B. cereus, enquanto para E. asburiae a velocidade específica de 

crescimento  foi de 1,16 h
-1

 para a linhagem original e 0,97 h
-1

 para a 

linhagem mutante, representando a menor redução entre as bactérias 

testadas, aproximadamente 17%. B. subtilis e S. marcescens tiveram um 

decaimento de 22% e 20,3%, respectivamente. 

A formação do biofilme foi medida após 24h de incubação e 

indicou que os fenótipos resistentes aos fagos exigem maior fitness cost 
do que as linhagens selvagens. A medição da absorbância (DO595) 

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 

reduções de 11,0%, 32%, 30,0% e 34%, respectivamente. 

A aquisição de resistência por parte dos hospedeiros é, em 

geral, uma preocupação na aplicação de fagos para controle microbiano, 

já que pode comprometer a eficácia do tratamento (ORMALA & 

JALASVUORI, 2013). Por isso, uma baixa frequência de surgimento de 

BIMs é desejada. No entanto, de acordo com Gutiérrez et al. (2015), 

devido às características adquiridas pelas cepas resistentes que 

dificultam sua adaptação e desempenho no crescimento (maior fitness 

cost) tornando-as, consequentemente, menos estáveis, a sensibilidade ao 

fago acaba sendo recuperada em fenótipos de gerações futuras.  

Alguns autores defendem que o uso de coquetéis de fagos 

podem ser a solução 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 não apenas apresentou um amplo espectro de 

hospedeiros, mas também assegurou que bactérias resistentes a um fago 

permanecessem suscetíveis a outro. Sendo a frequência de surgimento 

de BIMs após tratamento com coquetel (7,5×10
-7

 CFU / mL) 
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significativamente menor em comparação com o tratamento com um 

único fago (9,5×10
-4 

- 3,0×10
-5

).  

Outra análise que pode se revelar importante no entendimento 

da variedade no espectro de hospedeiros dos fagos é a identificação do 

receptor molecular ao qual o fago se adsorve na superfície da bactéria.  

O processo de infecção de um fago se inicia com sua adsorção à 

superfície bacteriana. Para que esta primeira etapa ocorra, é necessário o 

reconhecimento dos receptores na superfície bacteriana pelas proteínas 

de ligação ao receptor (PLR) do fago, as quais geralmente se encontram 

nas extremidades das fibras da cauda.  A interação entre as PRL e a 

molécula à qual se acoplam na superfície do hospedeiro é altamente 

específica e determina o espectro de hospedeiros de um fago (HYMAN 

& ABEDON, 2010).   

Os receptores potenciais incluem proteínas e polissacarídeos 

presentes na superfície celular e o grau de afinidade do fago com seu 

hospedeiro depende, em grande parte, da abundância e natureza destes 

receptores (RAKHUBA et al., 2010).  

Os ensaios de adsorção de φNA01 utilizando B. subtilis, B. 
cereus, E. asburiae e S. marcescens tratados com periodato (removendo 

o polissacarídeo de superfície) apresentaram todos uma redução 

significativa (p <0,01, n = 6) na adsorção do fago (Figura 13) à 

superfície bacteriana. Em contraste, ensaios de adsorção do fago 

realizados após tratamento das bactérias com proteinase K (digerindo 

proteínas da superfície celular) tiverem resultados de adsorção bastante 

próximos aos dos ensaios realizados com as bactérias controle, ou seja, 

sem tratamento com periodato ou proteinase K. Estes resultados tornam 

quase nula a probabilidade de que uma proteína seria o receptor celular 

ao qual o fago se liga e sugerem que é um polissacarídeo a molécula que 

serve como receptor para φNA01 em todos os hospedeiros testados. 
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Figura 13 Determinação dos receptores de fagos na superfície bacteriana 

através da taxa de adsorção após tratamento com proteinase K e periodato em 

comparação com culturas não tratadas (controle). Os asteriscos (＊) 

representam diferença significativa (p <0,01). 

 
Os lipopolissacarídeos (LPS) formam a camada lipídica 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 φNA01 com 

os LPS extraídos de S. marcescens e E. asburiae e, posteriormente, 

estimular a infecção dos hospedeiros, observou-se uma inibição 

significativa da infectividade de φNA01 contra todos os hospedeiros 

(Figura 14).  
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Figura 14 Perda de infectividade do fago φNA01 nos diferentes hospedeiros 

após incubação do fago com lipopolissacarideos (LPS) extraídos dos 

hospedeiros Gram-negativos S. marcescens e E. asburiae. 

 
 

Este resultado sugere que, durante a interação do fago com o 

LPS, estas moléculas se ligam às PLR dos fagos, impedindo que ele seja 

adsorvido na superfície dos hospedeiros posteriormente. Além disso, é 

possível concluir que o φNA01 utiliza o mesmo PLR para reconhecer 

polissacarídeos de estrutura semelhante nos hospedeiros Gram-

negativos e nos Gram-positivos. Bactérias Gram-positivas não possuem 

uma membrana externa e LPS, mas Schäffer et al. (1996) 

correlacionaram os glicanos (cadeias de oligossacarídeos) da camada 

glicoproteica dessas bactérias com a estrutura dos antígenos 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 φNA01 tem como alvo essas 

bactérias tão distantes estrutural e evolutivamente.  

Em função dos glicanos da camada S estarem ligados a 

proteínas de superfície, a digestão com proteinase K poderia ter 

prevenido a infecção adsorção e consequente infecção do fago nas 

bactérias Gram-positivas tratadas. No entanto a infecção pelo fago 

continuou viável, representando uma possível limitação para esta 

hipótese. Cabe ressaltar que existem grandes diferenças na 

susceptibilidade das proteínas da superfície celular à degradação por 

protease (VOSS et al., 2014), e seria esperado que a glicação ajude a 
proteger estas proteínas da clivagem. 
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4.4 Caracterização molecular dos fagos  

A falta de um marcador genético comum entre os vírus acaba 

por dificultar a melhor elucidação de áreas como a caracterização da 

diversidade, genética de populações e variações das associações virais 

naturais, deixando uma lacuna no conhecimento das comunidades virais 

(ROHWER e EDWARDS, 2002).  

O RAPD PCR é comumente usado para tipificação de cepas 

bacterianas isoladas ou para comparação de comunidades bacterianas 

inteiras (FRANKLIN et al., 1999). Neste trabalho a técnica foi utilizada 

como uma forma de garantir que os fagos φNA01 e φNA03 são 

diferentes entre si, comparando sua diversidade genotípica.  

Os produtos do RAPD-PCR realizados individualmente com os 

13 primers selecionados foram submetidos a gel eletroforese e o padrão 

de bandas gerado é apresentado na Figura 15.  

Figura 15 Padrão de bandas dos produtos de RAPD PCR para φNA01 (1) e 

φNA03 (3) utilizando 13 primers distintos (A) P1; (B) P2; (C) Op-B03; (D) Op-

C02; (E) OPA-6; (F) OPA-9; (G) OPA-13; (H) CRA-23; (I) Op-C05; (J) Op-

C13; (K) Op-E07; (L) RAPD5. A letra M designa o marcador molecular de 

100bp. 

 
 

Os padrões obtidos pela técnica de RAPD revelaram que os 

fragmentos amplificados variaram entre 100 pb e 1 kb, com a 

quantidade de bandas polimórficas variável conforme o primer e alguns 

padrões bastante diferenciados entre φNA01 e φNA03. No total dos 13 
padrões de polimorfismo gerados para cada fago, apenas 5 se 

apresentaram idênticos ou muito parecidos.   
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O sequenciamento genômico do fago φNA01 revelou que ele é 

composto por 75.853 pb de DNA de fita dupla distribuídas em 93 ORFs 

e contendo 44.47% dos pares GC.  Averiguou-se uma estrutura do tipo 

mosaico, o que reflete níveis elevados de troca genética por 

transferência horizontal ao longo de sua evolução (HATFULL, 2008).   

O mapa apresentado na Figura 16 traz as principais ORFs 

anotadas após sequenciamento e divididas em módulos funcionais. As 

demais ORFs que não constam no mapa, foram anotadas como proteínas 

hipotéticas. A Tabela A2 do Anexo traz todas as ORFs anotadas em 

sequência, incluindo o início e fim de cada sequência do fragmento e a 

Tabela A3 traz as sequencias referentes aos RNAt.  
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Menos da metade do total de ORFs do fago φNA01 possui 

sequências genéticas conhecidas e passíveis de serem anotadas 

funcionalmente. Esta característica é bastante normal no 

sequenciamento de fagos que, apesar de serem extremamente populosos, 

e o número de sequenciamentos de diferentes indivíduos ter aumentado 

geometricamente de alguns anos para cá, ainda existem muitas lacunas 

quanto a sua diversidade genética. Ainda, segundo Sime-Ngando (2014) 

a falta de genomas de fagos de referência adequados em bancos de 

dados é um obstáculo fundamental à sua integração em estudos de 

ecologia microbiana de referência, apesar da importância ecológica dos 

vírus. 

Em geral, os genomas de fagos são drasticamente menores que 

das bactérias homólogas a eles, em função disso, assume-se que apenas 

genes fundamentais para sua sobrevivência e replicação são mantidos ao 

longo de sua evolução (WAGEMANS et al., 2014). 

Com base na anotação do genoma o fago φNA01 foi 

considerado como um fago do gênero N4. Este é um fago lítico de 

referência, membro da família Podoviridae, possui DNA de fita dupla e 

infecta cepas de E coli K12. Os vírus do tipo N4 são foco de interesse 

especial em função das características únicas de seu genoma e 

estratégias de propagação (ZHAN et al., 2015).  

O fago N4 é um dos poucos conhecidos até o momento que não 

depende da atividade da RNA polimerase de seu hospedeiro para 

transcrição de seus genes (ROTHMAN & SCHITO, 1974), já que 

possui a RNA polimerase viral (RNAPv) codificada em seu genoma. 

São pelo menos três genes que codificam esta proteína que se 

diferenciam pela transcrição de genes em diferentes estágios do ciclo de 

vida do fago (GARCIA et al., 2013). 

Dividiu-se o genoma do fago φNA01 em sete módulos 

funcionais: morfogênese do fago, metabolismo do DNA, replicação do 

DNA, transcrição do DNA, empacotamento do DNA, inibição de lise e 

lise do hospedeiro. Um oitavo grupo cujos genes puderam ser 

distinguidos como similares ao fago N4, mas as funções ainda não 

claramente definidas, foi classificado como ―proteína viral‖.   

A RNA polimerase viral torna os fagos do gênero N4 únicos 

entre os vírus com DNA de fita dupla, uma vez que não depende da 
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atividade da RNA polimerase do hospedeiro. Encontrou-se três ORFs 

compatíveis com unidades de RNA polimerase codificadas no genoma 

do fago φNA01, 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 transcrição precoce, independente dos mecanismos de 

transcrição do hospedeiro (DAVYDOVA et al., 2009). Já se reportou 

que a presença destas RNA polimerases também podem aumentar a 

tolerância e a capacidade de replicação do fago em algumas condições 

ambientais mais severas, por exemplo, baixa temperatura e alta 

salinidade (ZHAN et al., 2015; MURAKAMI et al., 2008).  

Um aglomerado de cinco sequências pequenas codificando o 

RNAt completa o módulo de transcrição de φNA01. A presença dos 

RNAt indica um outro ponto de independência de fago em relação ao 

hospedeiro uma vez que, após sua entrada na célula, não necessita do 

RNAt dos hospedeiros com estas especificidades para a sua síntese 

proteica. A presença de RNAt pode desempenhar um papel importante 

no vasto espectro de hospedeiros do fago φNA01. De acordo com Enav 

et al. (2012), o fato de fagos carregarem genes de RNAt pode ser uma 

estratégia para expandir seu repertório de hospedeiros potenciais. 

Poucos fagos têm sequencias de códons que combinam perfeitamente 

com seus hospedeiros, além disso, diferenças no conteúdo genômico G 

+ C entre eles poderiam representar uma barreira para uma infecção bem 

sucedida. Para superar esta limitação, muitos fagos codificam alguns 

RNAt extras, particularmente acomodando aqueles que são mais ricos 

em pares AT. 

As proteínas classificadas no grupo ―Metabolismo do DNA‖ 

são responsáveis pela regulação de enzimas envolvidas no metabolismo 

ou replicação do DNA. 

Como parte do módulo de metabolismo do DNA, o ORF 8 

codifica uma adenina metilase de reparo do DNA. Essa proteína, rara 

entre os vírus do gênero N4, pode protegê-los contra alguns sistemas de 

restrição do hospedeiro (WITTMANN et al., 2015). Krüger e Bickle 

(1983) correlacionaram o processo de metilação em fagos que infectam 

o gênero Bacillus com a possibilidade de se expandir e diversificar o 
espectro de hospedeiros. A capacidade destas enzimas para reconhecer 

mais do que uma única sequência alvo pode fornecer um fago particular 

com imunidade a vários sistemas de modificação de restrição bacteriana 

(MURPHY et al., 2013). 
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Um total de cinco proteínas codificadas fazem parte do grupo 

de morfogênese viral as proteínas da cauda (ORF 5), proteínas do core 

(ORF 33), proteína portal (ORF70), tape measure proteína (ORF 72) e 

proteína principal do capsídeo (ORF 73). Embora as proteínas ―tape 

measure‖ desempenham papel fundamental nas famílias Myoviridae e 

Siphoviridae, onde são usadas como uma espécie de armação para a 

montagem da cauda (GARCIA et al., 2013), não são tão difíceis de 

serem encontradas em Podoviridaes, como é o caso de φNA01. 

Conforme já mencionado, não 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, têm-se usado alguns 

marcadores específicos para grupos taxonômicos menores. O gene que 

codifica a proteína portal tem sido bastante utilizado por pesquisadores 

para Caudovirales. Esta proteína fica localizada no topo do pescoço do 

fago, através da qual o DNA passa em direção à base da cauda 

(CLOCKIE et al., 2011). 

A proteína terminase é responsável pelo controle do 

empacotamento do DNA e, em geral, é altamente conservada quando 

comparada a outras regiões do genoma de um fago. Apenas a 

subunidade maior desta proteína foi identificada (ORF 65) entre as 

sequências do genoma do fago φNA01 que, provavelmente, utiliza os 

mesmos mecanismos de empacotamento de DNA que outros fagos tipo 

N4. Sequências que codificam estas proteínas também têm adquirido 

papel importante por serem utilizadas em relações filogenéticas e para 

decifrar relações evolutivas entre os fagos pertencentes a diferentes 

famílias (CASJENS et al., 2005). 

A Figura 17 traz os dendogramas resultantes da análise 

filogenética das proteínas terminase e RNA polimerase do fago φNA01 

juntamente com outros 34 membros da família N4, incluindo o próprio 

fago N4.  
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Figura 17 Análise filogenética dos fagos da família N4 utilizando (A) 

Terminase (B) vRNA polimerase. 

 
 

 
As linhas horizontais, neste caso, são ramificações e 

representam linhagens evolutivas mudando com o tempo. Quanto maior 

o ramo na dimensão horizontal, maior a quantidade de transformações 

ao longo do tempo. A barra na parte inferior da figura (0,4) fornece a 

escala para isso. As unidades de comprimento do ramo são, 

normalmente, relativas a substituições de nucleotídeos por sítio, dadas 

em porcentagem de mudança, ou seja, o número de alterações a cada 

100 sítios de nucleotídeos. 

Analisando-se a árvore filogenética da terminase, dois grandes 

grupos são observados, sugerindo a história evolutiva desses fagos. 

Enquanto a terminase do próprio fago N4 está entre as mais 

conservadas, a do fago φNA01, que tem a maior similaridade com as 

dos fagos L1T1, LUZ7, PEV2, KPP21 e PA26 de Pseudomonas, 

pertence ao grupo com maior diferenciação de sequência. 

A análise filogenética da sequência que codifica a proteína 

RNA polimerase revelou que, diferentemente da terminase, a RNA 

polimerase é relativamente menos conservada entre todos os fagos do 

gênero N4. A estrutura apresenta pelo menos três grupos principais e o 

φNA01 está, novamente, mais próximo dos fagos de Pseudomonas, 
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embora compartilhe 100% de identidade de sequência de nucleotídeos 

de vRNA polimerase com o fago Presley que infecta Acinetobacter. 

As árvores baseadas nos genes da fibra da cauda e da lisina 

parecem ser impossíveis de construir de forma significativa, uma vez 

que a maioria dos seus genes ortólogos de outros fagos não pode ser 

identificada de forma confiável, sugerindo baixa similaridade entre 

sequências para esses dois genes em todos os fagos do grupo. 

Atualmente, existem cerca de 43 membros publicados do 

gênero N4 e todos possuem hospedeiros que pertencem à 

Proteobacteria. (ZHAO et al., 2009; WITTMANN et al., 2014; 

CEYSSENS et al., 2010), φNA01 é o primeiro capaz de infectar um filo 

diferente, os Firmicutis.  

Com o uso de ferramentas de software adequadas, realizou-se a 

comparação dos genomas completos do fago φNA01 e os demais do 

gênero N4 sequenciados, distribuindo na forma de matriz e gerando a 

tendência diagonal que representa altos níveis de identidade de 

sequência de DNA. O heatmap é gerado com base no número de grupos 

de genes ortólogos compartilhados por fagos (Figura 18).  
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As análises geradas a partir da montagem do Heatmap mostram 

que os fagos deste gênero podem ser classificados em quatro grupos 

principais A relação evolutiva entre os fagos em cada grupo está mais 

correlacionada com a especificidade do hospedeiro. O fago φNA01 

possui uma organização genômica relativamente distinta dos demais 

fagos do gênero N4, embora tenha semelhanças estreitas com o fago 

Presley, um fago isolado a partir do esgoto (FARMER et al., 2013). O 

grupo ao qual φNA01 pertence dentro da matriz pode ser considerado 

um grupo distinto dos demais do gênero. Fagos relacionados a esse 

grupo foram isolados de ambientes muito distintos e possuem 

hospedeiros evolutivamente distantes, o que pode explicar a falta de 

relação entre si e com os demais grupos na matriz de similaridade. É 

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 subdivisões 

dos fagos do tipo N4 abaixo do nível do gênero não são 

satisfatoriamente claras (CHAN et al., 2014). Alguns consideram, 

inclusive, que o grupo N4 pertence a uma divisão taxonômica mais alta 

que um gênero e propuseram uma reavaliação taxonômica 

(WITTMANN et al., 2015). 

A conservação dos elementos centrais envolvidos na 

transcrição, replicação do DNA e morfologia do vírus estão diretamente 

relacionados ao sucesso evolutivo dos fagos do gênero N4 (FOUTS et 

al., 2013). Enquanto φNA01 tem as regiões de DNA mais conservadas 

entre as proteínas estruturais com um grupo de morfogênese mais 

próximo dos outros fagos semelhantes a N4, as proteínas relacionadas 

ao reconhecimento do hospedeiro são as mais distantes, principalmente 

porque a maioria dos isolados não tem fibras específicas gene 

identificado. 

PARTE 2: Incorporação de fagos polivalentes aos esporos de 

Bacillus subtilis  

 

Para os experimentos de incorporação de fagos aos esporos de 
Bacillus subtilis utilizou-se dois fagos diferentes de φNA01 e φNA03, 

apesar desses dois fagos serem capazes de infectar a cepa bacteriana 

utilizada na esporulação. Isso se deve ao fato das duas propostas 
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experimentais terem sido executadas concomitantemente e para que não 

houvesse conflito de informações nas publicações.   

4.5 Isolamento e caracterização dos fagos utilizados  

Utilizando-se a metodologia de isolamento sequencial por 

múltiplos hospedeiros, dois fagos polivalentes – PBSC1 e PBSC2 – 

foram isolados, ambos são capazes de infectar B. subtilis e B. cereus 

(Tabela 7). Para o isolamento, utilizou-se o mesmo estoque heterogêneo 

primário, feito a partir de amostras de solo, do qual isolou-se os fagos 

φNA01 e φNA03. As imagens de microscopia eletrônica da Figura 19 

revelam a morfologia dos fagos. PBSC1 pertence à família Myoviridea, 

é não-envelopado, contém um capsídeo icosaédrico de 80 nm e uma 

cauda longa contrátil de 70 nm. PBSC2 pertence à família Podoviridea 

com um capsídeo icosaédrico de 70 nm e cauda pouco visível (n = 10). 
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O fago PBSC1 apresentou taxa de adsorção de 1,72 × 10
-9

 

mL/min para B. subtilis e 6,59 × 10
-10

 ml/min para B. cereus. O fago 

PBSC2 apresentou valores mais baixos de 5,35 e 4,32 × 10
-10

 ml/min 

para B. subtilis e B. cereus, respectivamente. Os períodos 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 às características de interesse neste trabalho e pelo 

baixo grau de patogenicidade da espécie, B. subtilis foi também 

escolhido como hospedeiros de produção para ambos os fagos.  

Figura 19 Imagem de microscopia eletrônica de transmissão dos fagos PBSC1 

e PBSC2. Os fagos foram corados negativamente com acetato de uranila 2%. A 

escala é de 50 nm. 

 
 

4.6 Definição e otimização da metodologia de incorporação de fagos 

aos esporos de Bacillus subtilis  

A efetividade do uso de fagos para o controle do crescimento 

microbiano nos mais diversos ambientes, depende não somente da 

capacidade do fago de destruir as bactérias problemáticas, mas também 

da possibilidade das partículas virais chegarem ao alvo com integridade. 

Considerando estas questões, preocupou-se em desenvolver uma técnica 

de phage delivery que fosse efetiva na proteção 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 lítico poderia ser, deliberadamente, induzido a entrar num ciclo 

pseudolisogênico durante a esporulação de um hospedeiro do gênero 
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Bacillus, buscou-se desenvolver uma metodologia otimizada, cujo 

resultado final da técnica seja um grande número 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 aplicação 

em ambientes com condições adversas seguida da liberação da progênie, 

uma vez que seja induzida a germinação destes esporos. 

 

Figura 20 Estratégia geral da incorporação de fagos em esporos, aproveitando o 

ciclo pseudolisogênico para usar os esporos como carreadores de fagos e 

garantindo sua proteção e posterior liberação da progênie. 

 
Este esquema gráfico 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 condições ambientais desfavoráveis. A germinação dos 

esporos, de forma controlada, faz com que o fago retome o ciclo lítico, 

liberando a progênie que ainda é capaz de dar continuidade ao ciclo, 
infectando as bactérias alvo do biocontrole.  

No processo de definição e otimização da metodologia, aplicou-

se duas metodologias distintas com algumas variações nas condições 

aplicadas aos experimentos. Em todas as situações foi possível induzir a 
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transformação das células de Bacillus subtilis em esporos. No entanto, 

as proporções entre células vegetativas iniciais e aquelas capazes de 

concluir o processo de esporulação variaram bastante, assim como a 

proporção 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 

incubação na etapa líquida (também considerada como etapa de indução 

da esporulação). A interação entre os fagos PBSC1 e PBSC2 com as 

células em estado de pré-esporo foi de 20minutos. Diferentes 

proporções entre fagos e bactérias no momento da interação também 

foram aplicadas, para tanto, trabalhou-se com MOI 10 e MOI 1. O 

período de incubação das placas para maturação dos esporos foi de 

24horas. Além disso, comparou-se o efeito do tratamento térmico sobre 

os valores finais de eficiência de incorporação. 
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Figura 21 Ensaios de incorporação 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. 

 

Ao aplicar-se o Método 1 para incorporação de PBSC 1 a 

eficiência máxima foi 18% para as amostras não submetidas ao 

tratamento térmico, após 12 horas de incubação líquida e MOI 10. Com 

a aplicação do tratamento térmico, a condição com resultado final mais 

satisfatório (13%) muda para 10 horas de incubação líquida e MOI 1. 

A queda na eficiência após o tratamento térmico revelou-se 

ainda mais acentuada para PBSC2, mas novamente não existiu um 

comportamento padronizado antes das amostras serem tratadas. Antes 
do tratamento térmico a maior eficiência, de 25%, foi obtida após 10 

horas de incubação, com um MOI 10 na interação fago/ pré-esporo. 

Depois das amostras serem aquecidas, o melhor valor foi menor que 8%, 

alcançado com 8 horas e MOI 1.  
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Apesar de, em uma análise superficial inicial, os valores obtidos 

sem o tratamento térmico parecerem mais satisfatórios, os resultados 

referentes a esta condição não têm uma coerência que permita explicar 

seu comportamento, ou seja, sem o tratamento térmico, é difícil garantir 

a padronização e reprodutibilidade dos resultados.  

O melhor desempenho na eficiência das amostras não 

submetidas a tratamento térmico deve-se ao fato de que, sem a 

submissão a temperaturas mais elevadas, células vegetativas e vírus 

livres no meio, não são completamente eliminados pelo processo de 

purificação. Pôde-se verificar, por microscopia de contraste de fase 

(imagens não apresentadas), que a presença de células vegetativas era 

muito superior nas amostras que não haviam passado por tratamento 

térmico. Em função disso, buscando resultados mais padronizados e 

confiáveis, optou-se por adotar a etapa de tratamento térmico em todos 

os experimentos seguintes.  

Os valores obtidos ao aplicar-se o Método 1 são compatíveis 

com os de Takahashi (1964), cujo trabalho serviu de base para estas 

condições experimentais. Este autor reportou que 11% do total dos 

esporos formados em seus ensaios possuíam o DNA do fago 

incorporado. 

Verificou-se que outros autores obtiveram valores de eficiência 

de incorporação dos esporos drasticamente mais elevados 

(SONENSHEIN & ROSCOE, 1969). Além de trabalharem com fagos 

diferentes, estes estudos possuíam condições experimentais distintas, 

principalmente em relação ao meio utilizado e a procedimentos adotados 

antes da interação dos pré-esporos e fagos. O Método 2 deste trabalho 

foi adaptado a partir desta referência.  

A Figura 22 apresenta os resultados dos ensaios realizados 

aplicando-se o Método 2. Além dos tempos de indução já testados nos 

experimentos anteriores, aplicou-se o tempo adicional de 14 horas. Em 

termos de MOI foram aplicadas três proporções diferentes: 0,1; 1,0 e 

10,0. A interação entre fagos e pré-esporos também foi de 20 min e o 

tempo de maturação foi mantido em 24 horas. Os resultados são 
apresentados em em termos de produção de esporos, de queda na 

adsorção dos fagos livres ao longo do processo de esporulação e de 

eficiência de incorporação dos fagos PBSC1 e PBSC2. 
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Figura 22 Tempo de esporulação de B. subtilis e eficiência da incorporação de 

fagos nos esporos. (A) Densidade bacteriana (absorbância) e fração de B. 

subtilis em termos de formas refrateis (esporos) ao longo do tempo. (B) Taxa de 

adsorção relativa de PBSC1 durante o processo de esporulação de B. subtilis. 

Eficiência de incorporação dos fagos PBSC1 (C) e PBSC2 (D) em diferentes 

MOIs e tempos de incubação líquida (indução de esporulação). 

 
 

Em comparação ao Método 1, o Método 2 resultou em valores 

de eficiência mais elevados tanto na incorporação do fago PBSC1, 

chegando a 32% (10 h de indução, MOI 1), quanto do fago PBSC2, cujo 

valor máximo alcançado foi de 23% (8 h indução, MOI 0,1).  

O melhor desempenho do Método 2 pode estar ligado à etapa 

de sincronização das células bacterianas ao processo de esporulação. 

Sendo assim, no momento da interação entre os fagos e esporos, uma 

maior proporção de células presentes naquele meio estará na fase ideal 

do processo, permitindo que o fago injete seu DNA no interior da célula, 

e bloqueando a continuidade do ciclo lítico que causaria a lise celular. 

A fração 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 esporulação enquanto as taxas de 

adsorção de fagos diminuíram (Figura 22A e 22B), indicando a 

transformação de B. subtilis de células vegetativas em esporos. O fato da 

taxa de adsorção de esporos se reduzir gradativamente com o tempo de 

esporulação deve-se às mudanças na superfície celular, inerentes ao 

processo de esporulação (RIESENMAN et al., 2000). Qualquer 

transformação que interfira nas moléculas da superfície bacteriana que 

atuam como receptores dos fagos, acaba por interferir, direta ou 

indiretamente, na adsorção da partícula viral a ela. 

É possível verificar também que os valores de eficiência são 

diferentes para os dois fagos, mesmo em condições experimentais 

idênticas e, principalmente após tratamento térmico, PBSC1 tem 

resultados superiores em relação a PBSC2. Yehle e Roy (1967) também 

verificaram diferença acentuada na entre dois fagos diferentes (β3 e 

β22) na porcentagem de partículas virais que ficavam retidas dentro de 

esporos maduros após interação com células em processo de 

esporulação. Estes mesmos autores utilizaram um tratamento térmico de 

80
o
C por 10min e reportaram 20% de queda no total de esporos 

contendo fagos em seu interior após este procedimento. 

Entre os fagos mais estudados no fenômeno de pseudolisogenia 

associado a esporos de B. subtilis, inclusive em termos de mecanismos 

moleculares, estão o fago φe e o fago φ29. Moreno (1979) encontrou 

não apenas valores finais distintos em eficiência de incorporação, mas 

também diferenças no momento ideal (em relação ao tempo transcorrido 

de indução da esporulação) para interação fago/pré-esporo. Enquanto o 

fago φ29 parece ter mais sucesso sendo incorporado nos tempos iniciais 

de esporulação, resultados melhores são obtidos quando φe é adicionado 

junto ao pré-esporo em estágios mais adiantados. Sonenshein (2005) 

sugere que esta diferença nas condições ideais e resultados finais para 

cada fago pode estar ligada a mecanismos moleculares distintos 

envolvidos na segregação do material genético do fago para o interior do 

esporo em formação, dependendo da presença, ou não, de algumas 

proteínas no genoma viral.  

Embora o fago PBSC1 continue mantendo no Método 2 uma 
eficácia de incorporação mais alta do que o PBSC2 sob as condições 

testadas, ambos os fagos mostraram padrões de incorporação 

semelhantes em relação ao estágio de esporulação. Para os MOIs de 1 e 

10, o tempo ideal para a incorporação do fago foi de 10 h após a 

inoculação, quando cerca de 44% das células estavam na forma refrátil e 

112



 
 

a esporulação estava ocorrendo em maior velocidade (Figura 21A). No 

entanto, aplicando-se um MOI inferior (0,1) o tempo ideal foi de 8 h 

pós-inoculação, quando apenas cerca de 10% das células estavam na 

forma refrátil. 

Tanto para PBSC1 quanto para PBSC2, os tempos iniciais de 

incubação líquida (4h e 6h) apresentam resultados inferiores aos demais 

tempos nas duas metodologias testadas, sendo, portanto, descartados dos 

próximos ensaios. 

O momento da introdução do fago no meio contendo as 

bactérias em processo de esporulação é importante para uma 

incorporação eficiente, conforme já demonstrado por outros autores 

(SONENSHEIN & ROSCOE, 1969; KAWAMURA & ITO, 1974). A 

adição de fagos, seja de forma precoce (4 ou 6 h) ou tardia (14 h) no 

processo de esporulação, resultou em baixas eficiências de retenção 

(<12%), independentemente dos MOIs aplicados. Bactérias no estágio 

inicial da esporulação ainda são vulneráveis à continuação do ciclo lítico 

do fago, enquanto as bactérias no estágio tardio da esporulação podem 

interromper o reconhecimento do fago e a infecção por causa de 

alterações na morfologia celular e nos receptores de superfície 

(RIESENMAN et al., 2000). 

Estágios de esporulação mais avançados requerem maiores 

concentrações de fagos para infectar com sucesso os pré-esporos devido 

à menor taxa de adsorção que se estabelece. Assumindo uma 

distribuição de Poisson de adsorção 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 MOI = 1 e 

9,5% em MOI = 0,1. No entanto, maiores taxas de adsorção dos fagos 

não, necessariamente, resultaram em maior eficiência de incorporação. 

Uma hipótese é de que, para altos MOIs, a replicação de fagos pode 

interferir e interromper o processo de esporulação, principalmente 

devido à liberação de nutrientes causadas por uma possível lise da célula 

mãe. Somente no final do processo de esporulação, com o tempo mais 

elevado de indução (14 h), observou-se uma correlação positiva entre 

MOI e eficiências de incorporação. No entanto, se a esporulação está em 
estágio avançado, nem mesmo os altos MOIs podem facilitar a infecção 

após as mudanças nos receptores de fago, resultando em baixa eficiência 

de incorporação. 
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Meijer et al. (2005) postulam que a execução adequada dessa 

estratégia que permite que o fago aproveite as propriedades notáveis de 

resistência e dormência do esporo, presumivelmente requer (a) a 

supressão do ciclo de desenvolvimento do fago e (b) a segregação do 

genoma do fago no compartimento polar que dá origem ao pré-esporo.  

Portanto, o momento ótimo para a interação entre o pré-esporo 

e o fago deve coincidir com uma das etapas de formação dos esporos, 

em que as mudanças bioquímicas que estão ocorrendo na célula não 

estejam tão avançadas ao ponto de não permitir que o fago permeie a 

membrana celular e, ao mesmo tempo, já existam genes se expressando 

de modo que o fago não consiga dominar os mecanismos de replicação 

da célula.  

Dois mecanismos diferentes são atribuídos à interrupção do 

ciclo lítico do fago. Um deles está relacionado à expressão diferenciada 

do fator σ em células durante a esporulação (SONENSHEIN, 2005). 

Descobertos por Burgess et al. (1969), os fatores σ são as subunidades 

de reconhecimento das regiões promotoras da RNA polimerase 

bacteriana que direcionam a RNA polimerase para promotores 

específicos com base nas suas sequências específicas. A RNA 

polimerase de B. subtilis possui um fator σ específico para o 

crescimento vegetativo e outro fator σ específico para a esporulação 

(FIMLAID et al., 2015). No entanto, as regiões promotoras dos fagos 

são, supostamente, reconhecidas apenas pelo fator σ expresso durante o 

crescimento vegetativo tendo a continuidade do seu ciclo virulento 

bloqueado em esporos. Outro estudo, focado na compreensão dos 

mecanismos moleculares responsáveis pela incorporação do fago φ29 

em B. subtilis, atribuiu à proteína Spo0A, que é ativada, na bactéria, por 

sinais que indicam limitação de nutrientes (STRAUCH, et al., 1993) a 

inibição da transcrição dos promotores mais precoces de φ29, 

necessários ao ciclo lítico do fago (MEIJER et al., 2005). Este mesmo 

estudo atribuiu a segregação do genoma do fago no compartimento do 

pré-esporo à proteína Spo0J, responsável pela segregação cromossômica 

(LEE et al., 2003). Esta proteína, expressa na célula em esporulação, se 

liga especificamente às regiões parS do fago φ29, direcionando o fago 

adequadamente ao compartimento de pré-esporo durante a 
diferenciação. 

Apesar das evidências apresentadas em ambos os estudos, os 

mecanismos moleculares responsáveis por essa poderosa estratégia de 

sobrevivência ainda necessitam ser amplamente explorados. 

114



 
 

Considerando os dados da presente pesquisa, não se pode atribuir o caso 

dos fagos PBSC1 e PBSC2 a um nem ao outro.  

Ainda em busca de condições experimentais que garantissem 

maior eficiência na obtenção de fagos incorporados aos esporos, 

explorou-se a influência do aumento no tempo de maturação dos 

esporos nos resultados finais. Nestes experimentos apenas as condições 

anteriores que haviam apresentado resultados mais satisfatórios foram 

aplicadas. A Figura 23 mostra os resultados comparando-se 24 h 

(utilizado nos experimentos anteriores) e 48 h de maturação. Aplicou-se 

8 h e 10 h nos tempos de indução da esporulação. Apenas o fago PBSC1 

foi utilizado e o MOI aplicado foi 1,0. 

Figura 23 Efeito do tempo de maturação (24h ou 48h) sobre as suspensões 

finais de esporos em termos de (A) abundância e (B) eficiência de incorporação 

do fago PBSC1. Os asteriscos (＊) representam diferença significativa (p <0,05) 

entre 24 h de maturação e 48 h de maturação. 

 
 

O aumento do tempo de maturação dos esporos de 24 h para 48 

h resultou em um aumento significativo na abundância de esporos totais, 

chegando próximo a 100% quando submetido a 12 h de incubação 

líquida 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 eficiência de incorporação de esporos. Maiores 

eficiências de incorporação de fagos aos esporos foram obtidas em todas 

as condições aplicadas, gerando até 45% de eficiência com 10 h de 
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incubação líquida, para 8 h de incubação líquida, o resultado final 

aumentou de 21% para 38% de eficiência e nas 12 h o aumento foi ainda 

mais significativo, de 19% para 39%.  

A maturação do esporo é o estágio VI da esporulação, onde os 

esporos desenvolvem resistência total ao calor e resistência à lisozima, 

somente depois que, no estágio VII, a célula-mãe 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 resistência e são, portanto, 

mais vulneráveis. Os mecanismos bioquímicos e moleculares 

envolvidos na pseudolisogenia ainda são incertos. É possível que 

esporos contendo um DNA exótico sejam ainda mais vulneráveis a 

algumas condições extremas, ainda não se sabe como a incorporação de 

fagos afeta o curso e os mecanismos da esporulação. Outro aspecto a ser 

mencionado é que esporos contendo fago, após 24h de maturação, 

provavelmente não são mortos porque o ciclo lítico do fago é ativado 

(uma vez que a virulência do fago parece ser perdida logo após o 

aprisionamento), mas sim pela sua vulnerabilidade ao calor. 

O tempo de maturação dos esporos está relacionado à aquisição 

de resistência ao calor úmido (SANCHEZ-SALAS et al., 2011), e como 

a purificação incluiu tratamento térmico (70
o
C por 30 min), maturações 

mais longas resultaram em maior rendimento de esporos viáveis. 

Concentrações de esporos satisfatórias foram obtidas em 24 horas de 

maturação, mas a duplicação desse tempo resultou em suspensões finais 

de esporos mais puras, já que mesmo após a fase de maturação ser 

concluída as células vegetativas remanescentes são gradativa e 

naturalmente eliminadas (NICHOLSON & SETLOW, 1990).  

A Figura 24 apresenta imagens de microscopia eletrônica de 

varredura de amostras dos esporos produzidos com tempo de maturação 

de 24 h e 48 h.  
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Figura 24 Imagem de microscopia eletrônica de varredura para demonstrar o 

efeito do tempo de maturação sobre a pureza das suspensões finais de esporos. 

(A) 24 h de maturação (B) 48 h de maturação. Escala de 1 µm. 

 

 

Mesmo com a otimização da metodologia, os valores de 

eficiência atingidos neste experimento são menores do que aqueles 

reportados nos trabalhos cuja metodologia serviu de base, os quais 

atingiram 71% de eficiência de incorporação de fagos aos esporos 

(SONHENSEIN e ROSCOE, 1969). Esses autores conduziram os 

experimentos do início ao fim em cultura líquida (indução da 

esporulação e maturação) e usaram um sérum específico anti-fago para 

acabar com os fagos livres no meio logo após o tempo determinado para 

infecção. Estas medidas levam a um maior controle do processo, que 

juntamente com a característica particular de cada fago utilizado, pode 

resultar em maior eficiência final. 

Como o tratamento térmico (70
o
C por 30 min) assegurou a 

inativação de fagos livres (aqueles que não foram incorporados aos 

esporos mas permanecem no meio), a presença de placas de lise quando 

as suspensões de endósporos foram submetidas a ensaios de dupla 

camada de ágar indica que estas são 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 o 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 líticas claras nos hospedeiros (A) B. subtilis e (B) B. cereus. 

 

 

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 

inibitórios PBSC1 e PBSC2 nos hospedeiros. (A1) Efeito inibitório de PBSC1 

livre e PBSC1 liberado por esporos (S-PBSC1) em B. subtilis e (A2) B. cereus. 

(B1) Efeito inibitórios de PBSC2 livre e PBSC2 (S-PBSC2) liberado por 

esporos em B. subtilis e (B2) B. cereus. O MOI inicial era 10. 

 

Imagens de microscopia eletrônica de transmissão mostraram 

que, após passarem por todas as etapas do processo de incorporação aos 

esporos e seu genoma ficar retido no interior desta estrutura por cerca de 

3 semanas, a progênie liberada com a germinação dos esporos não 

apresenta alterações morfológicas em PBSC1 e PBSC2 (Figura 27). As 

partículas virais também mantiveram as mesmas dimensões que as 

originais. 
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Figura 27 Imagens de microscopia eletrônica de transmissão dos fagos PBSC1 

e PBSC2 após a germinação e esporos. Os fagos foram corados negativamente 

com acetato de uranila a 2%. A escala é de 50 nm. 

 

 

4.7 Ensaios de resistências – fagos livres comparados aos fagos 

incorporados a esporos. 

Diversos autores já reportaram a perda de viabilidade de fagos 

por influência de fatores ambientais, seja em ambientes naturais 

(SUTTLE & CHEN, 1992), durante sua aplicação como ferramentas de 

biocontrole (IRIARTE et al., 2007) ou em testes de resistência 

específicos (SCHAPER et al., 2002; SILVA et al., 2013).  

No intuito de demonstrar que o sistema fago/esporo é efetivo 

como forma de proteção aos fagos contra condições físico-químicas 

adversas, expôs-se fagos livres e fagos incorporados a esporos a 

diferentes condições de temperatura, pH, radiação UVA e concentrações 

de cobre (Figura 28). 
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Figura 28 Ensaios de resistência 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 gráfico. (B) Exposição a diferentes pHs 

conforme indicado no eixo horizontal, durante 60 min. (C) Exposição à radiação 

UVA ao longo de 20 horas. (D) Exposição a diferentes concentrações de cobre 

conforme indicado no eixo horizontal. 

 

 

Ambos os fagos demonstraram ser capazes de manter sua 

viabilidade próxima a 100% quando expostos durante 15 min a 40 
o
C e 

50 
o
C passando a ter uma queda drástica nas contagens, quando a 

temperatura é igual ou maior a 60 
o
C. O fago PBSC2 demostrou ser 

ligeiramente mais sensível ao calor.  

É bem conhecido que os fagos expostos a altas temperaturas são 

rapidamente inativados (ROSSI et al., 1999). O PBSC1 e o PBSC2 

tiveram o 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 inativação acima de 50 
o
C (Figura 28A). Por outro lado, 

quando incorporados aos esporos, os fagos mantêm sua viabilidade 

próxima a 100% mesmo após serem submetidos ao tratamento térmicos 

até 70 
o
C, apresentando uma queda de apenas 4% nas partículas virais 

viáveis em 15 min de exposição a 80 
o
C.  

Muitos estudos já investigaram a resistência dos esporos 

bacterianos a múltiplas condições ambientais (SETLOW, 2006), 

mostrando que eles podem resistir a temperaturas superiores a 100
o
C 

(KORT et al., 2005). Um grande número de fatores está envolvido na 

resistência ao calor úmido de esporos (SETLOW, 2014) e as condições 

experimentais em que os esporos são formados podem ser determinantes 

na formação das estruturas e compostos envolvidos (CONDON et al., 

1992). O núcleo central, que é a camada mais interna dos esporos, é o 

principal responsável pela resistência ao calor úmido. Um teor mais 

baixo de água no núcleo tem um papel fundamental na resistência ao 

calor úmido e pode estar diretamente relacionado à temperatura de 

formação de esporos (NGUYEN et al., 2011). O ácido dipicolínico 

(DPA) também tem um papel indireto, mas não menos importante, uma 

vez que o conteúdo de água do núcleo diminui de acordo com o 

acúmulo de DPA durante a formação de esporos (MAGGE et al., 2008). 

A saturação do DNA com proteínas de esporos tipo α / β solúveis em 

ácido (SASP), bem como a proporção e os tipos de íons metálicos 

bivalentes são outros dois fatores com influência na resistência ao calor 

úmido de esporos (BRUL et al., 2011) 

Fagos comumente têm ótima estabilidade e infectividade em pH 

próximo do neutro (JONKZYC et al, 2011). Em valores extremos de 

pH, a presença de radicais reativos livres aumenta drasticamente devido 

às altas concentrações de íon hidrogênio e íon hidroxila presentes no 

meio, dominando os mecanismos de inativação viral (FENG et al., 

2003). Este é o caso de fagos aplicados como agentes de biocontrole no 

intestino humano, cujo efeito limitado contra bactérias não foi apenas 

devido aos baixos valores de pH, mas sua difusão em meios viscosos foi 

afetada negativamente (MÜLLER-MERBACH et al., 2005). Esta 

condição de dificuldades na difusão (devido a presença de sólidos em 

suspensão, neste caso) e acidez também é facilmente encontrada em 
sistemas de tratamento de efluentes. Os componentes estruturais do 

vírus (capsídeo, fibras da cauda, etc.) podem sofrer oxidação direta 

quando expostos a esses ambientes, e a dissociação do capsídeo traz 
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como consequência a degradação do ácido nucléico do vírus 

(SCHIJVEN et al., 2016). 

 Nos experimentos com pH mostrados na Figura 25B, fagos 

incorporados em esporos tiveram uma redução de viabilidade máxima 

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 núcleo, é composta por lipídios 

imobilizados, resultando em baixa permeabilidade (mesmo para a água) 

protegendo, consequentemente, o núcleo do esporo de produtos 

químicos que danificam o DNA (SELLA et al., 2014). Alguns ácidos 

fortes são capazes de causar danos internos à membrana, mas mesmo os 

álcalis mais fortes dificilmente matam os esporos. Em geral, substâncias 

básicas apenas inativam as enzimas líticas necessárias para a hidrólise 

do córtex do esporo no processo de germinação, o que pode ser 

recuperado com o tratamento com lisozima (SETLOW et al., 2002).  

A maioria das cinéticas de inativação dos fagos por UV têm 

demonstrado seguir uma reação de primeira ordem, sendo um processo 

de uma única etapa, embora diferentes fagos tenham suscetibilidade 

variável a esta radiação (MISSTEAR et al., 2012). Enquanto algumas 

partículas virais são eficientemente inativadas pela luz solar natural, 

existem estudos mostrando que alguns fagos podem resistir a radiações 

artificiais dentro do espectro de comprimentos de onda UV. Mamane et 
al. (2007) testaram a inativação dos fagos MS2, T4, T7 e esporos de B. 

subtilis, de forma independente, quando submetidos a radiação UV e a 

Processo de Oxidação Avançada (POA), utilizando sistema UV/H2O2. 

Entre os fagos, apenas MS2 demonstrou resistência quando expostos a 

UV por apenas 15min, no entanto, quando H2O2 é adicionado ao 

sistema, mesmo este fago sofre decaimento. Nenhuma das condições 

testadas foi capaz de causar perda da viabilidade dos esporos. 

Dentro de 20 horas do ensaio de irradiação UV, pode-se 

observar uma diferença de viabilidade superior a 40% entre os fagos 

livres e os fagos protegidos por esporos. O fago PBSC2 se mostrou o 

mais sensível à exposição, mantendo a viabilidade de infecção, ao final 

de 20 horas de exposição, de apenas 25% do total das partículas virais. 
O sistema fago/esporo teve um decaimento de apenas 20% das 

partículas virais viáveis.  

De acordo com Nicholson et al. (2005), um fator que pode estar 

envolvido na resistência dos esporos à UV é a presença de pigmentos 
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capazes de absorver a radiação na camada mais exterior do esporo, 

fazendo com que componentes internos como o DNA, sensíveis ao UV, 

sejam protegidos. 

O alto grau de proteção do DNA é um fator importante na 

sobrevivência dos esporos quando expostos a radiação UVA ou 

qualquer outra, uma vez que os mecanismos de reparo do DNA durante 

a dormência dos esporos não funcionam, devido a inatividade das 

enzimas do núcleo (SETLOW, 1995). A proteção do DNA do esporo 

está também associada à ligação das proteínas SASP ao seu DNA 

(POPHAM et al., 1995) e a presença de pigmentos escuros nas camadas 

externas do esporo que são estruturalmente semelhantes à melanina e 

podem absorver a radiação UV (SETLOW, 2006; NICHOLSON et al., 

2005; MC KENNEY et al., 2012). Além disso, há um mecanismo de 

reparo rápido do DNA durante a germinação do B. subtilis que pode 

corrigir pequenos danos, desde que vez que eles não tenham sido 

acumulados ao longo de anos de dormência (SETLOW, 2006). 

Embora seja essencial em muitos processos biológicos, o cobre 

é conhecido há muito pela sua toxicidade em altas concentrações, 

inclusive em vírus, que são inativados por danos a moléculas 

biologicamente críticas (LI et al., 2011). A Figura 28D mostra como o 

PBSC1 e o PBSC2 são diretamente afetados pelo aumento da 

concentração de cobre, enquanto os fagos protegidos no esporo tiveram 

uma perda de viabilidade menos dramática. 

Com intuito de verificar se os esporos que carregam o genoma 

do fago PBSC1 em seu interior têm maior ou menor capacidade de 

resistir aos fatores ambientais já aplicados aos fagos, alguns testes de 

resistência com condições 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 Resistência de esporos normais e esporos infectados por fagos. O 

tempo de maturação do esporo foi de 48 h. A viabilidade de esporos normais e 

esporos infectados por fagos foi calculada com base nas UFC e COI relativas, 

antes e depois do tratamento, respectivamente. Esporos normais e esporos 

infectados por fagos apresentaram resistência ambiental similar à temperatura 

alta (80 
o
C), pH 2, Cu

+2
 (1ppm) e UVA. 

 

O efeito dos fagos na viabilidade dos esporos regulares e 

esporos portadores do genoma dos fagos foi estatisticamente 

indistinguível, demonstrando que a presença do genoma do fago no 

interior do esporo não interfere na capacidade de resistência 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 são conhecidos por facilmente perderem sua viabilidade ao serem 

mantidos em temperatura ambiente ou outros locais menos apropriados. 
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No entanto, a manutenção de grandes volumes de suspensão 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 períodos 

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 após estoque em temperatura ambiente, protegidos da luz, durante o 

tempo indicado no gráfico. 

 

Observou-se que, ao 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
-1

 para os fagos livres PBSC1 e 
PBSC2 em suspensão, respectivamente. Enquanto isso, o sistema 

fago/esporo, composto por esporos  contendo fagos, secos a temperatura 

ambiente, não apresentou queda significante na viabilidade dos fagos ao 

longo das 5 semanas de teste.  
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 Todas as condições testadas nos experimentos de resistência 

comprovaram a capacidade dos esporos em atuar como sistemas de 

carreamento e proteção dos fagos. De fato, o estado pseudolisogênico 

pode explicar a sobrevivência a longo prazo dos vírus em ambientes 

desfavoráveis, revelando-se para uma estratégia evolutiva natural que 

permite aos fagos adaptar seu ciclo de vida às condições fisiológicas do 

hospedeiro e, consequentemente, garantir e otimizar sua proliferação 

(MEIJER et al, 2005; RIPP et al., 1997). 

4.8 Liberação controlada da progênie de fagos por meio de 

estimulação da germinação dos esporos. 

A germinação e o crescimento de esporos são caracterizados 

pela alta variabilidade no comportamento de células individuais. Este 

processo geralmente é iniciado quando um ou mais receptores de 

germinação (RGs), localizados na membrana interna dos esporos, 

detectam seu germinante correspondente e iniciam uma série de eventos 

bioquímicos (PAREDES-SABJA et al., 2011). Para controlar a 

germinação de esporos e, consequentemente, promover a liberação de 

fagos, é possível induzir o processo através da incubação 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 os 

RGs reconhecem os nutrientes apropriados, o esporo se compromete 

com a germinação de forma irreversível e o processo segue mesmo se o 

germinante for removido ou a ligação for revertida e inibida (NAGLER 

et al., 2014). 

Para estimular a germinação dos esporos em tempos menores 

do que os obtidos sem estímulos, comparou-se os efeitos de dois 

germinantes (L-alanina e a mistura AGFK) isoladamente e em 

combinação, observando o comportamento das células (Figura 31A) e a 

abundância de fagos no meio (Figura 31B). 
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Figura 31 Indução da germinação dos esporos e liberação da progênie do fago 

retido PBSC1. (A) A germinação de B. subtilis desencadeada por diferentes 

geminantes foi monitorada por mudanças na densidade óptica (DO600 inicial = 

0,8). (B) Liberação de PBSC1 retido sob diferentes condições de indução. As 

concentrações 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. 

 
 

Com base na queda observada na densidade ótica durante a 

germinação de esporos, o tempo de germinação foi estimado em 30 a 35 

minutos quando induzido com 20 mM de L-alanina ou 20 mM de 

mistura de AGFK. A germinação mais rápida foi induzida pela 

combinação de 10 mM de L-alanina e 10 mM de mistura de AGFK. 

Uma vez que os fagos são incorporados aos esporos, seu período latente 

inicial deve considerar, além do tempo regular, o tempo de germinação 

do esporo e desenvolvimento celular, o que aumenta o tempo necessário 

para a replicação 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 germinação. No 

entanto, quando a mistura de L-alanina ou AGFK é adicionada, a 

replicação do fago é observada mais cedo, em cerca de 90 a 120 min a 

progênie já é liberada. Observou-se também que os períodos 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 à L-
alanina, enquanto a mistura AGFK atua nos receptores GerB e GerK 

para desencadear a germinação (SETLOW, 2014). Em concordância 

com os nossos resultados, trabalhos anteriores também mostraram que 

as combinações 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 germinação com L-alanina via 

GerA pode ser estimulada por glicose e K
+ 

– ambos componentes da 

mistura AGFK, considerados cogerminantes – e esta simulação requer 

cooperação do receptor GerK (YASUDA & TOSHIKUBO, 1984; 

MONGKOLTHANARUK et al., 2011). Assim, os esporos não apenas 

integram, mas também podem amplificar sinais de múltiplos 

germinantes e múltiplos RGs e acelerar, desta forma, a germinação total 

de esporos. 

4.9 Proposição de metodologia modificada no biocontrole com uso 

de bacteriófagos 

Os fagos têm demonstrado forte potencial para combater 

bactérias resistentes a antibióticos através de múltiplos modos de ação 

(por exemplo, controle microbiano seletivo (VIERTEL et al., 2014) 

dispersão de biofilme (BHATTACHARJEE et al., 2015) e re-

sensibilização por resistência a antibióticos (YOSEF et al., 2015). A 

eficácia do tratamento de fagos depende não apenas de interações 

específicas fago-hospedeiro, mas também da conservação da viabilidade 

do fago durante o tratamento. 

Os resultados obtidos até aqui demostram que a criação de um 

sistema fago/esporo como estratégia para transporte e proteção de fagos 

é tecnicamente viável e vantajosa, já que aumenta em muitas vezes a 

viabilidade dos vírus expostos a diferentes condições ambientais, 

quando comparado ao fago livre.  

As vantagens do uso de fagos com amplo espectro de 

hospedeiros para o controle de crescimento microbiano também já são 

bem estabelecidas e incentivadas por pesquisadores da área (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 

preocupações referentes a segurança, logística de produção e surgimento 
de resistência.  

Um aspecto importante dos fagos polivalentes é que eles podem 

ser produzidos usando múltiplos hospedeiros, contornando-se a 

necessidade de utilizar hospedeiros patogênicos ou difíceis de cultivar 
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durante a produção. Evitar a exposição mais frequente do fago com o 

hospedeiro alvo também ajuda a reduzir o desenvolvimento e 

proliferação de mutantes bacterianos insensíveis a ele.  

Em relação a aspectos econômicos, a possibilidade de produção 

do fago com hospedeiros seguros, pode significar a extinção da etapa de 

purificação (separação do hospedeiro), levando a economias 

significativas em capital e custos operacionais. Além disso, a 

manutenção da viabilidade das partículas virais proporcionada pelo 

sistema fago/esporo implica em menor necessidade de dosagens 

repositórias, além de, conforme demonstrado, garantir estoques por 

prazos maiores sem necessidade de refrigeração.  

Em resumo, os fagos polivalentes podem ser cultivados com 

segurança e introduzidos nos locais de aplicação incorporados a esporos, 

aumentando as chances de um número maior de partículas virais 

chegarem até o alvo, mantendo a capacidade de infecção e aumentando 

assim a supressão 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‖.  É demonstrada a 

diferente abordagem entre as principais etapas envolvidas no uso de 

fagos para o controle de crescimento bacteriano: isolamento, produção, 

purificação e tratamento.  
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Figura 32 Proposta de abordagem alternativa para o uso de fagos como 

ferramentas de biocontrole. 

 

 Enquanto na primeira abordagem o próprio hospedeiro alvo 

(Hosp A) é também utilizado para a produção do fago, o método 

modificado faz uso de um hospedeiro exclusivo para produção (Hosp P), 

o que se reflete na etapa de purificação, que no primeiro caso exige 

técnicas mais complexas que garantam a total separação entre fago e 

bactéria e, ainda assim, pode levar a dispersão de genes de resistência a 

antibiótico (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 índices 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 desinfecção em sistemas de tratamento de 

efluente sanitários. Indo mais além, pode se tornar um forte aliado no 

controle de microrganismos problemáticos em plantas de tratamento de 

efluentes e estrutura associada.   
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5. CONCLUSÕES 

 

 O método ―isolamento sequencial por múltiplos hospedeiros‖ se 

mostrou eficiente na seleção de fagos com potencial para amplo 

espectro de hospedeiros, possibilitando isolar os fagos φNA01 e 

φNA03 ambos com indicativo de infectar bactérias Gram-

positivas quanto Gram-negativas. 

 É possível incorporar fagos capazes de infectar Bacillus subtilis 

a esporos em formação, porém, a eficiência de incorporação de 

cada fago é diferente, mesmo em condições experimentais 

iguais. 

 Com a germinação dos esporos os fagos retomam seu ciclo 

lítico normalmente, liberando as partículas virais de sua 

progênie no meio e mantendo sua capacidade de infecção, com 

EOP semelhante a original, nos diferentes hospedeiros. 

 O método em que é realizada a etapa de sincronização das 

células em esporulação provou ser mais eficiente na obtenção 

de um grande número de fagos incorporados aos esporos. 

Dentro deste método, condições experimentais como incubação 

líquida por 10 horas, MOI 1,0 aplicado no momento de 

interação entre fago e bactéria e 48 horas de maturação dos 

esporos garantiram o valor máximo de eficiência nos 

experimentos.  

 Comprovou-se que, quando os fagos estão incorporados no 

interior de esporos bacterianos têm maior capacidade de tolerar 

diferentes condições físico-químicas, como temperaturas 

superiores a 50
o
C, valores de pH mais ácidos ou alcalinos, 

exposição à radiação UVA e diferentes concentrações de Cu
+2

. 

Além disso, pode ser armazenado em temperatura ambiente por 

semanas sem perda considerável na viabilidade dos fagos.  

 É possível induzir a germinação dos esporos, através de 

concentrações relativamente baixas de L-alanina ou da mistura 

AGFK, liberando a progênie de fagos em tempos menores que 

os comparados com a germinação não estimulada.  O uso dos 

germinantes em conjunto garantem tempos ainda menores.  

 Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial da 

abordagem de incorporação de fagos em esporos para garantir a 

eficácia do controle biológico com fagos em sistemas com 

condições adversas para a viabilidade das partículas virais. 
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7. ANEXOS 

 

Figura A1 Cinética de adsorção do fago φNA01 em cada hospedeiro de 

isolamento. P0 é o número de fagos livres no tempo 0, e Pt é o número de fagos 

livres no tempo t. Trendline é a linha de regressão linear. Barras de erro indicam 

desvios padrão da média de experimentos independentes em triplicata. 
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Figura A2 Cinética de adsorção do fago φNA03 em cada hospedeiro de 

isolamento. P0 é o número de fagos livres no tempo 0, e Pt é o número de fagos 

livres no tempo t. Trendline é a linha de regressão linear. Barras de erro indicam 

desvios padrão da média de experimentos independentes em triplicata. 
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Tabela A3 Sequências referentes ao RNA transportador encontradas no genoma 

do fago φNA01. 

tRNA # Início Fim Tipo  Códon  

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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