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Palavras-chave Bacteriéfagos ou fagos, sdo virus que infectam e matam bactérias com grande seletividade, por isso, possuem
grande aplicabilidade terapéutica e biotecnoldgica para o controle de bactérias de forma abrangente ou
Bacteriéfagos

Agentes anti-infecciosos

Antimicrobiano

especifica em fungdo de sua amplitude de hospedeiros, ou seja, a capacidade de infectar e lisar diferentes
espécies bacterianas. O que os potencializa como uma poderosa ferramenta para o biocontrole bacteriano,
incluindo patdgenos, principalmente em um contexto na qual a resisténcia bacteriana aos antibiéticos ameaga
a eficacia desses farmacos e gera muitos impactos negativos sobre a satde publica ao nivel global. Fato este
que torna relevante a realizagdo de pesquisas com o intuito de isolar e explorar o potencial
biotecnoldgico/terapéutico destes virus como alternativa aos antibidticos. Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo isolar e caracterizar a amplitude de hospedeiros de bacteriéfagos liticos provenientes de
amostras de um esgoto da cidade de Macapd por meio de ensaios cldssicos de microbiologia, que tiveram
como resultado o isolamento de 4 bacteriéfagos liticos, das quais 3 apresentaram amplitude de hospedeiro
polivalente e 1 amplitude de hospedeiro do tipo monovalente.

Keywords Bacteriophages, or phages, are viruses that infect and kill bacteria with high selectivity, so they have great
therapeutic and biotechnological applicability for the control of bacteria in a wide or specific way depending

Bacteriophages on their host range, ie the ability to infect and lyse different bacterial species. This potentializes them as a

Ant/:—in.fecti\./es powerful tool for bacterial biocontrol, including pathogens, especially in a context in which the bacterial

Antimicrobial resistance to the antibiotics threatens the efficacy of these drugs and generates many negative impacts over
the public health globally. This fact makes research relevant to isolate and exploit the
biotechnological/therapeutic potential of these viruses as an alternative to antibiotics. In this context, this work
aimed to isolate and characterize the host range of lytic bacteriophage isolated from samples of sewage from
the city of Macapa by classical microbiology assays, which resulted in the isolation of 4 Iytic bacteriophages, of
which 3 presented polyvalent host amplitude and 1 monovalent host amplitude.

INTRODUCAO contribuiram significativamente para a redug¢do das taxas de

morbidade e mortalidade mundiais (VENTOLA, 2015).

Os antibidticos sdo farmacos efetivos contra infecgdes Entretanto, ao mau uso destes farmacos é atribuido o

bacterianas que permitiram as popula¢gées humanas o
alcance de uma consideravel longevidade e qualidade de vida
em decorréncia de avangos na medicina, como
procedimentos cirdrgicos invasivos, prevengdo e tratamento
de infeccbes bacterianas em pacientes sobre esquemas
terapéuticos com quimioterapicos, ou portadores de doengas
cronicas que os tornem suscetiveis as infec¢des, que so se

tornaram possiveis em decorréncia dos antibidticos, que
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surgimento da resisténcia bacteriana, que tem se tornado um
sério problema de saude global devido a um numero
complicagdes
prolongacdo do tempo de tratamento, hospitaliza¢do e
relevante elevagdo dos custos (SIQUEIRA, 2004; COSTA; SILVA-
JUNIOR, 2017), além de sua influéncia em eventos epidémicos

consideravelmente maior de clinicas,

de emergéncia e re-emergéncia de doencas infecciosas. O que
torna importante a busca de estratégias e alternativas contra
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a resisténcia bacteriana (COHEN, 2000; HEYMANN; DAR,
2014).

Neste contexto, bacteriéfagos, virus que infectam e
matam bactérias, ou seja, predadores naturais de bactérias,
possuem grande potencial terapéutico e biotecnolégico para
o controle bacteriano. Sendo estes virus conhecidos desde
1919, mas devido a descoberta e langamento dos antibidticos
no mercado em associacdo a um marketing de que estes
farmacos seriam a cura de todas as infecgdes, passaram por
um longo periodo de esquecimento (FRUCIANO; BOURNE,
2007; GOLKAR et al., 2014), porém, o aumento na incidéncia
e prevaléncia global de casos de infec¢gdes causadas por
bactérias resistentes ou multi-resistentes aos antibidticos
contribuiu para o renascimento de pesquisas com estes virus
com propdsito terapéutico (PELFRENE et al., 2016).

Sendo apontado como principais vantagens a utilizagdo de
fagos ao invés dos antibidticos (moléculas estdticas) na
terapéutica principalmente a capacidade bioldgica destes
virus de acompanhar a evolugdo bioldgica das bactérias, sua
farmacologia atipica nao envolver mecanismos
farmacocinéticos e farmacodinamicos implicitos as drogas
qguimicas, e sua autoreplicagdo tornar o tratamento ativo e
mais confortavel, por dispensar esquemas posoldgicos
inconvenientes para manutengdo da janela terapéutica em
fungdo da replicagdo viral; também devendo ser considerado
que a abundancia e diversidade destas entidades bioldgicas
nos mais diversos ecossistemas é colossal (ABEADON et al.,
2010; ABEADON et al., 2011; LOC-CARRILLO; ABEDON, 2011)
e seu potencial biotecnoldgico é pouco explorado,
principalmente na Amazonia.

Em meio a este ambito, este trabalho teve como objetivo
isolar bacteriéfagos liticos oriundos de amostras de um
esgoto da cidade de Macapd e analisar a amplitude de
hospedeiro dos isolados contra 6 cepas de bactérias

patogénicas ao homem por meio ensaios in vitro.
MATERIAL E METODOS

As amostras de esgoto utilizadas neste trabalho foram
coletadas em um efluente de esgoto doméstico despejado no
curso do igarapé das pedrinhas (georreferenciamento 0°
0.112’N 51° 4.219’0) com auxilio de pipetas de pasteur e
frascos de rosca estéreis, e o devido cuidado para evitar
contaminagdo cruzada. Tendo o procedimento de coleta
ocorrido no més de julho de 2018.

Os procedimentos de prospec¢do e isolamento foram
realizados pelo ensaio de placa com o método de dupla
camada de 4agar, seguido por coleta de placa e cultivos
subsequente para assegurar o isolamento conforme descrito
por Mirzaei e Nilsson (2015), tendo sido utilizados como

hospedeiros para a obtenc¢do e isolamento de fagos as cepas
Staphylococcus aureus ATCC 6338, Klebisiela pneumoniae
ATCC 4352 Escherichia coli ATCC 8789 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853.

O sufixo Pedr foi utilizado para designar o local de coleta
das amostras, seguido do numero de coleta e as duas ultimas
letras representam o género e espécie bacteriana na qual os
fagos foram obtidos e isolados.

Os ensaio para a determinagdo da amplitude de
hospedeiros foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Gregoracci (2006), utilizando as seguintes cepas
bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC 6338, Enterococcus
faecalis ATCC 15290, Klebisiela pneumoniae ATCC 4352,
Escherichia coli ATCC 8789 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
25853, e a fdrmula abaixo para a determinagao das titulagcdes
virais de cada ensaio:

Namero de placas de lise 1000uL

PFU = X
volume da diluicao (mL) X fator de diluicio mL

Sendo a titulagdo viral o produto da equagdo acima, que
considera a média da quantidade de placas formadas por cada
fago em cada um dos hospedeiros mencionados (n=3 para
cada hospedeiro), dividido pelo volume da diluicdo
empregada multiplicado pelo seu fator de diluigio (de 103 a
10°); na qual o quociente obtido no primeiro termo é
multiplicado pelo segundo termo, cuja finalidade é ajustar o
resultado para ser expresso em Unidades Formadoras de
Placa por mL. Para cada triplicata também foi calculada

média, mais desvio padrao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatro bacteriéfagos liticos foram isolados de amostras
de esgoto, o isolado Pedr3CEc inicialmente enriquecimento e
posteriormente isolamento com Escherichia coli ATCC 8789, o
isolado Pedr3CKp proveniente de enriquecimento e
isolamento com Klebisiela pneumoniae ATCC 4352, o isolado
Pedr3CSa, enriquecido e isolado com Staphylococcus aureus
ATCC 6338, e o isolado Pedr3CPa, que foi enriquecido e
isolado com a bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853,
podendo as caracteristicas morfoldgicas das placas formadas
por cada fago serem observadas na figura 1 e suas descri¢Ges
na tabela 1.

A morfologia de placa, além de poder informar o tipo de
ciclo de replicagdo viral, através de suas caracteristicas, nas
quais fagos que formam placas com aspecto limpido indicam
a utilizacdo do ciclo litico, enquanto placas de aspeto turvo
sugerem lisogénia (CASEY et al., 2018), também serve como
um dos primeiros critérios de distingdo entre fagos (SHENDE
et al., 2017), e pode fornecer informagbes quanto aos
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tamanhos das particulas virais, nas quais, fagos grandes
tendem a formar placas pequenas, enquanto fagos pequenos
tendem a formar placas grandes (SAAD et al., 2019).

Podendo a relagdo entre tamanho de placa e tamanho de
particula viral ser observada nos resultados de Simolitinas et
al. (2013), isolou o fago vB_KleM_RaK2, que possui genoma
de 346 kbp, capsideo de 123 nm de diametro e cauda de
128x21,5 nm, que formou placas pequenas de 0,75+ 0,25 mm
de didmetro, e os resultados de Kumari et al. (2010) isolou
Podovirus com capsideo de 73-135 nm de diametro e cauda
de 15,18-40 nm, que formaram placas de 7,8 mm.

Os resultados obtidos revelam que os fagos isolados
performam o ciclo litico como estratégia de replicagdo, e que
possivelmente apresentam particulas virais de tamanho
consideravelmente grande, entretanto, por se tratar de um
estudo preliminar, ensaios de microscopia eletronica de
transmissdo ndo foram realizados para confirmar esta relagdo
entre tamanho de placa e tamanho de particula viral, e
possibilitar a classificagdo taxondmica dos isolados conforme
preconizado pelo ICTV (International Committee on

Tabela 1. Caracteristicas morfologicas do ensaio de placa.

Taxonomy of Viruses), assim como confirmagdo do processo
de isolamento (BENIAC et al., 2014; ELBREKI et al., 2014;
CASEY et al., 2018).

A amplitude de hospedeiro é uma caracteristica intrinseca
de cada bacteridfagos, e representa um parametro de
distincdo e classificacdo para estes virus, podendo a
amplitude de hospedeiros ser do tipo monovalente, quando
infectam apenas uma espécie bacteriana, ou polivalente,
quando infectam duas ou mais espécies bacterianas (TAN et
al., 2008). Apresentando os Pedr3CEc, Pedr3CSa e Pedr3CPa,
uma amplitude de hospedeiro do tipo polivalente, enquanto
o isolado Pedr3CKp apresentou amplitude de hospedeiro do
tipo monovalente, podendo a amplitude de hospedeiros de
cada isolado ser observada com suas devidas titulagdes para
cada hospedeiro na tabela 2.

De acordo com Shende et al. (2017), fagos com amplitude
de hospedeiro do tipo polivalente possuem potencial para
substituir os antibidticos, e os fagosPedr3Sa, Pedr3Ec e
Pedr3Pa apresentaram amplitude deste tipo, porém, deve ser
considerado que a investigacdao de fagos com o intuito de

Bacteriofago Morfologia de placa Titulagao final (UFP/mL)
Isolado Diametro (mm) Forma Aparencia

Pedr3CSa 1,00 Circular, Limpida, sem a presenga de 4,6 x 105
regular halo ou centro

Pedr3CPa 2,00 Circular, Limpida, sem a presenca de Acima do limite de
Irregular halo ou centro quantificacéo

Pedr3CEc 1,00 Circular, Limpida, sem a presenca de 3,1 x10°
Irregular halo ou centro

Pedr3CKp 1,00 Circular, Limpida, sem a presenga de 3,1 x10°

regular

halo ou centro

Fonte: Os autores (2019).

Tabela 2. Resultados dos ensaio de amplitude de hospedeiro para cada isolado expressos em fun¢do da média das
Unidades Formadoras de Placas por mL de cada fago por hospedeiro, seguido do desvio padrdo da contagem do niimero

de unidades formadoras de placas.

Bacteriéfago Isolado Célula Hospedeira UFP/mL
Pedr3CEc Escherichia coli ATCC 8789 6,0x107 (x 11,67)
Enterococcus faecalis ATCC 15290 4,2x107 (+ 3,51)
Klebisiela pneumoniae ATCC 4352 5,0x108 (+ 6, 08)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 5,9x107 (£ 11,06)
Staphylococcus aureus ATCC 6338 5,5x107 (+11,67)
Pedr3CPa Escherichia coli ATCC 8789 4,1x107 (x 106,80)
Enterococcus faecalis ATCC 15290 2,2x108 (+ 19,92)
Klebisiela pneumoniae ATCC 4352 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 2,6x108 (+ 28,30)
Staphylococcus aureus ATCC 6338 -
Pedr3CKp Escherichia coli ATCC 8789
Enterococcus faecalis ATCC 15290 -
Klebisiela pneumoniae ATCC 4352 1,5x107 (+6,24)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853
Staphylococcus aureus ATCC 6338 -

Pedr3CSa Escherichia coli ATCC 8789 6,0x107 (+ 26,45)
Enterococcus faecalis ATCC 15290 8,1x107 (£ 19,55)
Klebisiela pneumoniae ATCC 4352 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 1,0x10° (+ 60,57)
Staphylococcus aureus ATCC 6338 7,0x107 (+ 49,36)

Fonte: Os autores (2019).
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aplicacdo na terapéutica contra infec¢des bacterianas é
melhor conduzida com o emprego de isolados clinicos ao
invés de isolados comerciais (ROSS et al., 2016), mas isso ndo
inviabiliza o estudo realizando, uma vez que os resultados
obtidos torna promissora a investigacdo da atividade litica dos
isolados frente a isolados clinicos circulantes na cidade ou em
colegdes de isolados resistentes existentes no Pais.

Figura 1. Placas de lise bacteriano promovidas pelos
bacteridéfagos liticos isolados com Pseudomonas aeruginosa
acima a esquerda, com Klebisiela pneumoniae acima a direita,
com Staphylococcus aureus abaixo a esquerda e com
Escherichia coli

abaixo a direita, podendo-se notar a

uniformidade quanto a forma e tamanho das UFP.

Em relagdo ao isolado Pedr3CKp,

amplitude de hospedeiro do tipo monovalente, Kingwell

que apresentou

(2015) e Casey et al. (2018) afirmam que fagos monovalentes
possuem potencial na terapia fagica, entretanto, é necessario
um grande conhecimento sobre o patdgeno a ser enfrentado
para que os fagos sejam eficazes, podendo estes serem
também empregados em coquetéis com outros fagos para
ampliarem seu espectro de atividade em relagdo a sua
utilizacdo em monoterapia (apenas um fago).

Também sendo promissora a possibilidade de estudos de
amplitude de hospedeiro com este isolado com outras cepas
de Klebisiela pneumoniae para a avaliacdo de sua possivel
empregabilidade no diagndstico desta espécie bacteriana por
fago tipagem, como reportado por Sechter et al. (2000).

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que os fagos isolados possuem
potencial empregabilidade em processos biotecnolégicos

para o controle de bactérias patogénicas, principalmente o
Pedr3CEc,
instituicOes de pesquisa com infraestrutura apropriada devem

isolado porém, parcerias com diferentes
ser estabelecidas para que mais estudos sejam realizados com
o intuito de caracterizar os isolados conforme os critérios
estabelecidos pelo ICTV, estender a caracterizagdo da
amplitude de hospedeiros com isolados clinicos das mesmas
espécies testadas e espécies bacterianas distintas, e ensaios
de estabilidade devem ser realizados para a que as condi¢des
fisiologicas Otimas destes organismos sejam conhecidas e
futuramente aplicadas no desenvolvimento de formula¢des
farmacéuticas para o tratamento de infec¢des bacterianas.
Sendo o isolado Pedr3Kp um achado peculiar, que talvez
seja mais interessante ser estudado para o desenvolvimento

de uma ferramenta diagndstica para Klebisiela pneumoniae.
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