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Resumo

Os bacteriofagos (fagos), virus que infectam bactérias, tém sido amplamente
utilizados como agentes de controle microbiano em diferentes setores devido a sua
capacidade de reduzir ou eliminar populacGes bacterianas. Neste estudo, exploramos a
aplicacdo de bacteriéfagos isolados de sistema de resfriamento para o controle de bactérias
também isoladas do mesmo sistema. Para tanto, utilizamos dois biorreatores de bancada, que
apresentam fluxo continuo, temperatura controlada em 37°C e alimentados com agua sintética
de composicdo semelhante a de um sistema de resfriamento industrial. Os fagos foram
caracterizados quanto ao espectro de hospedeiro, multiplicidade de infeccdo (MOI), atividade
bacteriolitica, infectividade em diferentes condi¢cées de pH (6,5; 7; 7,5; 8 e 8,5) e temperatura
(30,35,40 e 45°C) por meio de ensaios realizados em leitor de Elisa do tipo Varioskan, além
de ensaios realizados em frascos de 250 mL e caracterizagdo morfolégica via microscopia
eletrénica de transmisséo (MET), seguida da extracdo do material genético viral para posterior
caracterizacdo gendmica. Os resultados demonstraram que todos os 34 fagos analisados
apresentaram polivaléncia. Desses, 10 fagos foram caracterizados como fagos com calda
através das analises das morfologias por MET. Trés fagos foram avaliados em trés diferentes
MOI (1,10 e 100), onde a MOI100 se mostrou mais eficaz para os fagos Bl e 12.1.2 e a MOI
1 para o fago18.1.4. Nos testes de infectividade em meio liquido, testou-se 3 bacteriéfagos
em 12 bactérias. Neste experimento, identificaram-se 6 espécies bacterianas (Sphingopyxis
macrogoltabida , Bacillus. pumilus, Aciinetobacter sp. Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens e Stenotrophomonas maltophilia) que apresentaram maiores reducdes de
densidade quando tratadas por 6 fagos (12.1.2; P2, 12.2.2, 12.3.3, 18.1.4 e B1). Ja os
experimentos de infectividade em diferentes faixas de pH e temperatura mostraram que as
atividades liticas foram maiores em pH entre 6,5 e 7,5 e entre 30 e 45°C.Nos experimentos
de avaliagdo da eficacia da fagoterapia em reatores, esses foram inoculados com uma mistura
de 3 ou 6 espécies bacterianas e fagos correspondentes, testados no teste de infectividade
em meio liquido. Os resultados referentes aos monitoramentos de densidade bacteriana
demonstraram que nos experimentos tratados com fagos houve controle bacteriano na forma
séssil (reducdo maxima de 100 vezes) e planctonica (controle maximo de 10 vezes) , em que

as taxas de controle de bactérias em biofilme se mostraram mais promissoras.

Palavras chave: Fagoterapia; Bacteridfagos; Sistema De Resfriamento Industrial;

Controle Microbiolégico, Microbiologia Ambiental, Remediacgéo.



ABSTRACT

Bacteriophages (phages), viruses that infect bacteria, have been widely used as
microbial control agents in different sectors due to their ability to reduce or eliminate
bacterial populations. In this study, we explored the application of bacteriophages
isolated from a cooling system to control bacteria also isolated from the same system.
To this end, we used two benchtop bioreactors, which have continuous flow, controlled
temperature at 37°C and fed with synthetic water with a composition similar to that of
an industrial cooling system. The phages were characterized regarding host spectrum,
multiplicity of infection (MOI), bacteriolytic activity, infectivity in different pH conditions
(6.5; 7; 7.5; 8 and 8.5) and temperature (30.35, 40 and 45°C) through tests carried out
in a Varioskan type Elisa reader, in addition to tests carried out in 250 mL bottles and
morphological characterization via transmission electron microscopy (TEM), followed
by the extraction of viral genetic material for subsequent characterization genomics.
The results demonstrated that all 34 phages analyzed showed polyvalence. Of these,
10 phages were characterized as tailed phages through TEM morphology analysis.
Three phages were evaluated at three different MOls (1,10 and 100), where MOI100
was more effective for phages B1 and 12.1.2 and MOI 1 for phagel18.1.4. In infectivity
tests in liquid media, 3 bacteriophages were tested in 12 bacteria. In this experiment,
6 bacterial species were identified (Sphingopyxis macrogoltabida, Bacillus. pumilus,
Acinetobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens and
Stenotrophomonas maltophilia) that showed greater reductions in density when treated
by 6 phages (12.1.2; P2, 12.2.2, 12.3.3, 18.1.4 and B1). Infectivity experiments in
different pH and temperature ranges showed that lytic activities were greater at pH
between 6.5 and 7.5 and between 30 and 45°C. In experiments evaluating the
effectiveness of phage therapy in reactors, they were inoculated with a mixture of 3 or
6 bacterial species and corresponding phages, tested in the infectivity test in liquid
medium. The results regarding bacterial density monitoring demonstrated that in the
experiments treated with phages there was bacterial control in the sessile form
(maximum reduction of 100 times) and planktonic form (maximum control of 10 times),

in which the control rates of bacteria in biofilm were shown to be most promising.

Keywords: Phagotherapy; Bacteriophages; Industrial Cooling System; Microbiological

Control, Environmental Microbiology, Remediation.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas de resfriamento sdo amplamente utilizados em varios setores e
processos industriais, apresentando carater fundamental na dissipacdo do calor de
equipamentos e manutencao do funcionamento deles, garantindo a continuidade de
producdo. Na industria petrolifera, ha ampla utilizacdo de tais sistemas visando o
controle das temperaturas da maquinaria industrial para que elas operem em

temperaturas que as proporcionem obter maior eficiéncia em seus processos.

Além das caracteristicas referentes a temperatura, as aguas destes sistemas
também podem apresentar nutrientes em sua composicdo. Estes nutrientes séo
advindos da adicdo de anticorrosivos e proporcionam um micro-habitat viavel para o
estabelecimento de diversos tipos microbianos, como algas, fungos e principalmente,
uma variedade de bactérias na forma plancténica ou séssil organizadas em biofilmes.
Os biofilmes de modo geral sdo compostos por comunidades microbianas aderidas
em superficies bidticas ou abiodticas envoltas por uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares (SPE), que além de promoverem a manutencdo da
estrutura dos biofilmes, fornecem protecdo as células contra estresses ambientais
Ademais, os biofilmes podem comprometer diretamente a eficiéncia de troca térmica
dos sistemas de resfriamento, e com isso pode haver uma série de super
aguecimentos que podem comprometer o funcionamento das maquinas presentes nas

plantas industriais.

O controle dos biofilmes bacterianos nos sistemas de resfriamento industrial se
da de maneira convencional pela adicdo de compostos quimicos denominados
usualmente na industria como biocidas, que tem como principal objetivo o controle
das bactérias e biofilmes, presentes nas aguas de resfriamento. Os biocidas mais
utilizados séo os oxidantes a base de cloro, na forma de cloro gasoso e hipoclorito de
sédio, principalmente devido ao custo reduzido, em relacdo aos demais biocidas, bem
como pela elevada experiéncia que as companhias tratadoras possuem advinda dos
sistemas de tratamento de &gua para consumo humano. Porém, a organizacéo
estrutural dos biofilmes ndo permite que todas as células sésseis entrem em contato
com as concentracdes do biocida requeridas para o controle eficiente. Além disso,
alguns estudos mostraram que células presentes no biofilme apresentam de 10 a 1000

vezes mais resisténcia ao cloro quando comparadas as células planctdnicas e 0 uso
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de cloro pode resultar na formacgéo de subprodutos toxicos para o ser humano, dentro
0s quais podem-se destacar os trihalometanos (THMs) e os acidos haloacéticos
(AHAs). Com isso, os biocidas sédo aplicados em altas concentracfes e altas
frequéncias para o controle eficiente de todas as células bacterianas de um biofilme.
Porém, as concentracfes elevadas de tais compostos podem propiciar a selecdo de
bactérias resistentes a tratamentos com cloro, além de contribuir para o aumento das
taxas de corroséo de ligas de cobre, aco carbono, a¢o galvanizado, aluminio, e aco
inoxidavel no sistema. Tendo em vista tal problematica, o projeto em questao objetiva
propor uma solucdo alternativa ao controle quimico dos biofilmes baseada na

utilizacao de bacteriéfagos, que séo virus que infectam exclusivamente as bactérias.

De modo geral, os fagos apresentam maiores efetividades de controle de
bactérias planctonicas, porém eles apresentam também o controle de bactérias
sésseis. Os bacteriéfagos evoluiram conjuntamente com as suas bactérias alvo,
fazendo com que eles possuam uma série de mecanismos que estdo em constante
evolugcdo para superar os mecanismos de defesa bacterianos. Um dos diversos
mecanismos apresentados pelos fagos € a producéo de enzimas, capazes de romper
a matriz de SPE dos biofilmes, rompendo a estrutura do biofilme como um todo
(CHAN, 2015).

Mesmo com as vantagens mencionadas, a utilizacdo de bacteriéfagos para o
controle bacteriano em sistemas de resfriamento industrial pode apresentar uma série
de limitacBes, dentre elas destacam-se: falta de referenciais metodolégicos para
aplicacao de tais organismos no sistema; dificuldade de encontrar fagos que lisem
todas as espécies de bactéria presente nos biofilmes; necessidade de administracdo
de um coquetel de diferentes espécies virais no sistema.

A partir do exposto, podemos identificar o potencial uso da fagoterapia contra
a formacéo de biofilmes, justificando assim a escolha da utilizagéo de tais organismos

para controle de biofilmes em sistemas de resfriamento industriais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistemas de resfriamento

Em grande parte dos processos industriais, h4 uma intensa transformacgéo de
energia pelas maquinas presentes nas plantas industriais, especialmente de energia
elétrica (aportada para os sistemas industriais pelos sistemas de transmissao elétrica)
para energia cinética (responséavel direta pela transformacgéo de produtos industriais).
Por sua vez, parte da energia cinética gerada € convertida em energia térmica. O
acumulo dessa energia no sistema faz com que haja também um superaquecimento
dos equipamentos envolvidos na producao, comprometendo assim sua eficiéncia de
maneira geral (RAJAGOPAL, 2012). Para evitar tais problemas, séo utilizados
sistemas de resfriamento, que tem como fungao promover a dissipacao do calor das
magquinas, mantendo a temperatura em niveis que ndo afetem de forma negativa o
seu desempenho (DA SILVA, 2005). Nos sistemas de resfriamento das industrias
petroliferas, a agua é o fluido mais empregado, por conta de sua alta condutividade
térmica e baixo valor quando comparado com outros fluidos (GENTIL, 2007).

Os sistemas de resfriamento podem ser compostos por ligas de cobre, aco
carbono, a¢o galvanizado, aluminio, aco inoxidavel e em alguns casos, poliestireno.
Além disso, os sistemas sdo categorizados em trés tipologias: sistemas abertos sem
recirculacéo de agua, sistemas fechados com recirculacéo de agua e sistemas abertos
com recirculacdo de agua, ou sistemas semiabertos (MANCUSO, 2001), que foram

alvo de estudo do projeto em questéo.

Os sistemas fechados com recirculacdo de agua se caracterizam por nao
apresentar evaporacdo. O sistema inclui um radiador e/ou trocadores de calor
refrigerados por gases ou por agua (GENTIL, 2007). Eles sdo normalmente utilizados
em processos de pequena escala, como resfriamento de motores diesel, mancais de
bombas, camisas do cilindro de compressor, turbinas a gas e sistemas de ar-
condicionado (CORTINOVIS, 2006). Geralmente, o sistema fechado transfere o calor
absorvido através de um trocador de calor para um sistema aberto, de onde sera
liberado para a atmosfera (ZHU, 2020). Devido a essa caracteristica, esses sistemas
sao muitas vezes considerados como uma pequena parte de um sistema aberto de
recirculagdo (ZHU, 2020). No sistema fechado, quase nédo existe perda de agua, ja

gue a agua de resfriamento ndo entra em contato com o fluido refrigerante, assim toda
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agua perdida € resultado de vazamentos (Figura 1). Tais perdas geralmente sdo pouco
significativas e a reposicédo de agua € geralmente muito pequena, fazendo com que
também seja pequena a reposicdo de produtos quimicos para tratamento da agua
contra a proliferagdo de microrganismos e fouling de maneira geral (LI, 2018).Esse
sistema € vantajoso, pois, Como 0s sais ndo se concentram, ndo ha necessidade de
purgas para ajustar as concentracdes salinas, consequentemente também néo
existem muitos problemas associados a formacdo de depdsitos e incrustacdes
(MACHADO,2004). Além disso, o crescimento microbiano € limitado, pela baixa
disponibilidade de oxigénio no sistema, devido a falta de contato da dgua com o ar
(FLYNN, 20009).

Figura 1 — Esquema de funcionamento de um sistema de resfriamento fechado com
circulacao de agua.
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(MANCUSO,2001)

Os sistemas abertos sem recirculacdo, também conhecidos como circuito
abertos ou sistema de Unica passagem, apresentam como caracteristica principal o
descarte da agua utilizada. Neste tipo de sistema, a agua fria adicionada é aquecida
ao passar pelo trocador de calor, enquanto as correntes provenientes das maquinarias
industriais séo resfriadas pela retirada de calor da 4gua injetada. Em seguida, a agua

utilizada é descartada (Figura 2).
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Figura 2- Esquema de funcionamento de um Sistema de resfriamento industrial
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O sistema aberto € comumente utilizado em industrias que possuem grande
disponibilidade hidrica em sua localizacdo, como refinarias de petrdleo, usinas
hidroelétricas e termoelétricas (GENTIL, 2007). Entretanto, esse sistema apresenta
como principal ponto fraco a dificuldade de tratamento preventivo da agua contra
corrosdao, incrustacao e proliferacao de microrganismos, devido a constante adicdo de
produtos quimicos necessarios para esse tratamento. Além disso, o grande volume
de agua utilizado neste sistema apresenta uma série de potenciais impactos
ambientais negativos, como o possivel desabastecimento hidrico das populacdes
presentes na zona de influéncia dos empreendimentos, além da perda de habitat por
animais que dependam diretamente e indiretamente do recurso hidrico (DANTAS,
1988).

J4 os sistemas de resfriamento semiabertos, com recirculagdo de agua,
apresentam vantagens em relacdo aos sistemas abertos sem circulagcdo de agua.
Esses sistemas necessitam de uma menor quantidade de agua para sua operacéo, ja
que nado ha a necessidade de um descarte massivo de agua (Figura 3) (HILL, 2013).
Além disso, nos sistemas de resfriamento semiabertos, é possivel realizar uma série
de procedimentos importantes para a obtencdo de alta eficiéncia do sistema, como a
clarificagdo da dgua de alimentacdo e o uso de inibidores de corrosdo e de agentes

dispersantes para controle microbiologico rigido (MACHADO, 2004).
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Figura 3— Esquema de funcionamento de um Sistema de resfriamento semiaberto

com circulacdo de agua.
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Nos sistemas de resfriamento semiabertos, ha a utilizacdo de uma estrutura
denominada torre de resfriamento (Figura 4), que tem por funcéo o resfriamento da
agua quente resultante do sistema através da troca de calor com o ar atmosférico.
Nesse processo, a agua quente € jateada pela parte de cima da torre, e o fluxo de ar,
gerado pelos ventiladores e entradas de ar, entra em contato com as particulas de
agua e a 4gua perde calor para o ar, sendo resfriada (MANCUSO, 2001).

Existem dois tipos de torres de resfriamento amplamente utilizados em meio
industrial: as torres de resfriamento com tiragem forcada e as torres de resfriamento
com tiragem induzida (MANCUSO, 2001). As primeiras utilizam um ventilador situado
na base ou nos lados da torre para forcar o ar a entrar horizontalmente no sistema,
enguanto as segundas puxam o ar para o interior da torre por meio de um exaustor

localizado em seu topo ou em sua base.
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Figura 4- Esquema de funcionamento de uma torre de resfriamento de um sistema de
refrigeracdo semiaberto com recirculacédo de agua.
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(MACHADO,2004).

O tratamento da agua utilizada no sistema de resfriamento se torna necessario,
pois, durante o funcionamento da torre, ocorre 0 aumento da concentracao de solidos
dissolvidos na agua, e em outros equipamentos do sistema, formando assim o Fouling
(SOUZA, 2019).

Segundo Meng (2017), o Fouling se caracteriza como um acumulo de materiais
indesejaveis no sistema de resfriamento, sobretudo nos trocadores de calor. O Fouling
é dividido em trés tipos: Fouling organico que € composto por materiais de alto peso
molecular, provindos de vazamentos de fluidos dos processos industriais, podendo
possuir composicado quimica variada; Fouling inorganico que € composto por poeira
atmosférica, depdsitos de 6xido de ferro provindos de corrosdo, incrustacdes de
carbonato de calcio e lama de fosfato de calcio; e o Fouling bioldgico ou biofouling,
composto de algas, fungos e bactérias formadoras de biofiime que se aderem as
superficies metalicas (MANCUSO, 2001). Devido a isso, em grande parte destes
sistemas, utiliza-se agentes anticorrosivos e dispersantes que atuam diretamente na
manutencdo das caracteristicas estruturais dos sélidos dissolvidos do sistema,
fazendo com que eles permane¢am dissolvidos em meio liquido, evitando assim uma

possivel precipitacdo e futura corrosdo por deposito (MACHADO, 2004).
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A temperatura elevada da agua, aliada a um alto tempo de detencao hidraulica
e ao contato direto com o ar atmosférico, propiciam a contaminag¢ado e crescimento
microbiolégico no sistema, que pode culminar na colmatagédo dos equipamentos de
troca de calor, além de uma possivel corrosdo no sistema (FLYNN, 2009). Portanto,
metodologias de controle microbiano, como a utilizacdo de biocidas além da

fagoterapia se tornam essenciais para a manutencéo do sistema.

2.2 Estrutura e formacédo do biofilme em sistemas de resfriamento

Biofilmes s&o compostos por comunidades microbianas complexas ligadas a
superficie, cujas células estdo inseridas em uma matriz composta por substancias
poliméricas extracelulares (SPE), que formam uma rede de cadeias poliméricas
estabilizadas por ligacdes intra e intermoleculares, que por sua vez apresenta uma
alta capacidade de retencdo de agua (DECHO 2016). Além disso, esta estrutura
organizada em forma de gel é a principal responsavel pela estrutura tridimensional
dos biofilmes e é um importante fator na formacdo do biofouling (FLEMMING e
WINGENDER, 2010; MAYER et al., 1999; SUTHERLAND, 2001).

As comunidades microbianas presentes nos biofilmes mostram uma certa
heterogeneidade em relacdo as condicdes ideais necessarias para a colonizacao de
micro habitats (PANIAGUA, 2020). Portanto, diferentes microrganismos exigem
condi¢cbes variadas de temperatura, pH, luminosidade e oxigénio dissolvido para se
estabelecerem nos sistemas de resfriamento. Além disso, essas condi¢des abibticas
podem variar dependendo do tipo de sistema de resfriamento e das diferentes
condi¢cBes dentro do mesmo sistema, assim como das caracteristicas da agua de
entrada, resultando em uma distribuicdo espacial e/ou temporal das comunidades
microbianas no sistema (DI PIPPO, 2020).

Por exemplo, as algas fotossintéticas tém seu crescimento favorecido em torres
de resfriamento com aberturas laterais e superiores em comparagao com as partes
fechadas das torres, devido a alta incidéncia luminosa (SAMIMI, 2013). Em relacdo as
comunidades de procariotos, as bactérias mesofilicas predominam nos
microambientes do sistema que apresentam temperaturas entre 20°C e 45°C,
enguanto as bactérias termofilicas requerem temperaturas médias entre 45°C e 75°C.

No entanto, mesmo com as diferencas em rela¢céo ao metabolismo e as caracteristicas
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fisiologicas, tanto as bactérias mesofilicas quanto as termofilicas podem ser
formadoras de biofilmes (ARCIOLA, 2012).

A formacé&o do biofilme pode ser dividida em quatro principais etapas: adesao
reversivel, adesao irreversivel, maturacdo e dispersao (Figura 5). A regulacdo do
processo de adeséo inicial envolve varios fatores, como a polaridade da superficie
abidtica e da bactéria, além de ligagcbes de London-van der Waals e interacdes
hidrofébicas, que sdo essenciais para a ligacdo entre as colbnias bacterianas e a
matriz SPE (DICKINSON,1989).

Figura 5- Esquema das quatro etapas de formacdo de biofilme: adeséo reversivel,
adesdo irreversivel, maturagéo e disperséo.

Dispersdo das bacterias do
biofilme maduro

Biofilme Maduro

Bactérias Planctonicas 5 3
Agregacao e formacao

l de micro colénias
Biofilme (
)-‘? Matriz EPS L J

Adesdo inicial

1 2 3 4
Adaptado de:VEERACHAMY,2014.

Ademais, existe uma série de proteinas de membrana e estruturas superficiais
que podem auxiliar na fase inicial de adesédo a superficie alvo, como por exemplo as
autolisinas, em células de Staphylococcus (ARCIOLA, 2012) e pili tipo IV células de
Pseudomonas spp. (HERNANDEZ-MONTELONGO, 2021). Segundo Beaussart
(2014), esses pili sao fortes e flexiveis flamentos em forma de bastdo com 5-8 nm de
diametro e 1-2 ym de comprimento, formados por subunidades proteicas, formando
um nudcleo hidrofébico no filamento que se acredita fornecer resisténcia mecanica
extrema. Além disso, em Acinetobacter baumannii o polissacarideo extracelular poli-
B- (1,6) -N- funciona como uma adesina intercelular para o organismo, mediando sua
adeséo (CHOI et al., 2009; ORSINGER-JACOBSEN,2013).
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Durante a etapa de adesao irreversivel, ocorrem interacdes intercelulares que
inibem a formacédo de flagelos e convertem o fenotipo de mobilidade para o estado
séssil. Nessa etapa, ha uma maior expressao de genes que codificam a sintese de
adesinas e pili tipo IV, importantes para a coagregacao intercelular, além do inicio da
formacéo de componentes da matriz extracelular do biofilme, formando microcolénias
(SAMIMI, 2013). Essas microcolénias progridem para macrocol6nias, que sao
envolvidas pela matriz extracelular composta por polissacarideos, proteinas, acidos
nucleicos extracelulares, glicolipideos e peptidolipideos (ALISSON, 2003; K CHAN,
2015).

A matriz extracelular do biofilme atua como uma barreira de protecéo,
protegendo 0s micro-organismos presentes de predadores como protozoarios,
bacteriéfagos, outras bactérias e agentes quimicos, como biocidas oxidantes (CHAN,
2015). Dentro da matriz do biofilme, ocorre a sinalizacdo intercelular, a partir do
mecanismo de quorum sensing (QS), que desempenha um papel importante na
fixacdo e desprendimento de células de biofilmes, coordena a formagédo de biofilme,
motilidade e producdo de estruturas responsaveis pela adesdo das células
bacterianas (DONLAN, 2002; PARSEK, 2005; VEERACHAMY, 2014; XIONG, 2010).

Apés a adesao irreversivel, ocorre a maturacdo do biofilme, na qual as células
bacterianas comecam a se multiplicar e produzir exopolissacarideos, denotando uma
conformacao tridimensional ao biofilme. Dentro do biofilme, ocorre a retencédo de
moléculas de sinalizacdo do QS, enzimas extracelulares e produtos metabdlicos, que
sdo importantes para a comunicagcdo entre as células bacterianas (Hall-Stoodley,
2004). Biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e outras espécies
bacterianas podem formar canais de agua abertos que facilitam a troca de nutrientes
e produtos no biofilme (WILKING, 2013).

Apds a maturacdo do biofilme, algumas células bacterianas alocadas em tal
estrutura comecam a se desprender e migrar para outras regides. Tal etapa é
denominada dispersdo (VEERACHAMY,2014). Tal processo se da em resposta a falta
de nutrientes no micro-habitat em questdo e ao reconhecimento celular a agentes
danosos ao biofilme (DI GIORGIO, 2007). As células desprendidas do biofilme original
podem apresentar fenétipos diferentes, resultados de eventos de transferéncia génica
horizontal, como a conjugacdo e transformacgéo, facilitados pela proximidade
favorecida pela estrutura do biofilme (QIU, 2018). Assim, os novos biofilmes formados
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podem apresentar diferencas morfoldgicas e fisiologicas quando comparados aos
biofilmes originais (DI GIORGIO, 2007). Além disso, o tempo entre a colonizacéo
inicial e a dispersao dos biofilmes pode diferir em funcdo das espécies bacterianas
presentes. Em Pseudomonas fluorescens, h4 a dispersédo e recolonizacdo de uma
superficie apos aproximadamente 5 horas depois da fase 1 de formacéo de biofilme,
em Vibrio parahaemolyticus, apés 4 horas enquanto Vibrio harveyi recoloniza

superficies em um tempo bem menor apés 2 horas (KORBER, 1995).

2.3 Biofilmes em sistemas de resfriamento

Os materiais que compdem os sistemas de resfriamento podem variar quanto
aos seus varios componentes estruturais, tais como torres de resfriamento, bacias e
trocadores de calor (HILL,2013). Por sua vez, eles podem ser construidos de
diferentes materiais que também podem influenciar na formag¢do e composicdo do
biofilme, uma vez que as caracteristicas das superficies, bem como dos fluidos
circulantes afetam tais processos, especialmente na etapa de adesdao inicial, que
dependem também de caracteristicas das células microbianas (Wang, 2020).
Superficies metélicas com cargas negativas, como por exemplo o ago, e superficies
bacterianas carregadas negativamente apresentam interacdes do tipo Derjaguin—
Landau—Verwey—Overbeek (DLVO) negativas, o que faz com que haja uma forte
repulsdo entre o material e a célula, dificultando a adeséo e formacédo de biofilmes
(RYU,2014). De acordo com esta teoria, a interagdo total entre uma superficie e uma
célula bacteriana é a soma das forcas atrativas de Lifshitz-van der Waals, e as
interacOes eletrostaticas de Coulomb (HORI e MATSUMOTO, 2010). Segundo
Matsumoto (2010), em baixa forca i6nica (auséncia de sais dissolvidos), quando uma
bactéria se aproxima de uma superficie, ela encontra uma barreira de energia que nao
pode ser superada apenas pela motilidade ou movimento browniano. Em alta forca
ibnica (presenca de sais dissolvidos), esta barreira de energia desaparece e as células
bacterianas podem facilmente se aproximar da superficie e aderir irreversivelmente.
Portanto, a adesao bacteriana e a posterior colonizacao da superficie ird depender da

interacédo bactéria-superficie.

O biofilme pode causar sérios problemas nos processos de resfriamento, ja que
o acumulo significativo de bactérias (Fouling) pode causar o bloqueio parcial dos tubos
de conducéo da agua para a troca de calor (WANG, 2013). Ele pode fazer com que o
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sistema de resfriamento néo funcione como foi dimensionado, resultando em uma
menor troca de calor e consequente, superaquecimento da maquinaria, 0 que pode

levar a potenciais prejuizos financeiros nos processos industriais (VEIGA, 2010).

A andlise da literatura disponivel revela que Proteobacteria, particularmente
membros dos subgrupos Alpha e Beta, Cyanobacteria e Acidobacteria estao
presentes em biofilmes de diversas plantas de resfriamento industrial (Wang et al.,
2013; Di Gregorio et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 Relacdo da comunidade bacteriana presente em plantas de resfriamento

industrial segundo estudos analisados.

Bactérias encontradas em sistemas de resfriamento industrial

Alphaproteobacteria Gammaproteobacteria

Aliihoeflea sp.
Bosea sp.

Brevundimonas sp.

Devosia sp.
Erythrobacter sp.

Hyphomicrobium sp.

Methylobacterium sp.

Paracoccu ssp.
Porphyrobacter sp.

Sphingomonas sp.

Sphingopyxis sp.

Paracoccus sp.
Parvularcula sp.
Rhodobacter sp.

Roseococcus sp.

Rubellimicrobium sp.

Acinetobacter sp.
Erwinia sp.

Pseudoxanthomona ssp.

Rhizobacter sp.

Firmicutes
Clostridium sp.

Exiguobacterium sp.

Actinobacteria

Microbacterium sp.

Microcella sp.
Serinicoccus sp.
Actinobacter sp.

Bacillus sp.

Betaproteobacteria
Cupriavidu ssp.

Delftia sp.

Hydrogenophaga sp.
Massilia sp.

Rubrivivax sp.
Planctomycetes

Planctomycetes

Acidobacteria

Acidobacterium sp.

Bacteroidetes
Arenibacter sp.

Flavobacterium sp.

Flexibacter sp.

Adaptado de: Di Gregorio (2017); Pinel (2020); Narenkumar (2019)

Estudos de diversidade realizados por Di Gregorio (2017), Pinel (2020) e Narenkumar

(2019) baseados em sequenciamento de nova geracdo em diferentes plantas de resfriamento
industrial denotaram que de maneira geral, os biofilmes sdo compostos por membros das
familias Sphingomonadaceae, Comamonadaceae, Hyphomicrobiaceae, Moraxellaceae e

Bacillaceae. Além disso, tais estudos evidenciaram que 0s géneros mais abundantes da
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familia Sphingomonadaceae identificados em tais estudos foram Sphingomonas,
Sphingobium, Novosphingobium e Sphingopixis. Ja em relacéo a familia Comamonadaceae,
0s géneros predominantes sao Hydrogenophaga e Acidovorax. Na familia
Hyphomicrobiaceae, a maioria das espécies sao oligotroficas, adaptadas a baixas
concentracdes de nutrientes. No caso da familia Bacillaceae, os principais membros
encontrados pertencem ao género Bacillus, enquanto na familia Moraxellaceae

predominaram espécies do género Actinobacter.

Ademais, estudos também indicam que espécies de Pseudomonas
frequentemente podem ser encontradas em biofilmes de sistemas de resfriamento.
Os fatores principais para tal achado sédo que algumas espécies sédo produtoras ativas
de SPE, que desempenham um papel na protecdo das células contra ions metélicos
(SINGH, 2017; PEREIRA, 2018; PARANJAPE 2020; ARULIAH, 2014). Em estudos
realizados por Almeida (1998), Flavobacterium também foi encontrado nas aguas de
resfriamento, assim como espécies do género Bacillus, frequentemente associadas a

microincrustacao.

A colonizacédo bacteriana em sistemas de resfriamento industrial pode ocorrer
até mesmo em materiais compostos por ligas de cobre, que apresentam maior
resisténcia a colonizagdo microbiana, como por exemplo o latdo (CHEN, 2019). Tal
classe de metal apresenta propriedades ainda ndo muito bem elucidadas que resultam
na lise celular; dentre tais mecanismos, destaca-se a geracao de espécies reativas de
oxigénio (CHATTERJEE, 2014).

2.4 Corrosao bacteriana

7

Em geral, a corrosdo é uma degradacdo espontanea de materiais como
resultado de interacdo quimica ou fisico-quimica com o meio ambiente, sendo que a
principal causa da corrosdao dos metais é sua instabilidade termodinamica
(CHIRKUNOQV, 2015). Os equipamentos presentes em sistemas de resfriamento
industriais normalmente incluem materiais com comportamento de corrosao diferente:
aco carbono e aco inoxidavel, cobre e suas ligas, ligas de aluminio, aco galvanizado
e materiais ndo metalicos (FLYNN, 2009; CHIRKUNOV, 2014).

A corrosdo é um problema comum em sistemas de resfriamento industrial, e a

agua utilizada nestes sistemas pode ser uma das principais causas desse problema.
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A composicao quimica e biolégica, valor de pH, temperatura, regime hidrodinamico e
condutividade elétrica sdo alguns dos parametros fisico-quimicos que podem afetar

as caracteristicas corrosivas da agua (WANG, 2016).

Vérias substancias dissolvidas na agua podem afetar a corrosdo dos metais de
maneiras distintas. Por exemplo, ions cloreto e sulfato podem diminuir a resisténcia a
corrosdo da maioria dos metais, enquanto silicatos sollveis ou sais de metais alcalino-
terrosos podem ajudar a formar uma pelicula protetora contra fatores corrosivos
(RAJALA, 2017).

O valor do pH também determina em grande parte o comportamento de
corrosdo de materiais e seus mecanismos associados. Além disso, o aumento da
temperatura, geralmente, também acelera a corrosdo dos metais (RAHMANI, 2016).
Além disso, condi¢Bes operacionais do sistema como a velocidade de fluxo do sistema
afeta os processos de transferéncia de massa, precipitacdo e assim por diante.

Portanto, sua mudanca tem um efeito ambiguo na taxa de corrosao (DEYAB, 2016).

Devido a variedade de mecanismos de corrosdo e as propriedades dos
materiais, existem diferentes classificacoes de tipos de corrosdo (CHIRKUNOV,
2016). Com relacédo aos sistemas de resfriamento de agua, onde a corrosédo € de
natureza eletroquimica, h& varios tipos de corrosao, dentre eles a corrosao microbiana
ou biocorrosdo (CMI) (CHANDRASATHEESH, 2019). Em condi¢des de pH 4-9 e
temperatura entre 10 e 50°C, varios microrganismos secretam polimeros/acidos
extracelulares que podem iniciar diferentes formas de corroséo, como pitting, corroséo
galvanica, corrosdo sob tenséo e fragilizacdo por hidrogénio (MARUTHAMUTHU et
al., 2011). A biocorrosao é extremamente agressiva e pode levar a falha nos sistemas
de trocadores de calor, sistemas de protecdo contra incéndios, tubos de agua de
resfriamento, tubos de transmissdo de petroleo e estruturas offshore (LI, 2018).

Entre os micro-organismos associados a corrosao, destacam-se as bactérias
redutoras de sulfato (BRS), bactérias oxidantes de sulfato (BOS), bactérias oxidantes
de ferro, bactérias produtoras de acido e bactérias produtoras de SPE (EXLEY et al.,
2007; MELCHERS, 2018). As BRS sado microrganismos anaerébios que realizam
reducéo dissimilatoria de sulfato a Hz2S. Elas podem se desenvolver bem em habitats
anaerobicos, como sedimentos de solo, campos de petroleo, estacdes de tratamento

de aguas residuais e em aguas de sistemas de resfriamento industriais (WERNER et
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al., 1998). Esses microrganismos apresentam uma ampla faixa de tolerancia a
temperatura, pH, salinidade e pressdo e sao distribuidos em varios ambientes,
incluindo reservatérios de petréleo (ZHOU et al, 2020). Embora sejam
microrganismos estritamente anaerdbios, alguns grupos conseguem tolerar o oxigénio
por algumas horas (CHANDRASATHEESH, 2019).

Modelos sugeridos de mecanismos de corrosao induzida por BRS incluem a
formacgéo de biofilmes, que afetam as caracteristicas eletroquimicas de superficies
metalicas (STOECKER, 2001; LIU et al., 2009). Apds a aderéncia das bactérias na
superficie do metal, ha a liberacédo de metabdlitos que resultam em altera¢des no pH,
bem como oxigénio dissolvido e concentracdes de ions de cloreto e sulfeto na
interface metal-biofilme (EDUOK, 2018).

A contribuicdo das bactérias redutoras de sulfato (BRS) para o processo de
corrosdo pode ser explicada por diversos mecanismos. Um desses mecanismos € a
despolarizacdo catddica, que ocorre via hidrogenases produzidas pelas bactérias,
levando a uma reducdo do potencial elétrico e consequentemente a corrosdo do
material (IVERSON et al., 1983). Além disso, a presenca de metabdlitos como o
sulfeto de hidrogénio pode contribuir para a corrosdo adicional do aco (HAMILTON,
2003). Outro fator relevante € a producéo de compostos volateis de fosforo pelas BRS,

0s quais também contribuem para o processo corrosivo (SILVA et al., 2002).

A presenca de BRS pode ser caracterizada pela formagéo de minerais como
troilita (FeS), pirrotita (Feos7s-1s), mackinawite (FeSoes-096), greigite (FesSas) ou
sulfureto de ferro amorfo (FeSamorph) (LIU et al., 2000; DUBIEL et al., 2002). O sulfeto
de hidrogénio produzido pelas bactérias € o principal produto da respiracdo desses
microrganismos e pode contribuir para a corrosdo adicional do aco, uma vez que é

altamente corrosivo em presenca de agua e oxigénio (HAMILTON, 2003).

As reacgOes quimicas envolvidas no processo de corrosao em aco carbono em
presenca de BRS foram amplamente estudadas. De acordo com HERRO (1993), as
principais reagdes envolvidas no processo de corrosao em ago carbono séo a reducao
do oxigénio e a oxidacao do ferro, as quais sdo mediadas pelas BRS. Essas reac¢fes
levam a formacao de compostos como FeS, FeS2 e FeCOs, 0s quais podem prejudicar

a integridade do material.
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De acordo com HERRO (1993), as principais reacfes envolvidas no processo

de corrosdo em aco carbono séo:
- Anodo:
4 Fey - 4Fe?*t +8e~
- Dissociacédo da agua:
8H,0 > 8H" + 80H~
- Catodo:
8H" + 8¢~ - 80H"™ (adsorvido na superficie do metal)
- Converséo do sulfato pela bactéria:
8 H* (adsorvido) + S0, = S?~ + 4H,0
- Produtos finais de corrosao:
4Fe?* + S?~ + 6 OH™ — FeS + 3Fe(0OH),
Reacéao global:
4Fe + SO~ + 4H,0 — 3Fe(OH), + FeS + 20H™

Além das BRS, as bactérias oxidantes de sulfato (BOS) também apresentam
um papel importante na biocorrosdo. BOS como Thiobacillus, Beggiatoa, Thiothrix,
Thermothrix e Sulfolobus sdo geralmente aerdbicas, acidofilas ou neutréfilas por

natureza (BEECH e GAYLARDE 2014). Esses microrganismos convertem sulfeto de

hidrogénio (H2S) em enxofre elementar (S°) por oxidacg&o parcial, ou sulfato (SO4 *),

que em agua forma acido sulfarico (H2S0a4), resultando assim em corrosdo metalica.
Além disso, segundo Chandrasatheesh (2019), BOS também podem ser sao

encontradas em sistemas de injecado de agua em reservatorios de 6leo.

As bactérias oxidantes de ferro (BOF) sédo organismos microaerofilicos
depositantes de metal que tém a capacidade de oxidar os ions de ferro ferroso (Fe?*)
em ferro férrico (Fe3*) durante o seu metabolismo. Esse processo de oxidacdo resulta
na formagéo de hidréxidos férricos hidratados, conhecidos como tubérculos, que séo
depdsitos solidos de cor avermelhada que podem se acumular nas superficies das

tubulacdes (PIRI, 2021). E importante destacar que a taxa de oxidacdo bidtica do Fe
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(1) é mais rapida do que em ambientes abiéticos (TUHELA et al., 1992), o que torna
a incrustacéao biolégica um problema sério em varios sistemas de abastecimento de
dgua (CHANDRASATHEESH, 2019). Dang (2011) aponta que os géneros de BOF
mais comumente associados a corrosdo sdo Sphaerotilus, Gallionella, Leptothrix,

Clonothrix, Siderocapsa, Mariprofundus e Crenothrix.

Além disso, outros géneros de bactérias anaerobias podem contribuir para
processos de biocorroséo, como por exemplo o género Clostridium, que pode produzir
acidos organicos muito agressivos aos metais, sendo estas encontradas
frequentemente sobre depdsitos, nas proximidades das superficies metélicas

corroidas, e no interior de tubérculos (ILHAN, 2017).

Além dos tipos bacterianos mencionados anteriormente, outras bactérias
formadoras de biofilme também desempenham um papel importante na corrosao
(BAUTISTA, 2015). Esses organismos induzem a corrosdo por meio de metabdlitos
secretados, como proteinas ou polissacarideos, que podem dissolver-se e ter uma
capacidade de se ligar em ions metalicos (JIN, 2014; ZHANG, 2015). Portanto, os
microrganismos em questao criam um gradiente de concentracdo de oxigénio atraves
da espessura da matriz do biofilme, o que pode induzir a formagdo de corrosao
localizada na superficie do metal (CHANDRASATHEESH, 2019).

2.5 Controle microbiolégico em torres de resfriamento

2.5.1 Métodos quimicos de controle microbiol6gico

A utlizagdo de biocidas em sistemas de resfriamento industrial € uma
abordagem comum para combater microrganismos causadores de biofouling
(CLOETE et al., 1998; BROUSE, 2017). Dentre tais agentes, o cloro € o biocida
oxidante mais amplamente utilizado devido ao seu baixo custo e alta eficacia
(FAGERLUND et al., 2016; GAN et al., 2016).

Além do cloro, outros biocidas oxidantes como, ozbnio, cloreto de bromo,
bromo estabilizado e peroxido de hidrogénio sdo também utilizados para controle
microbiolégico em torres de resfriamento (Tabela 2) (DI PIPPO, 2014; AL-BLOUSHI,
2017). Além dos biocidas oxidantes, os biocidas ndo oxidantes, compostos

principalmente por aminas, aldeidos ou isotiazolona dispersantes e produtos a base
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de enzimas sdo usados de forma combinada com os oxidantes para aumentar a
eficacia do controle (PATHAK, 2021; ASHRAF, 2014).

Tanto os compostos biocidas oxidantes como o0s nao oxidantes podem
apresentar uma gama de vantagens, como por exemplo, o baixo custo operacional,
alta efetividade no combate de biofilmes e baixo risco de toxicidade quando
manipulados (VEIGA,2013). Porém, estes produtos também podem apresentar
desvantagens como a formacgéo de gases toxicos, alto custo operacional, potencial
corrosivo, potencial de formacédo de Fouling e baixa eficiéncia no combate de algas

presentes nos biofilmes (DI PIPPO, 2018)). Portanto, a escolha do biocida para uso

no sistema deve levar em conta todas as caracteristicas supracitadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Principais agentes quimicos utilizados em sistemas de resfriamento

industriais para eliminag&o de biofouling

Biocidas oxidantes

Concentragao
Tipo de Biocida Forma maxima Vantagens Desvantagens
recomendada
PreocupacGes com a seguranga
Cl, Gasosa 0.5 mg/L Econdmica; Alta efetividade do gas toxméJe;‘ricéwpamentos
Baixa atividade, estabilidade
NaOCI Liguida N/A Econdmica; Alta efetividade limitada
Peréxido de Hidrogénio Solida N/A Econdmica; Alta efetividade Adiciona calcio ao sistema
Efetividade; faciimente Requerrgglrﬁigtaﬁxigg? dois
NaOCI + NaBr Liguida N/A adaptavel a maioria dos P q
sistemas de cloragao
. . Custo do alimentador, seguranca
- Forma mais econdmica de = ;
Cloreto de Bromo Liguida N/A bromo e preocupagdo de manuseio
Custo mais alto, menos eficaz em
Bromo estabilizado 0.2 mg/L Boa estabilidade, ndo téxico algas e com alta carga organica
Muito reativo e volatil, corrosivo,
Efetivo contra organismos baixa solubilidade, questbes de
Oz6nio Gasosa N/A formadores de esporos seguranga I’lrn_ltantes, perda
répida,
Peréxido de Hidrogénio Liquida N/A Se degrada em agua e Acé&o mais lenta, precisa de maior

oxigénio

residuo no sistema

Biocidas ndo oxidantes

Concentragao
Tipo de Biocida Organismos Alvo maxima Vantagens Desvantagens
P g recomendada g g
Glutaraldeido Bactérias; Algas e Fungos N/A Alta eficacia em varias Toxico se inalado
aplicacbes
Tiocianatos Bactéria N/A Baixo custo Baixa solubilidade
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Amplo espectro de acsio, Pode causar irritagdo,

Isotiazolona Bactérias; Algas e Fungos N/A : sensibilizacéo da pele
persistente
Compostos Ineficaz vs. fungos, pode causar
P Bactérias; Algas Moluscos N/A Amplo espectro, agdo rapida espuma

quaternarios de amonia

Adaptado de Di Pippo (2018)

De modo geral, os mecanismos de acéo dos biocidas consistem em ligacéo e
inativacdo de funcdo da parede celular, membrana citoplasmatica, proteinas
funcionais e estruturais e materiais genéticos dos microrganismos (RNA e DNA)
(CLOETE et al., 1998). Ademais, tais compostos, como o hipoclorito de sodio e
peréxido de hidrogénio podem liberar radicais livres, que atacam componentes

celulares essenciais, incluindo lipideos, proteinas e DNA (PENNA, 2005;)

Devido a configuracdo estrutural dos biofilmes microbianos, os agentes
oxidantes ndo obtém grande sucesso no tocante a sua eliminacdo (CRITCHLEY,
2009). Segundo estudo em escala piloto conduzido por Kim e colaboradores (2002),
bactérias sésseis (associadas a formacdo de biofilme) apresentam resisténcia 100
vezes maior a agentes oxidantes comparado as bactérias plancténicas devido aos
mecanismos de defesa estruturais e da matriz do biofilme. Portanto, uma
concentracdo muito maior de biocida aliada com uma maior frequéncia de aplicacao
€ necessaria para controlar a formacéo de biofilmes dos sistemas de resfriamento
(MAH et al., 2001). Assim, a alta concentracdo de tais compostos levanta problemas
operacionais e, como por exemplo, a corrosdo de equipamentos do sistema gracas a

altas concentracfes de cloro, que possui alto carater corrosivo (RUBIO et al., 2015).

2.5.2 Métodos alternativos de controle microbiol6gico

Tendo em vista as lacunas apresentadas pela utilizagéo de biocidas quimicos,
alternativas como os biodispersantes "verdes” e os detergentes a base de enzimas,
principalmente proteases e enzimas de hidrélise de polissacarideos (MEYER 2003),
também podem apresentar papel importante no controle microbiano por atuarem na
degradacédo dos principais componentes da matriz dos biofiimes (BRIDIER et al.,
2011). Além disso, a utilizacdo de bacteriofagos se apresenta como uma solugéo

potencial para o controle de biofilmes em sistemas de resfriamento industriais.

Os bacteriéfagos ou “fagos” sédo virus que atuam especificamente sobre células
bacterianas, e devido a essa atividade s&o eficazes no controle bacteriano em

diversas situacdes (WITHEY, 2005). Com numero estimado em 103! no planeta, os
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fagos podem até ultrapassar o niumero de bactérias em aproximadamente dez vezes
em alguns ecossistemas (SUTTLE, 2005). Eles sdo encontrados em todos os biomas
explorados, como por exemplo, o trato gastrointestinal humano, solo e o oceano
(DION, 2020).

Os fagos podem ser usados em diversos campos da ciéncia com o objetivo de
controle bacteriano e controle de biofilme bacteriano (JAMAL, 2019). Dentre elas, a
area da saude apresenta diversos estudos referentes a utilizacdo de fagos para o
combate de bactérias resistentes a antibacterianos, além da utilizacdo de fagos para
o combate de biofilmes em infeccbes (WU, 2021; PRINCIPI, 2019; DANIS-
WLODARCZYK, 2021)

Além da area da saude, a area ambiental também concentra uma gama de
estudos relativos ao controle bacteriano. Dentre eles, had estudos que utilizaram
bacteriéfagos para controle bacteriano em sistemas de tratamento de agua (ALI AL-
KAABI, 2016; WU, 2017) e sistemas de tratamento de esgoto (DIAS, 2018; RUNA,
2021). Ademais, ha uma série de estudos que caracterizam e identificam
bacteriéfagos presentes em sistemas de resfriamento industrial, demonstrando que
pode haver a possibilidade de controle bacteriano através da utilizacdo destes
isolados (YAP, 2016; GRYGORCEWICZ, 2022; CAVALLARO, 2022).

2.6 Bacteriéfagos

2.6.1 Estrutura e Classificacdo de bacteriéfagos

Os bacteriofagos, assim como outros virus, sdo parasitas intracelulares
obrigatérios e podem ser encontrados em diversos ambientes. Esses organismos
apresentam trés tipos morfologicos distintos (Figura 6), sendo eles os fagos com
calda, os fagos sem calda e os fagos filamentosos, os quais podem conter material
genético de DNA, fita simples ou fita dupla, ou RNA (BAYAT, 2021). Ademais, 0s
tamanhos dos fagos sédo variados, com dimensfes que variam de 20 a 200 nm,

podendo algumas vezes ultrapassar essa dimensdo (DE JONGE, 2019).
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Figura 6- Tipos de morfologias descritas de bacteriéfagos. A) bacteriéfagos com

calda- B) bacteriéfagos sem calda-C) bacteriéfagos filamentosos.

Adaptado de: Bayate colaboradores (2021).

Recentemente, o Comité de Virus da Unido Internacional de Sociedades
Microbioldgicas (ICTV) propds uma nova classificacdo para os bacteriéfagos, que
inclui a abolicdo da nomenclatura baseada em morfologia e a adocdo de nomes de
espécies binomiais. A nova classificacdo € baseada em uma analise filogenética da
composicdo do genoma viral (ss/ds, DNA ou RNA) (ZHU, 2022). Foram analisados
4.079 genomas bacterianos e de fagos relacionados. A andlise resultou na
organizacdo de todos os fagos dentro da classe Caudoviracetes. Além disso, foram
criadas 7 ordens (Crassvirales, Juravirales, Kirjokansivirales, Magrovirales,
Methanobavirales e Thumleimavirales), 63 novas familias, 109 novos subfamilias,

1360 novos géneros e 4.079 espécies de fagos.

Essa nova abordagem permite que fagos com morfologias diferentes, mas que
compartilham um ancestral comum, sejam agrupados juntos. A classificacao anterior,
se baseava na morfologia, e muitas vezes colocava fagos com caracteristicas
semelhantes em grupos diferentes, dificultando a comparacéo entre diferentes

estudos e a compreenséo da evolucdo dos fagos.
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2.6.2 Ciclo de infecéo dos bacteriéfagos

Tal como acontece com outros virus de maneira geral, os bacteri6fagos
reconhecem moléculas especificas na superficie da célula hospedeira, através de
receptores primarios, como o peptideoglicano, lipopolissacarideo, e receptores
secundérios, como flagelos e acucares de superficie que compdem as cépsulas e
camadas de biofilme (BERTOZZI, 2016).

Apés o reconhecimento do hospedeiro, o bacteriéfago inicia a infeccao através
da ligacéo irreversivel na parede celular bacteriana. Essa ligacdo € mediada por um
ou mais componentes da placa-base, que € composta por proteinas que interagem de
forma especifica com o0s receptores presentes na parede celular da bactéria

hospedeira, permitindo a fixacdo e o inicio da infeccdo (LACQUA, 2006).

Apos a ligacéo irreversivel, o fago injeta seu material genético, que pode ser
composto por DNA ou RNA, no liumen celular bacteriano. Esse processo é mediado
por uma estrutura especializada no fago, denominada “cauda contratil". Essa estrutura
€ capaz de se contrair, permitindo que o DNA ou RNA seja injetado na célula
bacteriana. (DOSS, 2017).

Existem quatro tipos de ciclos virais de replicacdo descritos atualmente, que
sdo os ciclos liticos, lisogénicos, os ciclos pseudo-lisogénicos e o ciclo de vida crénico
(LOS ,2012) (Figura 7).

Figura 7 — Tipos de ciclos de multiplicagdo de bacteriéfagos descritos. A) Ciclo litico;

B) Ciclo lisogénico; C) Ciclo pseudo-lisogénico; D) Ciclo crbénico

W Gene represor Cl
B Genesdelise
8 Gene represor Coi
4 Estresse
Liberagdo
de estresse

Adaptado de MAKKY,2021
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O ciclo litico € caracteristico dos fagos virulentos, enquanto os fagos
temperados apresentam atividade lisogénica, conforme descrito por Makky (2021). Ao
final do ciclo litico, os fagos expressam genes que codificam holinas, lisinas e
depolimerases, os quais desmontam os envoltérios celulares bacterianos e rompem
as camadas de peptideoglicanos. Isso transforma a célula hospedeira em uma fabrica
para a sintese de novos fagos, que por sua vez, causam a lise da célula hospedeira.
Apbés a lise, os fagos podem infectar e matar outras células préximas, como explicado
por Young (2014).

Ja no ciclo lisogénico, os fagos temperados integram seus materiais genéticos
no cromossomo bacteriano, sendo transmitidos verticalmente para as células filhas
nas divisbes celulares subsequentes, sem causar lise celular (MAKKY, 2021). Os
fagos que utilizam tal ciclo de vida podem integrar seu material genético de forma
aleatdria ou em sitios especificos, chamados de “attachment sites”, por meio de

transposicao ou recombinacéo de sitio especifico, respectivamente (MAKKY, 2021).

De acordo com Howard-Varona et al. (2017), o ciclo lisogénico do fago pode
ser dividido em trés etapas principais: estabelecimento, manutencdo e inducdo. Na
etapa de estabelecimento, o fago incorpora seu material genético no genoma do
hospedeiro e se replica juntamente com ele. Na etapa de manutencéo, os genes do
fago sdo transmitidos verticalmente para as células filhas do hospedeiro e séo
mantidos na forma latente. Ja na etapa de inducao, ocorre a ativacao dos genes liticos
do fago, resultando na saida do ciclo lisogénico e entrada no ciclo litico. Durante o
ciclo lisogénico, os fagos lisogénicos geralmente aparecem na forma de placas turvas
em placas de Petri devido a lise incompleta, como resultado do bloqueio dos genes
das proteinas liticas pelos repressores de lise (por exemplo, repressores ClI, ClI, CllI),
que dominam a lisogenicidade (MCCULLOR, 2018).

De acordo com Cenens et al. (2013), o ciclo pseudo-lisogénico € um dos modos
de interacdo fago-bactéria que ocorre em condi¢cbes de crescimento estressantes,
como baixos niveis de nutrientes. Nesse ciclo, os fagos pseudo-lisogénicos néo
realizam a replicacdo (ciclo litico) nem integram 0 seu genoma aos genomas
bacterianos (ciclo lisogénico). Quando o ciclo de vida se estabiliza na pseudo-
lisogenia, os fagos podem retornar a um dos ciclos de replicagdo mais comuns, assim

que um ambiente mais favoravel estiver disponivel (£LOS, 2012).
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Em geral, os fagos que seguem o ciclo pseudo-lisogénico, como os fagos
temperados, podem oferecer beneficios mutualisticos entre o fago e seu hospedeiro
bacteriano. De acordo com Makky (2021), os fagos que seguem o ciclo pseudo-
lisogénico podem oferecer beneficios ao hospedeiro bacteriano, como a regulacdo da
expressao génica e o aumento da resisténcia a estresses ambientais. Isso ocorre
porque, durante a pseudo-lisogenia, o fago pode modular a expressdo génica da
bactéria hospedeira e induzir a producdo de proteinas protetoras que ajudam a
aumentar a resisténcia da célula hospedeira a condi¢cbes adversas. Além disso, a
presenca do fago pode ajudar a aumentar a diversidade genética da populacéo

bacteriana, o que pode ser benéfico em ambientes variaveis e imprevisiveis.

Os fagos podem apresentar diferentes modos de interacdo com as células
hospedeiras, incluindo os fagos liticos, lisogénicos, pseudo-lisogénicos e cronicos. Os
fagos virulentos sdo capazes de causar a lise bacteriana assim que entram na célula,
enguanto os fagos lisogénicos se integram e replicam juntamente com 0 Cromossomo
bacteriano até que o0s sistemas responsaveis pela sua excisdo sejam ativados,
levando ao inicio do ciclo litico. J& os fagos cronicos, diferentemente dos demais,
brotam da membrana bacteriana sem causar a lise celular durante o seu ciclo de
multiplicacdo. (LAWRENCE, 2019; MAKKY, 2021).

2.7 Controle bacteriano por utilizag&o de fagos

Desde a sua descoberta ha mais de um século pelos pesquisadores Frederick
Twort e Felix D'Herelle (SALMOND e FINERAN, 2015), os bacteriéfagos tém sido
amplamente utilizados em paises da Europa Oriental como uma abordagem
terapéutica para o tratamento de infec¢des bacterianas. Essa preferéncia € baseada
tanto em consideracdes tecnoldgicas quanto no valor terapéutico dos fagos. Em
contrapartida, no resto do mundo, o uso de antibiéticos tem sido o método
predominante de combate a infec¢cdes bacterianas, desde meados do século XX
(MYELNIKOQOV, 2018). O primeiro relato de uso clinico bem-sucedido de fagos foi em
1921, em um caso de furdnculos causados por Staphylococcus spp., como relatado
por Bruynoghe e Maisin (1921).

Além da descoberta dos antibioticos, varios outros fatores contribuiram para o
abandono da fagoterapia, incluindo a falta de conhecimento sobre os ciclos de vida e

as caracteristicas gerais dos bacteri6fagos, como sua especificidade de hospedeiro,
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bem como a falta de protocolos padronizados para o isolamento, cultura e aplicacao
dos fagos, levando a diversos erros técnicos em relagcédo a sua aplicabilidade (VISPO
e PUCHADES, 2001). No entanto, com o surgimento de bactérias multirresistentes
aos antibidticos a partir dos anos 80, a fagoterapia ressurgiu como uma possivel
alternativa terapéutica em paises orientais, enquanto o0s paises ocidentais

continuaram buscando novos antibacterianos (WEINBAUER, 2004).

Segundo Shute (2013), 70% das bactérias presentes no planeta ja
desenvolveram resisténcia aos antibiéticos. Como consequéncia disso, houve o
surgimento de genes bacterianos de resisténcia a antibidticos que por sua vez séo
passados horizontalmente pelas bactérias, impactando nos processos de controle
bacteriano em processos de tratamento de efluentes e tratamento de &gua
(BERENDONK, 2015; STEWART, 2001; KARKMAN, 2018).

A fagoterapia surge como uma alternativa promissora para o controle biol6gico
de bactérias, diante das dificuldades apresentadas no uso de agentes antibacterianos
guimicos. Sua utilizacdo pode reduzir a dependéncia desses biocidas quimicos para
o controle bacteriano, além de apresentar outras vantagens em relacdo a eles.
Estudos comparativos e contrastantes tém demonstrado a eficacia dos fagos contra
bactérias resistentes a antibitticos, sua facilidade de isolamento e propagacéo, além
da possibilidade de uso conjunto com outros fagos e biocidas. Outras vantagens
incluem a eficacia no combate aos biofilmes bacterianos e baixa toxicidade. Com sua
aplicabilidade em diversos segmentos, os fagos tém potencial para serem
amplamente utilizados como agentes de controle bacteriano (SULAKVELIDZE e
KUTTER, 2005; LOCCARRILLO e ABEDON, 2011; JASSIM e LIMOGES, 2014;
KONOPACKI et al., 2020; FUJIWARA et al., 2011).

A area da saude de uma maneira geral é onde se concentra a maior parte dos
estudos relacionados ao uso de fagos, principalmente se tratando do combate de
bactérias resistentes a antibacterianos (KREMMER, 2017). Alguns estudos vém
demonstrando taxas de sucesso da fagoterapia de cerca de 90% ao combate de
agentes bacterianos em pacientes acometidos por bactérias resistentes
(KONOPACKI, et.al, 2020; DANIS-WLODARCZYK, etal, 2015). Harada e
colaboradores (2018) citam varios exemplos de aplicacdes do uso de fagos no
tratamento de infec¢des bacterianas como na doenca pulmonar obstrutiva crénica

(enfisema), peritonite (inflamag&o do peritonio), osteomielite (inflamag¢do dos 0ssos)
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entre outras, em humanos. Os fagos utilizados para o tratamento dessas infeccdes
foram administrados por via oral, prévio tratamento dos pacientes com antiacidos e
gelatina, para proteger aos fagos da acidez géstrica e posteriormente se comprovou
que os fagos chegavam a corrente sanguinea (LOPEZ, 2005). Nesse estudo, os
investigadores reportaram que 90% dos pacientes tratados se recuperaram
satisfatoriamente com a cura da doenca, sarando as feridas e as fistulas (VISPO &
PUCHADES, 2001,).

Dentre os autores que apresentam estudos referentes a fagoterapia, destaca-
se, ZHANG e colaboradores (2017), que em seus estudos caracterizaram um fago
litico (PS2) que tinha ag&o contra isolados clinicos de Serratia marcescens. Haddad e
colaboradores, (2019) descreveram estudos de usos eficazes de fagos no controle e
prevencdo de organismos multirresistentes (MDROs) e do grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa e espécies de Enterobacter). A maioria dos
estudos mostrou eficacia (87%) e seguranca (67%) dos fagos testados. Porém,
existem poucos estudos examinando a porcentagem de resisténcia bacteriana a

fagos.

Além disso, h& vérios centros de pesquisa distribuidos em varios paises que
possuem como o foco a utilizacdo de bacteri6fagos em pacientes, como o Instituto
Eliava de Bacteriofagos, o instituto de Microbiologia e Virologia, em Thilisi, Georgia,
que por sua vez apresenta a mais longa experiéncia em fagoterapia segundo
Kutateladze (2008), e na Unidade de bacteriofagoterapia do Instituto Ludwik Hirszfeld
de Imunologia e Terapia Experimental em Wroctaw, Polénia (MIEDZYBRODZKI et al.,
2012). A aplicacdo de bacteriéfagos pode ser ndo apenas uma solucdo valiosa no
setor médico, mas também em outros campos onde as bactérias podem ter um

impacto negativo, como por exemplo nos setores industriais de maneira geral.

O controle biolégico por bacteriéfagos em escala industrial e agroindustrial vém
se tornando cada vez mais frequente. Diversos estudos vém sendo conduzidos, como
por exemplo, a utilizacdo de fagos para tratamento de fitopatogenos em tomates
(WANG, 2019; BALGH, 2018), utilizacdo de fagos para controle de E.coli e Salmonella
em carnes de frango e boi (PELYUNTHA, 2021; WANG 2017), utilizagdo de fagos

para combate de P. aeruginosa e Vibrio alginolyticus em aquacultura (CAFORA, 2019;
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KALATZIS, 2016), utilizacdo de fagos para tratamento de aguas residuarias
(MATHIEU, 2019), utilizacdo de fagos para tratamento controle bacteriano em plantas
de estacdo de tratamento de efluentes (JASSIM, 2016), e utlizacdo de fagos
juntamente com adi¢&o de cloro para tratamento de biofilmes (ZHANG, 2013).Porém,
nao ha relatos de trabalhos que envolvam a utilizacdo de bacteriéfagos em sistemas

de resfriamento industrial para controle de bactérias.

Entre os trabalhos relacionados ao uso de bacteriéfagos para o controle de
biofilmes industriais, ha uma série de estudos que demonstram a capacidade desses
virus em produzir enzimas que hidrolisam a matriz polimérica do biofilme (MOTLAGH
et al., 2016; PIRES et al., 2016; GONZALEZ-GOMEZ et al., 2021). Essas enzimas,
como as despolimerases, atuam na dispersdo e quebra da matriz do biofilme,
comprometendo sua estrutura (POLASKA et al., 2019). Além das despolimerases,
alguns fagos também produzem enzimas liticas conhecidas como VAPGHS, que

atuam na fase inicial do processo de adsorcéo (YANG et al., 2018).

Porém, alguns fatores como, a temperatura e o pH estdo frequentemente
relacionados a sucessos ou ndo da utilizacdo de bacteriéfagos (SCARASCIA, 2018;
HU, 2016; BUJAK, 2020). A desnaturacdo proteica do material genético, das
estruturas dos fagos e das enzimas despolimerazes secretadas sao 0s principais
fatores relacionados a perda de eficiéncia litica (OLSZAK, 2015; AL-WRAFY,2019)

Com o conhecimento do papel das enzimas bacteriéfagas na acdo contra
biofilmes bacterianos, varias pesquisas tém se concentrado na edicdo genética dos
fagos para aumentar a expressdo de proteinas destinadas a aumentar suas
propriedades anti-biofilme (MOTLAGH et al., 2016; SANTOS et al., 2018).

A producdo em larga escala de produtos que apresentam fagos em sua
composicao principal vem se tornando mais comuns. Em 2006, o Food And Drug
Administration (FDA) aprovou 0 uso e a preparacdo de bacteriofagos como
Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS) como aditivos alimentares para o
controle da bactéria patogénica Listeria monocytogenes em carne de aves e
derivados. Algumas empresas Estadunidenses, como OmniLytics Inc. (Sandy, UT,
Estados Unidos) e Intralytix Inc. (Baltimore, MD, Estados Unidos) desenvolveram
diferentes produtos bacteriofagos para aplicacdo como desinfetantes na industria de

alimentos que podem ser utilizados contra uma variedade de bactérias, tais como
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Salmonella, Escherichia coli e Listeria monocytogenes. A utilizacdo de produtos que
tém como base os bacteri6fagos também foi aprovado para uso no processamento de
alimentos pelo Food Standards Australia e Nova Zelandia (FSANZ, 2012). Dentre as
companhias que produzem e comercializam estes produtos, a empresa holandesa
Micreos BV (Wageningen, Holanda) € um dos destaques, pois comercializa produtos

a base de bacteriéfagos contra Salmonella e E. coli.

2.7.1 Estudos referentes ao controle bacteriano por utilizacdo de fagos no

Brasil

No Brasil, atualmente ndo existem produtos a base de bacteriéfagos
registrados ou regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Portanto, a comercializacdo de produtos contendo bacteri6fagos ndo é
permitida. A aplicacdo de bacteriéfagos no pais € principalmente restrita a trabalhos

académicos e pesquisas cientificas.

As pesquisas referentes a utilizacdo de bacteriéfagos no Brasil sdo em grande
parte voltadas para as &reas médicas e agropecuaria. Os estudos da éarea
agropecuaria sdo: utilizacdo de bacteriéfagos para reducao de Salmonella heidelberg
em frangos (VAZ, 2022); utilizacdo de bacteriéfagos na industria de alimentos
(SOUTELINO, 2021); sensibilidade de Salmonella gallimarum a tratamentos com
bacteriéfagos (RIZZO, 2017); caracterizacdo de bacteriéfagos de S. aureus oriundos
do leite bovino (BARASUOL, 2021).

Ademais, também ha estudos que utilizaram bacteriéfagos para o controle
bacteriano na agricultura como: utilizacdo de bacteriéfagos no controle de
Xanthormonas campestres em repolho (MARRONI, 2013); isolamento e
caracterizacao de bacteriéfagos com foco na sua utilizacdo para controle da mancha
bacteriana do tomateiro (SOUSA, 2020). Em relagdo a pesquisas que utilizam
bacteriéfagos para tratamento de biofilme em area industrial, hA menos publicacdes,
dentre eles destaca-se o trabalho de Dias (2014), que avaliou a viabilidade de
utilizacdo de bacteriofagos no controle de biofilmes em membranas de osmose

inversa.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de fagoterapia no controle do crescimento bacteriano de forma
planctdnica e séssil e monitoramento de taxas de corrosdo associadas em um

biorreator em escala de bancada.

3.1 Objetivos especificos

° Testar o perfil litico dos fagos isolados pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Microbiologia Aplicada - LMA/UFMG sobre as bactérias isoladas do
sistema de resfriamento da REGAP- PETROBRAS.

° Avaliar das possiveis interferéncias fisico-quimicas como pH e
temperatura em relacdo aos perfis liticos dos fagos analisados.

° Caracterizar morfologica dos bacteriofagos através de microscopia
eletronica de transmissao.

° Avaliar a manutencdo das densidades bacterianas em biorreator em
escala de bancada em duas diferentes composicdes de aguas de reposicao;

° Testar a utilizacdo de bacteri6fagos para a eliminacdo de bactérias

sésseis e planctdnicas em biorreator em escala de bancada.

° Verificar a presenca ou ndo de bacteriéfagos nos biofilmes dos reatores

de bancada através de microscopia de varredura
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4 MATERIAIS E METODOS

Para melhor entendimento da sequéncia dos experimentos realizados pelo
trabalho, o fluxograma abaixo (Figura 8) visa clarificar o processo cientifico do

presente trabalho.

Figura 8- Fluxograma dos experimentos realizados durante a dissertacao.
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4.1 Selegdo dos microrganismos utilizados no estudo

As bactérias e bacteriéfagos usados no estudo, foram selecionados a partir de
representantes depositados na colecdo de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia Aplicada (LMA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Tais microrganismos foram isolados de amostras
de aguas provenientes de diferentes locais da planta industrial da Refinaria Gabriel
Passos (REGAP) Unidade do Coque — MG:: bacia de torre de resfriamento, lagoa

aerada, lagoa de Ibirité, e saidas de tratamento secundario e terciario. Ademais, no
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teste de avaliacdo de espectro de hospedeiros utilizou-se também espécies

bacterianas isoladas do sistema de nanofiltracdo utilizado pela Petrobras em uma

Unidade de Remocéo de Sulfato (Tabela 3).

Tabela 3 - Identificacdo das bactérias utilizadas no trabalho e locais de coleta dos

isolados

Identificagdo bacteriana

Local de isolamento

Acidovorax temperans M188
Acidovorax temperans M198
Acidovorax temperans M189
Bacillus vallisnolis M4
Ochrobactrum tritici M3
Pseudomonas aucaliphila M183
Sphingopyxis macrogoltabida M119
Ralstonia sp. M180
Serratia marcescens M8
Staphylococcus saprophyticus M178
Staphylococcus saprophyticus M6
Stenotrophomonas maltophilia 94

Bacia da torre de resfriamento

Serratia marcescens RLA 17
Serratia marcescens PLA5S
Serratia marcescens RLA12

Lagoa Aerada

Acinetobacter sp. M241
Chryseobacterium sp. M125
Bacillus pumilus RLI21
Bacillus cereus M18
Bacillus pumilus RLI16.
Pseudomonas aeruginosa RLi17
Acidovorax temperan RLI 22
Serratia. marcescens RLI33

Lagoa de ibirité

Bacillus sp. AB1
Brevibacillus choshinensis BA56
Lysinibacillus sp AA51
Microbacterium sp. B2A
Ochrobactrum anthropi BAS
Ochrobactrum intermedium BB51
Serratia liqguefaciens BB41
Streptomyces griseus BA14

Membrana de Nanofiltracéo

Ochrobactrum sp M12
Paenibacillus alugiana M121

Saida do tratamento secundario

Sphingopyxis macrogoltabida M199

Saida do tratametno terciario

Os trinta e quatro fagos isolados pelo grupo de pesquisa apresentam sua

origem distribuida entre varias localidades da planta, como: Lagoa de Ibirité, Lagoa

aerada da estacdo de tratamento de efluentes da REGAP e Bacia da torre de

resfriamento (Tabela 4). Para isolar os bacteriéfagos, foram utilizadas bactérias de
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espécies encontradas em alta densidade nesses locais como hospedeiras, sao elas:
P. aeruginosa RLI17, S. marcescens (PLA5, RLA12, RLI33) e S. maltophilia 94.

Tabela 4 - Relacdo dos bacteriéfagos isolados de diversas estruturas pertencentes
aos sistemas de resfriamento da REGAP pela equipe do LMA (UFMG) e as suas respectivas

bactérias hospedeiras

Cddigo do bacteriéfago Bactéria hospedeira Local de isolamento

3.1 S. maltophilia Bacia da Torre de resfiamento

17.1.1
17.1.2

17.1.4

17.2

10 Lagoa aerada
11.1.1

11.2.1 S. marcescens

11.2.2

P2

P. aeruginosa

18.1.1
18.1.2
18.1.3
18.1.4
18.2.2
18.2.3
18.2.4
18C
B1
B6
P1
P2
P2
P3
PAM
P4P
12.1
12.2.1
12.2.2
12.2.3
B2
B3
B4
B5

P. aeruginosa

Lagoa de Ibirité

S. marcescens

4.2 Espectro/Especificidade dos bacteriéfagos em relagéo as bactérias

encontradas no sistema

Com o objetivo de verificar quais fagos isolados apresentavam efeitos liticos

sobre as bactérias isoladas, foi avaliado o espectro de hospedeiro pela técnica de
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spot. em triplicata. Nos ensaios foram utilizados os isolados bacterianos e isolados de

fagos apresentados respectivamente nas tabelas Tabela 3 e Tabela 4.

Uma aliquota de 0,1 mL de cultura de cada bactéria a densidade Optica de
0,024 D.O. (600nm) foi misturada com 2,5 mL de meio Luria Bertani (LB, KASVI,
Brasil) semissélido (0,6% de agar) fundido e resfriado a aproximadamente 45°C. Esta
mistura foi vertida em placas contendo 20 mL de Tryptic Soy Agar (TSA, KASVI, Brasil)
sélido de forma a obter um tapete uniforme de bactérias. Apods solidificacdo da
sobrecamada, 4 pL de cada suspensdo contendo fagos em concentracdo de 10°
UFP/mL foram depositados sobre a sobrecamada. Assim, cada bactéria recebeu em
cada placa 34 aliquotas (correspondem aos 34 extratos purificados de fagos em

estudo) de 10 uL, através da técnica de microgota.

Apoés secagem das gotas a temperatura ambiente, as placas foram incubadas
a 37°C por 24 horas e avaliadas quanto a presenca ou auséncia de placa de lise,
representadas por um halo claro nas areas dos “spots”. Os resultados obtidos foram
usados para agrupar os fagos de forma hierarquica considerando o espectro de
hospedeiros usando software online Morpheus (https://software.broadinstitute.org/

morpheus, Broad Institute).

4.3 Multiplicacdo dos Bacteriofagos

A multiplicacao dos fagos foi feita para obtencdo de extratos com altos titulos
para uso posterior em ensaios de estabilidade, atividade bacteriolitica e experimentos

envolvendo o reator de bancada.

Para isso, uma aliquota de 100 pL de cada bactéria hospedeira crescida em
meio LB, na fase exponencial (D.O.s00nm de 0,165), foi transferida para um Erlenmeyer
de 150 mL contendo 80 mL do mesmo meio. Os frascos foram incubados a 37°C até
alcancar a fase exponencial (D.O. soonm de 0,165). A seguir, os frascos foram
adicionados de 2 mL de cada fago purificado em concentracdo de 10’UFC/mL e
incubados a 37 °C por 24 horas ou até a observacao da lise celular evidenciada pela
limpidez da cultura. O conteudo foi entdo centrifugado a 10.700 x g por 20 minutos
a 4 °C em centrifuga refrigerada (Heraeus Multifuge X3R, Thermo Fischer Scientific,

Alemanha). O sobrenadante foi recolhido e filtrado em membrana de 0,22 um de
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diametro de poro (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Alemanha). Posteriormente,
os fagos foram quantificados em UFP/mL seguindo a metodologia disposta no item

seguinte (item 4.4), e posteriormente a isso, foram armazenados a 4°C até seu uso.

4.4 Titulagdo de Bacteriofagos

A fim de estabelecer a concentracdo dos fagos provindos das etapas de
multiplicacéo foi necessério realizar a titulagdo. Para tanto, foram realizadas dilui¢cdes
seriadas em proporcdes de 1:10 até a ordem de 101° da suspensédo de fagos. Em
seguida, aliguotas de 100 pL de cada uma das diluicdes foram transferidas para
microtubos de polipropileno de 2 mL contendo 100 puL da bactéria hospedeira em fase
logaritmica de crescimento (D.O. soonm €m torno de 0,165). Os microtubos foram entéo
incubados por 15 minutos a 37 °C. Em seguida, a mistura foi transferida para tubos
de vidro contendo 2,5 mL de meio LB semissolido (6 % agar) fundido e resfriado a
aproximadamente 45 °C. A mistura foi homogeneizada e imediatamente vertida sobre
uma nova placa de meio TSA soélido. As placas foram entdo incubadas a 37 °C por 24

horas.

Apds a incubacao, foi realizada a contagem das placas de lise que se
formaram, respeitando os limites estabelecidos de 30 a 300 placas de lise
(BROCK,1964). O numero de unidades virais infecciosas (titulo de fagos) foi expresso
como unidades formadoras de placa por mL (UFP/mL), que é determinado de acordo

com a seguinte férmula:

UFP
——=mn=x* FC = FD
mL

Tendo em vista que:
n :numero de placa de lises contadas;

FC: Fator de correcao (valor do in6culo multiplicado para que se obtenha o nimero

de fagos em 1 mL);

FD: Fator de diluicdo (inverso da diluic&o).
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4.5 Caracterizacdo dos Bacteriofagos

Apbs os testes de especificidade de hospedeiro e avaliagdo bacteriolitica em
agua sintética, foram escolhidos os bacteri6fagos que apresentaram maiores
atividades liticas sobre as bactérias isoladas das torres de resfriamento. Os fagos
purificados foram caracterizados em diversos parametros para o melhor entendimento
a respeito ao perfil de infeccao e susceptibilidade de infeccdo em diferentes condi¢des
temperatura quanto pH. Para a avaliacdo quanto a multiplicidades de infeccado (MOI)
ideal para uma maior atividade bacteriolitica, foram utilizados os fagos: B1 isolado a
partir de P. aeruginosa RLI17; 12.1.2 isolado a partir de S. marcescens PLA5, 18.1.4

isolado a partir de P. aeruginosa RLI17.

No experimento de avaliacdo das influéncias de diferentes condi¢cdes de pH e
temperatura na infeccdo viral, foram utilizados seis bacteriéfagos isolados de S.
marcescens PLA5 (12.2.2, 12.1, 12.2.3, 12.1,2, 11.2.1) e quatro fagos (B1, 18C, P2,
18.1.4) isolados a partir de P. aeruginosa RLI17, os quais foram escolhidos para os
demais testes do presente estudo. A microscopia eletronica de transmisséo (MET) foi
empregada para elucidar os aspectos morfologicos dos fagos em estudo, incluindo o

bacteriéfago 3.1, isolado a partir de S. maltophilia 94.

4.5.1 Correlacdo entre densidade Optica e UFC/mL e viabilidade usando o

corante resazurina

O experimento em questdo teve como objetivo estabelecer uma
correspondéncia valida entre as densidades Opticas das suspensdes bacterianas e
seus respectivos valores de UFC/mL importantes nas etapas de padronizacdo de
in6culo. Para tanto, as bactérias, S. marcescens, S. maltophilia, P. aeruginosa, S.
macrogoltabida, B. pumilus, Aciinetobacter sp foram reativadas por meio da
semeadura em placas contendo meio LB sdlido (KASVI, Brasil), que foram incubadas
a 37°C por 16h. Em seguida, 2 a 3 colonias foram transferidas para frascos do tipo
Erlenmeyer de 50 mL contendo 15 mL de caldo Luria Bertani (LB) (KASVI, Brasil). Os
frascos foram incubados por 16 h em shaker (Marconi, Brasil) sob agitagédo de 200

rpm e temperatura de 37°C.
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Apos a retirada dos frascos do agitador, mediu-se a densidade Optica da
suspensao bacteriana, de modo a obter as densidades: 0,024; 0,05 e 0,165 a

D.O.s00nm.. POSsteriormente a isso, foi realizado o procedimento de afericdo de UFC/ml.

Para tanto, inicialmente, foram alocados 900 pL de salina em sete micro tubos
de 2mL, os quais foram numerados de 1 a 6. Em seguida, os micro tubos que
continham as amostras das densidades Opticas testadas foram agitados com o
objetivo de homogeneizar a aliquota, utilizando-se um vortex a 3000 rpm por 5
segundos. Posteriormente, 100 pL da amostra foram transferidos para o primeiro
micro tubo numerado (Figura 9). Apds essa etapa, 0 procedimento de
homogeneizacéo foi repetido e mais 100 yuL da amostra foram transferidos para o
segundo micro tubo enumerado. Esse processo foi repetido até o sexto micro tubo

numerado.

Figura 9 — Representacao grafica da metodologia de diluicdo seriada, no qual visa a

diluicdo de uma amostra de forma exponencial.

0,1mL ObimL O0,1mL O0,1mL 0,1mL

TNy, NN TN TN

SOLUCAO 09mL 09mL 09mL 0,9mL 0,9mL
ESTOQUE 10 102 10° 10* 10°

fonte: https://encurtador.com.br/exH78

Para a realizacdo do plaqueamento, uma placa de petri contendo 15 mL de
TSA solidificado foi dividida em seis partes iguais. Em seguida, os frascos contendo
as diluigbes seriadas foram agitados com o objetivo de homogeneizar a aliquota, com
auxilio do vortex modelo AG230 AT da fabricante INBRAS a 3000 rpm por 5 segundos,
conforme descrito por GAO et al. (2015). Posteriormente, em regime de triplicata, trés
gotas de 10 pL cada de cada diluicdo foram alocadas nas divisdes correspondentes a

cada diluicdo. As placas de Petri foram incubadas em B.O.D. por 16 horas a 37°C,


https://encurtador.com.br/exH78

47

seguindo o procedimento descrito por LIAO et al . (2015) e GUO et al. (2018). Apos a
incubacédo, realizou-se a contagem de bactérias e determinacdo de UFC/mL,

conforme descrito por Amorim et al. (2017) e Maciel et al. (2016).

Para a afericdo dos valores de viabilidade bacteriana, foi utilizado o método de
medicao de fluorescéncia através da adicéo de resazurina (0,1 g/L). Em uma placa de
96 pocos, foram alocados 180 pL de cada amostra correspondente aos valores de
densidades éptica obtidos, em regime de quadruplicata. Apds a adicdo das amostras,
aliquotas de 20 uL de solugao de resazurina (0,1 g/L) foram adicionadas aos poc¢os.
Em seguida a adicdo de resazurina, a placa de 96 pocos foi incubada a 37°C por 40
minutos e posteriormente analisadas em fluorimetro (Varioskan, ThermoFischer) com
Aexcitaggo: 570 nm e Aemissao: 600 nm. O método baseia-se na quantificacdo da
fluorescéncia da resorufina (rosa), produto gerado na reducéo da resazurina (azul).
Como controle, utilizou-se solucéo salina (0,06% NaCl) adicionada de resazurina nas
mesmas proporgdes citadas e em quatro repeticdes. Os resultados obtidos foram
expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

4.6 Avaliacdo da atividade bacteriolitica com diferentes MOls

O experimento de atividade bacteriolitica com diferentes multiplicidades de
infeccdo (MOI) foi realizado a fim de definir as relacdes bactéria/ bacteriéfago que

resultem em maior decréscimo de crescimento bacteriano.

Nos ensaios, foram utilizadas as bactérias S. marcescens PLA5, hospedeira
do fago B1, S. maltophilia 94, alvo do fago 12.1.2 e P. aeruginosa RLI17, hospedeira
do fago: 18.1.4. Foi realizado também um teste com a adicdo das trés bactérias
mencionadas anteriormente juntamente com os trés bacteriéfagos indicados. Os
testes foram feitos em placas de poliestireno de 96 poc¢os nédo tratada (Kasvi, Brasil).
Cada poco recebeu 100 pL de caldo LB enriquecido com 0,1 mol/L de MgSO4 e 0,01
mol/L de CaClz adicionado de células bacterianas, numa concentragao final de 0,024

(D.O. s0onm ) de cada suspenséo bacteriana.

Os pocos foram acrescentados de 100 pL de fagos com diferentes titulos
(UFP/mL), de modo que no volume final de 200 pL fossem obtidos MOls de 0,001,
0,01; 0,1; 1 e 10. A placa foi incubada a 37 °C sob agitacao de 100 rpm (Varioskan®

Flash, Thermo Scientific, Finlandia) com leituras de D.O.s00nm realizadas de 10 em 10
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min apos o inicio da incubacéo, durante 16 horas. O controle negativo do experimento
continha somente caldo LB, sem adicdo de in6culo e fago, e o controle positivo,

somente inéculo bacteriano sem fago.

4.7 Avaliacdo da atividade bacteriolitica em agua sintética

O experimento teve como objetivo principal a avaliar a atividade do fago contra
as ceélulas planctbnicas em maior volume em aguas com caracteristicas
composicionais semelhantes as aguas das torres de resfriamento. Para tanto, frascos
Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados de 50 mL de agua sintética (contendo 250
mg/L de NaCl, 155,4 mg/L de CaClz, 130,3 mg/L de KNOs, 215, 8 mg/L de MgCl. e
500 mg/L de extrato de levedura) foram inoculados com a bactéria hospedeira do fago
em fase logaritmica de crescimento numa densidade 6tica final de 0,024 (D.Osoonm).
Apés reservados frascos para os controles (frascos contendo somente a bactéria),
testou-se a MOI 0,001 a partir da inoculacdo de 1 mL dos diferentes fagos em titulo
de 1x10® UFP/mL. Em seguida, medidas de D.O. a 600 nm foram realizadas nos

tempos de 2h, 4h, 6h, 8h, 10h 12h e 24h e tracado o perfil cinético de lise bacteriana.

4.8 Ensaio de infectividade em diferentes condi¢cdes de pH

O ensaio em questdo visou estabelecer dados referentes aos possiveis perfis
de lise bacteriana que os fagos poderiam apresentar em diferentes condi¢des de pH.
Com isso, sera possivel entender se os diferentes niveis de pH em um sistema de
resfriamento industrial poderiam alterar a eficiéncia de controle bacteriano pelos
fagos. Considerando que em sistema de resfriamento industrial, o pH pode variar de
6,5 a 8 (VEIGA (2013), testamos os pH 6,5 ;7 ;7,5, 8 e 8,5.

Para tanto, utilizamos uma solucdo de agua sintética (250 mg/L de NaCl, 155,4
mg/L de CaClz, 130,3 mg/L de KNOs e 215, 8 mg/L de MgClz; 500 mg/L de extrato de
levedura) adicionado de 0,1 mol/L de tampéao SM (5,89 de NaCl, 2g MgSOa4.7H20;
50mL de Tris-HCI 1mol/L pH 7,5; 5 ml de gelatina 2%; e H20 para 1000mL) e
posteriormente o pH foi corrigido para os valores utilizados no teste, através da adi¢éo
de uma solucéo de 0,1 mol/L de HCI ou 0,1 mol/L de NaOH .

Os microrganismos utilizados no teste foram 0s mesmos microrganismos
utilizados no item 4.6 :S. marcescens PLAS (fago: B1), S. maltophilia 94 (fago: 12.1.2),
P. aeruginosa RLI17(fago: 18.1.4)). A MOI 0,001 foi utilizada no experimento, pois
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segundo os resultados, apresentou-se como a melhor MOI no teste com o qual houve
a adicao das trés bactérias estudadas além dos seus respectivos fagos. Tal MOI
também foi escolhida, pois foi a utilizada para conduzir os experimentos de reator de
bancada.

O experimento foi realizado em uma placa de 96 pocos. Cada poco foi
preenchido com 180 pL de uma suspensao bacteriana apresentando 0,024 (D.O.s00nm)
(108 UFC/mL) em &gua sintética enriquecida com os relativos pH de teste (6,5;7;7,5;8
e 8,5). Posteriormente, foram acrescentados 20 pL das suspensdes dos bacteridfagos
com um titulo conhecido (UFP/mL) a fim de estabelecer uma MOI de 0,001. A placa
foi incubada a 37 °C sob agitacédo de 100 rpm (Varioskan® Flash, Thermo Scientific,
Finlandia) com leituras de D.O.s00nm realizadas de 10 em 10 minutos apos o inicio da
incubacdo até o tempo de 18 horas. O experimento foi realizado em quadruplicata
técnica e o controle foi realizado adicionando apenas a suspensdo bacteriana

adicionada 20uL de tampé&o SM (pH=7).

4.9 Ensaio de infectividade em diferentes condi¢gdes de temperatura

O ensaio em questao visou estabelecer dados referentes aos possiveis perfis
bacteriol6gicos que os fagos poderiam apresentar em diferentes condicbes de
temperatura. Com isso, foi possivel entender se os diferentes niveis de temperatura
em um sistema de resfriamento industrial poderiam alterar a eficiéncia de controle

bacteriano pelos fagos.

Em um sistema de resfriamento industrial, a temperatura pode variar de 30°C
a 60°C, segundo estudos de VEIGA (2013). Visando estabelecer uma relacdo de
proximidade real com a condi¢do supracitada, foram testadas as temperaturas de
25°C , 30°C, 35°C ,40°C e 45°C. As temperaturas acima de 45°C nao foram testadas
pois a temperatura de 45°C era o limite maximo para incubagéo de experimentos no

equipamento utilizado (Varioskan® Flash, Thermo Scientific, Finlandia).

Para tanto, utilizamos uma agua sintética enriquecida apresentando as
mesmas caracteristicas dos ensaios que serao posteriormente apresentados no item
4.7. Tais aguas sintéticas apresentaram a seguinte formulacdo: 250 mg/L de NaCl,
155,4 mg/L de CaClz, 130,3 mg/L de KNOs3 e 215, 8 mg/L de MgClz; 500 mg/L de

extrato de levedura.
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Os microrganismos utilizados no teste foram 0s mesmos microrganismos
utilizados no teste testes de MOI (item 4.6) (S. marcescens PLA5 (fago: Bl), S.
maltophilia 94 (fago: 12.1.2), P. aeruginosa RLI 17(fago: 18.1.4)). A MOI 0,001 foi
utilizada no experimento, pois segundo os resultados, apresentou-se como a melhor
MOI no teste com o qual houve a adicédo das trés bactérias estudadas além dos seus
respectivos fagos. Tal MOI também foi escolhida, pois foi a utilizada para conduzir os

experimentos de reator de bancada

O experimento foi realizado em uma placa de 96 pocos. Cada poco foi
preenchido com 180 pL de uma suspenséao bacteriana apresentando 0,024 D.O.s00nm
(108 UFC/mL) em &gua sintética enriquecida, apresentando o pH de 7. Posteriormente,
foram acrescentados 20 L uma suspensao de bacteriéfagos com um titulo conhecido
(UFP/mL) a fim de estabelecer uma MOI de 0,001. As placas foram incubadas a
temperaturas variaveis dependendo do experimento, podendo ser de 25°C, 30°C,
35°C ,40°C ou 45°C, sob agitacdo de 100 rpm (Varioskan® Flash, Thermo Scientific,
Finlandia) com leituras de D.O.s00nm realizadas de 10 em 10 minutos ap0s o inicio da
incubacéo, durante 18 horas. O experimento foi realizado em quadruplicata técnica e
o controle foi realizado adicionando apenas a suspensao bacteriana adicionada 20uL
de solugdo SM (pH=7).

4.10 Purificacdo e caracterizacdo morfolégica por Microscopia Eletrénica

de Transmisséao (MET)

As suspensdes de fagos de 30 mL a um titulo de 10° UFP/mL foram
ultracentrifugadas a 28.000 g por 60 minutos a temperatura de 4 °C em centrifuga
(Sorvall UltraPro80, rotorT880, Wilmington, USA) de angulo fixo. Ressuspendeu-se o0
pellet em 30 mL de solucédo de acetato de aménio (0,1 mol/L, pH 7,0) e centrifugado
novamente. Repetiu-se a centrifugagdo mais uma veze posteriormente,
ressuspendeu-se o pellet em 2 mL da mesma solu¢do de acetato de amoénio. Em
seguida, para verificar a eficacia do processo, a suspensao viral foi titulada usando a
metodologia descrita no item 4.4. As amostras foram mantidas a 4 °C por 48 horas
(Ackermann, 2009), até a analise da morfologia por microscopia eletrdnica de

transmissao (MET), realizada no Centro de Microscopia da UFMG.

Para a analise, um volume de 10 pL da amostra foi pipetada sobre um grid (200

mesh) previamente coberto com Formvar. Incubou-se o grid entdo, por 5 minutos em
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temperatura ambiente retirando em seguida o liquido sobressalente com auxilio de
papel de filtro. As amostras foram contrastadas por 20 segundos com acetato de
uranila a 2 % e analisadas em Microscopio Eletrénico de Transmissdo Tecnai G2-12
- SpiritBiotwin FEI — operando a 120 kV.

4.11 Extracdo do DNA viral e avaliagdo da pureza

. Primeiramente, visando a concentracdo das particulas fagicas, 25 mL  das
suspensdes dos fagos, provenientes da etapa de multiplicacdo foram tratados com
500 pL de uma solucao de ZnClz (2 mol/L). O conteudo foi incubado a 37°C por 5
minutos e posteriormente centrifugado a 8500 x g por 10 minutos, sendo o precipitado

obtido ressuspenso em 450uL de tampédo SM (Adaptado de Santos et al., 1991).

Em uma segunda etapa visando remover o DNA e RNA bacteriano residual, o
conteudo ressuspenso foi adicionado de 50 yL de tampao da enzima DNase | (10x),
1 uL de DNase | (1 U/uL) e 1 L RNase A (10 mg/mL) e, em seguida, incubado por
1,5 hora a 37°C em banho maria, sem agitacdo. Apds esse tempo, foram adicionados
20 uL de EDTA (de 0,5 mol/L) para inativacéo das enzimas (JAKOCIUNE et al., 2018).

Posteriormente, o conteudo foi tratado com 1,25 pL de Proteinase K (20 mg/mL)
, €incubado por 1,5 horas a 56°C. Apés o periodo de incubacao, adicionou-se 200uL
de solucdo de precipitagdo de proteina do kit Promega (Wizard Genomic DNA

Purification Kit), seguido de homogeneizacéo e incubacao no gelo por 5 minutos.

ApOs centrifugacdo por 10 minutos a 14000 x g, o sobrenadante foi transferido
para tubo contendo 600 pL de isopropanol e mantido por 20 minutos a temperatura
ambiente. Apds esse tempo, uma nova centrifugacao foi realizada na mesma condi¢ao
anterior, mas dessa vez o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado gentilmente
com 600 pL de etanol 70%. ApoOs nova centrifugacéo (14000 x RPM por 10 minutos),
o etanol foi aspirado e apés o precipitado secar, ele foi gentilmente homogeneizado
com 50 uL de solugéo de reidratagao (Wizard Genomic DNA Purification Kit, Estados
Unidos).

O DNA extraido teve a sua integridade avaliada por eletroforese em gel de
agarose a 1% e foi quantificado no espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Fisher,

Estados Unidos) por absorbancia a 260 nm.
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4.12 Descricéo do aparato experimental dos testes simulando sistemas de

resfriamento industrial em escala de bancada

Os sistemas do presente estudo se caracterizam como biorreatores fechados
de fluxo continuo. Eles consistem em dois sistemas individuais de fluxo fechado, cada
um com volume total de 5,77 L, acoplados com bombas recirculadoras, mangueiras,
suporte de laminas de vidro, (26mm x 76mm) (Figura 10) (para mensuracao de
biofilme) e reservatorios. Ambos os sistemas compartilham apenas o banho maria,
que se mantém na temperatura de 40°C, porém o sistema em si se mantém a 37 °C

gracas a perda de calor.

O funcionamento do reator ocorre em fluxo unidirecional com recirculacédo do
efluente continuamente, do reservatorio para o reator e novamente para o reservatorio
(Figura 10). A vazao do sistema foi estabelecida em 240 mL/min, a temperatura em
37°C, para equiparar as condi¢cdes laboratoriais com as do sistema de resfriamento

real.

Além disso, foram realizadas purgas nos experimentos a seguir. Tanto o
volume quanto a periodicidade delas variaram de experimento em experimento, até
gue fosse encontrada a condicdo que resultasse na estabilidade das densidades

bacterianas.

Figura 10- Equipamentos pertencentes ao sistema de resfriamento de bancada
confeccionado pelo grupo de pesquisa, A) Suporte com laminas de vidro alocados dentro dos

reatores; B) Reatores utilizados no experimento.

A) B)
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Para inicio dos experimentos, foi realizada a limpeza mecénica dos reatores,
bombas de recirculacdo, banho maria, laminas de vidro e suporte de laminas de vidro
através da utilizacdo de esponjas e sabao neutro. Apos a limpeza inicial, as laminas
de vidro foram autoclavadas por 20 minutos a 121°C, enquanto o restante dos
aparatos experimentais fora submerso em uma solucao de 2% de hipoclorito de sodio
por 24 horas. Apos tal periodo, a solucédo de hipoclorito de sodio foi retirada e os
equipamentos foram lavados com agua destilada. Posteriormente a desinfecgéo, o

experimento foi conduzido.

Objetivando simular 4guas de sistemas de resfriamento com presenca de
bactérias, os reatores foram inoculados com bactérias isoladas de um sistema de
resfriamento industrial de uma refinaria de petroleo da Petrobrds (REGAP). Foram
escolhidos os isolados: S. marcescens PLA5, S. maltophilia 94 e P. aeruginosa RLI
17. A escolha de tais microrganismos foi devido a resultados de estudos prévios
relacionados ao sistema de resfriamento da REGAP, os quais apontam a ampla
distribuicdo de tais bactérias nos sistemas de resfriamento. Além disso, as bactérias
em questdo apresentam macromorfologias distintas, caracteristica importante para
gue se possa realizar a contagem de forma individualizada das col6nias de bactérias
planctonicas e sésseis pelos métodos de determinagfes das densidades expressas
por UFC/mL ou UFC/cm?.

Para o preparo do inéculo, as bactérias S. marcescens PLA5, S. maltophilia 94
e P. aeruginosa RLI 17 reativadas por meio da semeadura em placas contendo meio
LB sélido (Diffco, USA), que foram incubadas a 37°C por 16h. Em seguida, 2 a 3
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colonias foram transferidas para frascos do tipo Erlenmeyer de 1L contendo 500 mL
caldo Luria Bertani (LB) (Diffco, USA). Os frascos foram incubados por 16 h em shaker
(Marconi, Brasil) sob agitacdo de 200 rpm e temperatura de 37°C e avaliados quanto
a densidade celular por meio da medida da D.O. a 600 nm. Os valores obtidos foram
usados para determinacdo do volume a ser adicionado nos reatores para obter a

densidade celular de interesse na agua sintética (0,024).

O volume definido deste inéculo foi centrifugado por 40 minutos a 11.000 x
RPM a 4°C para separar as células do meio de cultivo, de forma que apenas os pellets
das células fossem adicionados aos reatores. Apos a centrifugacao, o sobrenadante
foi descartado e o pellet bacteriano foi suspenso em 50mL da &gua sintética e

adicionado nos reatores.

As aguas sintéticas utilizadas nos experimentos a seguir apresentaram duas
formulacdes. Em alguns experimentos utilizou-se agua sintética sem enriquecimento
com extrato de levedura. Ja as aguas sintéticas enriquecidas com extrato de levedura
apresentaram a mesma composi¢cdo da agua sintética mencionado anteriormente,
porém, com adicdo de 500 mg/L de extrato de levedura em sua composicdo. O
fluxograma a seguir (Figura 11) demonstra a sequéncia de experimentos realizada

pelo trabalho.
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Figura 11 - Fluxograma relativo aos experimentos realizados em reatores em escala

de bancada durante a realizag&o do trabalho
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4.12.1 Metodologias de monitoramento de parametros quimicos e biolégicos

dos reatores

412.1.1 Quantificacdo e Viabilidade de bactérias planctbnicas pelo método

de resazurina

Entre os dias 1 e 9 do experimento, foram retirados 1mL de cada reator com o
auxilio de uma pipeta. Apos centrifugacéo a 11.000 g por 15 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspenso em 1mL de solucdo PBS (NaCl 8,0 g/L, KCI 0,2
g/L, Na2HPO4 1,15 g/L, e KH2PO4 0.2 g/L, pH 7,2).

Em seguida, 180 pL de cada amostra foram transferidos para pog¢os de uma
placa de 96 pocos (em quadruplicata) e adicionadas de 20 pyL de solugdo de
resazurina (0,1 g/L). Posteriormente, a placa de 96 pocos foi incubada a 37°C por 40
minutos no escuro e analisada em fluorimetro (Varioskan, ThermoFischer) com

Aexcitagago: 570 nm e Aemissao: 600 nm. O método baseia-se na quantificacdo da
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fluorescéncia da resorufina (rosa), produto gerado na reducdo da resazurina (azul).
Como controle, utilizou-se solucédo PBS estéril adicionada de resazurina nas mesmas
proporcdes citadas e em quatro repeticoes. Os resultados obtidos foram expressos
em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

412.1.2 Andalise guantitativa de bactérias plantdnicas

Para avaliar a densidade bacteriana planctonica, retirou-se um volume de 1 mL
de cada reator através de uma pipeta. Posteriormente, o volume retirado do reator foi
vertido em microtubo de volume maximo de 2mL. Em seguida, a amostra foi submetida
ao procedimento de diluicdo seriada, seguido de plagueamento, incubacdo da
amostra e contagem de colGnias para a determinacdo de UFC, seguindo a
metodologia descrita no item 4.5.

412.1.3 Analise quantitativa de bactérias sésseis

Para avaliar a densidade de bactérias sésseis, foram usadas como corpo de
prova laminas de vidro (26 x 76 x 1 mm) esterilizadas por autoclavagem a 1 atm por
15 minutos (BROCK, 2019). As laminas foram inseridas diariamente nos suportes e

mantidas ali por 3 dias para que houvesse a formacao de biofilme.

O biofilme foi desprendido das superficies das laminas por meio de raspagem
com auxilio de uma alca de Drigalski estéril (VIEIRA et al., 2017). Em seguida, 0
material foi suspenso em 2 mL de tampao SM e agitado em um vortex modelo AG230
AT da fabricante INBRAS durante 5 minutos a 300 rpm.

Posteriormente, 100uL do material suspenso foi diluido seguindo a metodologia
de diluicdo seriada seguida ao plaqueamento das aliquotas utilizando a metodologia,
descritas no item Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. As densidades foram

expressas UFC/cm?, conforme a equagéao:
UFC/cm? = (Numero de colbnias x Fator de diluicio) /Area total da lamina
Onde:
Numero de col6nias = x

Fator de Diluicdo = 100
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Area total da lamina = 4156 mmz2

41214 Analise quantitativa de bactéri6fagos plancténicos

Com o objetivo de determinar o titulo de bacteriéfagos plancténicos do sistema,
foi retirado uma amostra de 5mL dos reatores que utilizaram a fagoterapia como
controle bacteriano. Posteriormente a isso, o volume foi filtrado através de uma
membrana de nitrocelulose com 0,22 um de didmetro de poro (Milipore, E.U.A.). Ap6s
isso utilizou-se a metodologia de titulacdo de bacteriéfagos (item 4.4) para determinar

a densidade de fagos da amostra filtrada.

412.15 Avaliacdo da corrosdo em corpo de provas por perda de massa

Com a finalidade de avaliar a corrosividade do sistema, foram adicionados nos
trés sistemas em um novo suporte para cupons, alocado no reservatério do
experimento trés cupons de prova compostos por aco carbono AlSI 1030. Os cupons
foram adicionados no dia 1 do experimento e retirados no dia 22 do experimento nos

trés reatores em analise.

Cupons previamente limpos, secos, medidos e pesados, e ausente de
possiveis marcas de gordura e de oxidacao foram colocados nos reatores. Depois de
21 dias de operacdo do reator, os cupons foram retirados e secos em estufa na
temperatura de 80 °C (x 5°C) por um periodo minimo de 30 minutos. Em seguida,
foram transferidos para dessecador e mantidos até atingimento de temperatura
ambiente. Apds isso, eles foram pesados em balanca analitica, quantificando assim a
"massa de deposicao” (Ml).

Apoés a guantificacdo da MI, o excesso de depdsito dos corpos de prova foi
retirado dos cupons sob agua corrente com o auxilio de uma |a de a¢co ou esponja.
Posteriormente tais cupons foram colocados em tubos de ensaio e cobertos com
solucéo especifica para cada material, conforme recomendacdes da Norma ASTM
G1-03. Para aco carbono, preparou-se solugdo de 500 mL de acido cloridrico (HCI, sp
gr 1,19), 3.5 g de hexametilenotetramina, e agua tipo Il para fazer 1 litro da solugéo.
Deixando o metal na solugéo por 10 minutos em temperatura ambiente (20 °C - 25
°C). Apos descartar a solugdo decapante, foi colocada agua potavel nos tubos de
ensaio contendo os corpos de prova, a fim de evitar a oxidagéo. Posteriormente 0s
corpos de prova foram lavados em &agua corrente e secos com auxilio de papel

absorvente e mantidos em estufa na temperatura de 80 °C (x 5 °C) por um periodo



58

minimo de 30 minutos. Apdés resfriamento em dessecador a temperatura ambiente por
45 minutos, os corpos de prova foram pesados em balanca analitica obtendo assim a
"massa final" (MF). Para se obter os valores de perda de massa do cupom (W) foi
usada a Equacéo 1:

W = MF — MI

Onde:
W = perda de massa do cupom (mg)
MF = massa do cupom apos limpeza (mg)

MI = massa do cupom antes da limpeza (mg)

Tal procedimento foi repetido em 3 cupons ndo corroidos para metodologia de

controle do experimento.

Apds a mensuracédo da taxa de corrosdo dos cupons, foi calculado o desvio
padrdo experimental, o qual é definido por Triola (1999) como sendo a medida da
variagdo dos valores experimentais em relacdo a média, podendo este ser calculado

pela Equacéo 2
S?=[E& — Xn)? /(n—1)]
Onde:
S = Desvio padrao;
Xi = Valor experimental;
Xm = média;
n = numero de valores experimentais (cupons)

Para a verificacdo da homogeneidade dos valores, foi calculado o Coeficiente
de Variacédo de Pearson (CVP), definido por Triola (1999) como sendo a razéao entre
o desvio padrdao e a meédia. O CVP fornece uma estimativa da dispersdo e
variabilidade dos dados, sendo estes dados tdo mais homogéneos quanto menor for

o valor de CVP. O CVP pode ser calculado pela Equacéao 3:

S
cvp =5 x 100

m
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Onde:
S = Desvio padrao;
Xm = média;

Apds a majoracao das corrosdes, ocorreu a classificagdo do grau de corrosédo
a partir da classificacdo proposta por Dantas (1988) e Machado (2004) segundo a
Tabela 5.

Tabela 5- Metodologia de analise das previsbes de vida em anos dos metais e 0s

controles de corrosao através das taxas de corrosdo em aco carbono.

Taxa de Corrosao em Ago Carbono

Taxa (mpy) Previsdode Controle
Vida (anos) Corrosao

DaZ2 Acimade 70 Excelente
2as De28a70 Bom
5a8 De 17 a 28 Fraco
8a10 De 14 a17 Pobre

Acimade 10 Abaixode 14  Intoleravel

412.1.6 Analise por microscopia eletrbnica de varredura dos biofilmes

presentes nas laminas teste dos reatores

Com o objetivo de comprovar se os bacteri6fagos estavam presentes nos
biofilmes bacterianos localizados nos reatores de bancada, biofilmes presentes em
laminas de vidro de microscopia (25 x 75 x 1 mm) mantidas nos trés reatores por um
periodo de 7 dias foram removidos através da retirada do suporte das laminas de
dentro dos reatores. Em seguida, o material foi fixado usando solu¢éo de glutaraldeido
(2,5%) em solucéo salina tamponada com cacodilato 0,1 mol/L (PBS; pH 7,0) durante
1,5 h. Apés este periodo a solucéo fixadora foi retirada e realizada a lavagem com

tampao cacodilato 0,1 mol/L.

As amostras foram entdo enviadas ao centro de microscopia eletrbnica da
UFMG, onde posteriormente foram fixadas com tetroxido de ésmio durante o periodo
de 1h a temperatura ambiente (25°C). Apds a segunda fixacdo, as amostras foram
lavadas trés vezes com tampao cacodilato 0,1 mol/L e imersas em acido tanico a 0,1%
durante 20 minutos. Em seguida o material foi seco utilizando CO2 e colocados em

suportes, onde foram metalizados com uma camada de ouro de 5 nm. As analises
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foram obtidas utilizando um microscépio eletrénico de varredura (FEG Quanta 200
FEI).

4.12.2 Teste comparativo de viabilidade bacteriana em duas aguas sintéticas
com caracteristicas distintas em sistema de resfriamento industrial em

escala de bancada

O presente experimento tem por objetivo principal definir a melhor condicdo
para o estabelecimento das bactérias no sistema, de forma a obter densidade
constante ao longo do periodo experimental. Para tanto, foram adicionados no reator
1 a 4gua sintética sem adicdo de extrato de levedura. Enquanto no reator 2, foi
adicionado agua sintética enriquecida com extrato de levedura.

Ademais, foi realizado duas purgas no sistema no volume de 55 mL nos dias 4
e 8 do experimento. A retirada da &gua sintética foi realizada nos dois reatores, nas
mesmas profundidades e locais. As purgas tiveram o objetivo de aproximar o

experimento a escala real.

Os reatores foram monitorados ao longo do periodo experimental quando a

medida da densidade 6tica a 600nm e viabilidade pelo método da resazurina.

4.12.3 Fagoterapia aplicada a reatores aos quais utilizou-se agua sintética sem
adicao de extrato de levedura

Em todos os experimentos a seguir, foram utilizadas aguas sintéticas sem
adicao de extrato de levedura, uma vez que se demonstrou no experimento anterior
gue houve uma maior estabilidade das densidades bacterianas no experimento ao

qual foi utilizado tal agua sintética.

Além disso, em todos 0s experimentos a seguir, avaliou-se a fagoterapia como
uma alternativa de controle bacteriano. Foram utilizados os bacteriéfagos B1: ativo
contra S. marcescens PLA5; Bacteriéfago 12.1.2: ativo contra S. maltophilia 94 e;

Bacteriofago 18.1.4: ativo contra P. aeruginosa RLI 17.

41231 Teste comparativo de periodicidade de adicdo de fagos em sistema

de resfriamento em escala piloto
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No reator 1 (R1), os fagos foram adicionados somente no dia 1 do experimento
no titulo final no sistema de 10° UFP/mL de cada bacteriéfago, enquanto o Reator 2,
foram adicionados de mesmas doses de fagos no dia 1 e no dia 2. Tal experimento
visou elucidar qual seria a melhor periodicidade de adicdo de bacteriéfagos para o

controle mais eficaz de bactérias planctonicas do sistema.

Ademais, a partir dos resultados do experimento anterior, verificou-se que seria
necessaria a purga em maiores frequéncias, a fim de estabelecer a estabilidade da
densidade bacteriana no sistema. Portanto, foi realizado duas purgas no sistema no
volume de 310mL nos dias 2 e 5 do experimento. A retirada da agua sintética foi
realizada nos dois reatores, nas mesmas profundidades e locais, seguida da adicao
de mesm volume de &gua sintética retirado. As purgas tiveram o objetivo de tentar
aproximar o experimento a escala real. O monitoramento das condi¢cfes biologicas do
experimento foi feito através da medida diaria da densidade celular expressa em
UFC/mL.

412.3.2 Efeito da aplicacdo diaria de bacteri6fagos em reator com agua

sintética sem adicdo de extrato de levedura

A partir dos resultados do experimento anterior, 0 presente experimento teve
como objetivo testar a adicdo de fagos em maior frequéncia. Além disso, segundo os
dados obtidos no experimento 4.12.3.1, foi verificado que a densidade bacteriana ndo
se manteve estavel. Portanto, foi adotado um regime de purga diario com o objetivo
de fornecer maior quantidade de nutrientes para a manutencdo das densidades
bacterianas.

No presente experimento, utilizou-se 0 mesmo aparato experimental anterior.
Além disso, a formulagcdo das aguas sintéticas também se manteve, assim como as
espécies bacterianas e bacteriéfagos. No presente experimento, somente um reator
foi tratado com bacteriéfagos (Reator 2), enquanto o outro reator (Reator 1) néo
apresentou qualquer tratamento antibacteriano. Foi adicionado diariamente ao reator
2 a partir do dia 1, uma suspenséo de fagos de modo a atingir a concentracéo final de
108 UFP/mL no sistema. Tal metodologia foi adotada a fim de estabelecer uma analise

comparativa a respeito de se ha controle bacteriano pelos bacteriéfagos.

Para tanto, o monitoramento das condi¢des bioldgicas do experimento foi feito
através da determinacdo de UFC/mL (regime diario de andlise), UFC/cm?
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(amostragem a partir do dia 3), UFP/mL (analise a partir do dia 3) e ensaio de

viabilidade celular (analise diaria) (item 4.12).

4.12.4 Fagoterapia aplicada a reatores aos quais utilizou-se agua sintética com

adicao de extrato de levedura

A partir dos resultados dos experimentos anteriores, foram utilizadas aguas
sintéticas enriquecidas com extrato de levedura na concentracdo de 500mg/L, com o
objetivo de obter uma maior estabilidade na densidade bacteriana durante todo o

experimento.

Além disso, foi adicionado a cada sistema, uma bomba dosadora que permitiu
a adicdo constante de 4gua sintética, como acontece em um sistema de resfriamento
convencional. Tais bombas aportaram uma vazéao de 38,4 mL/h de agua sintética para
cada reator. Com a objetivo da conservacdo do volume inicial nos reatores, houve
descarte simultaneo de agua sintéticas de 38,4 mL/h, simulando as purgas de sistema

de resfriamento real (Figura 12).

Figura 12- Fluxograma simplificado da circulacdo de agua (representado pelas setas)
e dos componentes do reator de bancada, tais quais, as bombas, reatores, banho maria e

reservatorios.
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41241 Teste comparativo da eficiéncia da utilizacdo de fagos em reator

com adicdo constante de agua sintética enriguecida

Como o0s experimentos anteriores, no presente experimento inicialmente foi
utilizado a agua sintética ndo enriquecida. Porém a partir do segundo dia de ensaio,
observou-se que houve decréscimo significativo da densidade bacteriana em ambos
0s reatores. Portanto, foi adicionado no sistema através das bombas dosadoras agua
sintética enriquecida com 500 mg/L de extrato de levedura.

Somente um reator foi tratado com bacteriéfagos (Reator 2), enquanto o outro
reator (Reator 1) ndo apresentou qualquer tratamento antibacteriano. A aplicacéo de
fagos no reator 2 ocorreu diariamente, adicionando um volume que variou entre 50uL
a 5mL de cada espécie escolhida no titulo de 1x 10! UFP/mL no qual a concentracéo
final de particulas virais no efluente do reator se mantivesse em 1x 108 UFP/mL no
inicio do experimento e fosse aumentando paulatinamente até 1x 108 UFP/mL. Tal
metodologia foi adotada a fim de estabelecer uma andélise comparativa a respeito de

se ha controle bacteriano pelos bacteriéfagos.

Os reatores foram monitorados diariamente quanto ao titulo de fagos, além do

monitoramento diario das densidades de bactérias planctonicas e sésseis.

4.12.4.2 Efeitos da adicdo diaria de fagos no controle das densidades de

bactérias planctonicas e sésseis em sistemas de resfriamento em escala

de bancada
A partir dos resultados do experimento anterior (4.12.4.1), adotou-se para a
realizacdo deste e dos demais experimentos envolvendo os reatores que simulam os
sistemas de resfriamento industrial a seguir, &guas sintéticas enriquecidas com extrato

de levedura.

Os reatores foram monitorados diariamente quanto ao titulo de fagos, além do

monitoramento diario das densidades de bactérias planctonicas e sesseis.

412.4.3 Ensaio comparativo de eficiéncia de controle bacteriano entre um

sistema sem tratamento por fagos, um sistema com adicdo diaria de

bacteriofagos e um sistema com adicdo Unica de bacteri6éfagos
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O presente experimento teve como objetivo analisar a dinamica comparativa
de crescimento bacteriano em diferentes condicdes, sendo elas: um reator controle
(sem tratamento antibacteriano), um reator com adi¢do de bacteriofagos somente no
dia 1 (Reator 1) e um reator com adi¢do de bacteriéfagos desde o dia 1 até o final do
experimento (Reator 2). No entanto, devido a limitacdo de recursos para operar
simultaneamente trés reatores, foi realizada a etapa de fagoterapia primeiramente,
onde os dois reatores foram operados simultaneamente. Apos a conclusdo do
experimento, os equipamentos foram desinfectados e a operagao do reator controle

foi iniciada, sem a adi¢do de bacteriofagos.

As Unicas diferencas do experimento anterior para o presente experimento
foram a diferenca de periodicidade de adi¢ao dos fagos, além do monitoramento das
condicbes de pH e ORP e avaliacdo da taxa de corrosdo. Com o objetivo de elucidar
se os bacteriofagos também estdo presentes nos biofilmes bacterianos do sistema, foi
realizado uma microscopia de varredura de laminas de vidro mantidas nos trés

reatores.

41244 Avaliacdo de coquetéis de fagos no controle de bactérias sésseis e

planctdbnicas em biorreator de bancada inoculado com 6 géneros

bacterianos

Com o objetivo de aproximar ainda mais o experimento as condicdes reais
relativas a composicdo bacteriana no sistema, além das trés bactérias e fagos
utilizados nos ensaios anteriores (S. marcescens PLA5S e fago B1, S. maltophilia 94 e
fago 12.1.2 e P. aeruginosa RLI 17 e fago: 18.1.4), foram adicionadas a estes ensaios
trés outras bactérias e trés outros fagos isolados. A escolha das novas bactérias
baseou-se no fato de serem de géneros frequentes nos ambientes de refinarias de
Petréleo e de serem alvos de fagos isolados do mesmo ambiente. Os novos fagos e
as respectivas novas bactérias alvo foram: bactéria S. macrogoltabida M199 fago:
RLI17 P2; fago: PLAS5 12.2.2 e bactéria alvo B. pumilus; e fago PLA5 12.3.3 e bactéria

alvo Acinetobacter sp.

O experimento utilizou 0 mesmo aparato experimental descrito no item 4.12.4,
apesar de utilizar mais espécies bacterianas e bacteriéfagas. Para o monitoramento
do sistema, foram avaliados a densidade bacteriana séssil e planctdnica e densidade

bacteriéfaga diariamente.
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4.13 Analises estatisticas

Os resultados dos experimentos da avaliacdo do uso de fagos para controle
microbiano a partir dos testes de MOI (item 4.6), além do teste de infectividade em
diferentes pH e temperaturas (itens 4.8 e 4.9), foram analisados utilizando o Software
SlsVar. Primeiramente, foi avaliado se os dados obtidos seguiram distribuicdo normal
por meio do teste Shapiro-Wilk (a=5%). Posteriormente, para resultados que
apresentaram distribuicdo normal foi aplicado o teste ANOVA para comparacao das
medianas dos resultados obtidos (a=5%). Além disso, também se analisou
estatisticamente se as condi¢des testadas de MOI, pH e temperatura presente nos

experimentos mencionados influenciaram nos resultados obtidos.

Além das analises de variancias mencionadas, também foram conduzidas
andlises de correlacao através do teste de correlagdo de Pearson nos experimentos

de correlacao de densidade 6ptica e UFC/mL(item 5.2).
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5 RESULTADOS

5.1 Espectro de hospedeiro

No teste, foram avaliados quinze géneros bacterianos (Acidovorax;
Acinetobacter; Bacillus; Brevibacillus; Lysinibacillus; Mycobacterium; Ochrobactrum;
Paenibacilus; Pseudomonas; Chryseobacterium; Ralstonia; Staphylococcus; Serratia;
Sphingopyxis; Streptomyces) representados por trinta e quatro isolados bacterianos e
trinta e trés fagos. Dentre todos os géneros bacterianos analisados, somente
Mycobacterium, Ochrobactrum e Streptomyces ndo foram afetados pela atividade
litica por nenhum dos bacteriéfagos. O padréo de lise foi variado para os diferentes
fagos testados. De modo geral, os bacteriéfagos foram capazes de lisar pelo menos
dois géneros bacterianos. Além disso, trinta e um bacteri6éfagos lisaram mais de quatro
géneros bacterianos, destacando-se o fago P4P, que lisou bactérias de 9 géneros

diferentes e o fago B3 que foi ativo contra quinze géneros.

O agrupamento dos bacteriéfagos com base em seu espectro de hospedeiro

usando o software Morpheus ((https://software.broadinstitute.org/ morpheus, (Broad

Institute) resultou na formacdo de 9 subgrupos (Figura 13). De maneira geral, 0s
bacteri6fagos isolados das mesmas espécies bacterianas foram agrupados nos
mesmos subgrupos, como os fagos 17.2 e 17.1.1 (P. aeruginosa), e os fagos 12.2.3 e
10 (S. marcescens). Porém, houve também o agrupamento de fagos isolados a partir
de diferentes espécies em um mesmo subgrupo, como por exemplo os fagos 94 e P1
(S. maltophilia e P. aeruginosa), P1 e 18.1.3 (S. maltophilia e P. aeruginosa). Além disso,
os resultados também apontaram que também houve o agrupamento em um mesmo
subgrupo para fagos isolados de locais diferentes, como os fagos 12.2.2 e P2 (S.
marcescens). Segundo o0s resultados apresentados, € possivel inferir que o0s
bacteriéfagos presentes no estudo possibilitam uma cobertura quase completa em

relacdo ao controle dos géneros testados.


https://software.broadinstitute.org/
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fico de dispersao relativa ao ensaio de espectro de hospedeiros utilizando os trinta e tr

ao em gra

Figura 13- Representac
bacteri6éfagos isolados e as trinta e quatro espécies bacterianas.
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5.2 Correlacéo entre densidade 6ptica e UFC/mL

O experimento em questdo teve como foco principal, a tentativa de
estabelecimento de correlacdes entre de densidades Opticas e UFC/mL entre as
bactérias escolhidas através dos testes anteriores. Com base nos resultados do
experimento, foi observado que as bactérias utilizadas nos sistemas de resfriamento
em escala piloto (S. marcescens, S. maltophilia, S. macrogoltabida, B. pumilus,
Acinetobacter sp e P. aeruginosa) apresentaram semelhanca na relacdo entre

densidade otica (600 nm) e densidade celular expressa em UFC/mL.

As suspensbes com densidade o6ptica correspondente a 0,024 (D.O.s00nm)
apresentaram densidades expressas em UFC/mL variando de 3,2x108 a 6,3 x108.
Além disso, segundo o Gréafico 1 é possivel observar que os valores de r2 de todas as

relagdes entre bactérias e densidade Opticas ficaram entre 0,9 e 0,99.

Grafico 1- Teste de determinacdo das UFC/mL correspondentes aos valores de
densidade optica :0024; 0,05; 0,165 entre as bactérias S. marcescens, S. maltophilia,

S.macrogoltabida, B. pumilus, Aciinetobacter sp e P. aeruginosa

1011_
- -
u
| 1010_
E N
Y
> 1094
108- . S
0,024 0,05 0,165
D.O. (600nm)
B S. maltophilia 94 .
B P. aeruginosa RL1 17
El S. marcescens PLAS
B S.macrogoltabida M199
Bl B. pumilus RLI 16
3 Aciinetobacter sp M241
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A Figura 14 mostra a relacdo entre os valores de densidade celular expressa
em unidades de D.Osoonm, € em UFC/mL e viabilidade celular avaliada pelo método da
resazurina (UAF) de trés bactérias (S. marcescens, S. maltophilia e P. aeruginosa)
analisadas. A escolha de tais bactérias para o presente experimento se deu em razao
de que tais microorganismos serdo utilizados nos testes envolvendo sistemas de

resfriamento em escala de bancada.

Figura 14 — Resultados referentes as relacdes entre os valores de densidade
bacteriana (UFC/mL), densidade Optica (D.Osoonv) € Viabilidade bacteriana (UAF) das
bactérias S. maltophilia (A); P. aeruginosa (B) e S. marcescens PLA5 (C).
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A andlise de correlagédo de Pearson dos dados mostrou que de modo geral, as

correlagcbes foram altas e positivas (p<0,05) e significativa entre os dados de
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densidade 6ptica, UFC/mL, e viabilidade celular (Tabela 6, 7 e 8). Tal resultado indica
gue as metodologias de viabilidade celular pelo método de resazurina e mensuracao
de densidades Opticas podem ser utilizados como parametros de monitoramento das

densidades bacterianas, nos experimentos seguintes.

Tabela 6- Coeficientes de correlagdo de Pearson sobre os paréametros Densidade

Optica, viabilidade celular e densidade bacteriana da bactéria S. maltophilia.

Densidade 6ptica Densidade Bacteriana

Viabilidade Celular

(D.0O.600nm) (UFC/mL)
Deg‘;t'i‘ézde 0,083 0,841
(D.O.s00nm) (p=3,55x107)* (p=0,002)*
Viabilidade 0,983 0,867
Celular (p=3,55x107)* (p=0,001)*
*p<0,05

Tabela 7 - Coeficientes de correlacdo de Pearson sobre os parametros Densidade

Optica, viabilidade celular e densidade bacteriana da bactéria S. marcescens

Densidade Optica R Densidade Bacteriana
(D.0.500nm) Viabildiade Celular (UFC/mL)
Densidade éptica 1 0,987 0,810
(D.0O.600nm) (p=0,00)* (p=4,28x1011)* (p=4,35x104)*
N 0,987 1 0,865
Viabilidade Celular (p=4,28x1011)* (p=0,00)* (p=6.46x105)*
Densidade Bacteriana 0,810 0,865 1
(UFC/mL) (p=4,35x104)* (p=6,46x105)* (p=0,00)*
*p<0,05

Tabela 8- Coeficientes de correlacdo de Pearson sobre os parametros Densidade

Optica, viabilidade celular e densidade bacteriana da bactéria P. aeruginosa

Densidade 6ptica N Densidade Bacteriana
(D.0..500mm) Viabilidade Celular (UFC/mL)
Densidade 6ptica 1 0,969 0,819
(D.0O.600nm) (p=0,00)* (p=1,9x107)* (p=0,011)*
_ 0,969 1 0,734
Viabilidade Celular (p=1,9x107)* (p=0,00)* (p=0,065)*
gggfe'ﬂ:gz 0,819 0,734 1
(p=0,012)* (p=0,0065)* (p=0,00)*

(UFC/mL)
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*p<0,05

5.3 Avaliacao da atividade bacteriolitica com diferentes MOls

A partir dos testes de espectro de hospedeiro, observou-se que as bactérias S.
maltophilia, S. marcescens e P. aeruginosa apresentavam baixo perfil de crescimento
em meio solido (evidenciado pela presenca de placas de lise limpidas) quando na
presenca dos fagos 18.1.4, 12.1.2 e B1. Portanto, tal experimento visou estabelecer
se tal controle bacteriano se mantém em meio liquido e qual a melhor Multiplicidade
de infecgao (MOI).

A partir dos resultados apresentados na Figura 26, foi observado efeito
significativo da adi¢&do dos fagos 18.1.4, 12.1.2 e B1 em diferentes MOI (p<0,001) na
reducdo da densidade das bactérias S. maltophilia, S. marcescens e P. aeruginosa.
Os decréscimos na densidade Optica variaram com a espécie e bacteriofagos
utilizados. Nos ensaios com S. maltophilia ( Figura 26 b), a infec¢cdo com o fago 12.1.2
na MOI 1 levou a uma redu¢do maxima na densidade bacterina de cerca de 30% em
comparagao com o controle. J4 os experimentos aos quais testou-se as MOI 10 e MOI
100, as reducdes maximas na densidade bacteriana foram de cerca de 81% (p<0,05)

quando comparados com o experimento sem tratamento com fagos.

Figura 15 Resultados referentes aos padrdes de crescimento da densidade éptica
bacteriana em meio liquido quando submetida a concentracdes distintas de bacteriéfagos
(Diferentes MOI) (a) S. maltophilia 94 e o fago 12.1.2. (b) S. marcescens PLA5 e o fago Bl e
c) P. aeruginosa RLI 17 e o fago 18.1.4. d) S. maltophilia 94, S. marcescens PLA5, P.
aeruginosa RLI 17 e os fagos 12.1.2, B1 e 18.1.4.

a)
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Nos testes com S. marcescens PLAS infectada com o fago B1 ( Figura 26 b),
os percentuais de reducgdes das densidades bacterianas em relacdo ao experimento
controle (sem adicao de fago) aumentaram de forma significativa com o aumento da
MOI (p<0,05) usada na infecgdo. O experimento ao qual testou-se a MOI 100
apresentou reducdo maxima de densidade Optica de cerca de 41% quando
comparado ao controle. J4 o teste ao qual utilizou-se a MOI 10 apresentou reducéo

méaxima de 35% e o teste ao qual utilizou-se a MOI 1 obteve-se redu¢do maxima de
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33%. Além disso, pode-se observar que os efeitos das MOI 1 e 10 ndo foram
estatisticamente significantes (p>0,05). A infeccao de P. aeruginosa RLI 17 com o fago
18.1.4 em diferentes MOI influenciou significativamente (p<0,001) o crescimento
expresso pela medida da densidade otica (

Figura 15 c¢). Em todas as multiplicidades de infeccao analisadas, houve o
decaimento do crescimento bacteriano. A reducdo maxima correspondeu a cerca de
65,5 % nos testes com MOI 1 e MOI 10 e de 75 % no teste com MOI 100.

Por sua vez, nos experimentos ao qual utilizou-se os trés fagos nas MOI 1, 0,1
e 0,001 conjuntamente as trés bactérias hospedeiras, S. marcescens PLAS5 (fago: B1),
S. maltophilia 94 (fago: 12.1.2), P. aeruginosa RLI17 (fago: 18.1.4)), houve reducdes

maximas da densidade bacteriana em cerca de 65%.

5.4 Avaliacao da atividade bacteriolitica em agua sintética

A partir dos ensaios de espectro de hospedeiro, buscou-se selecionar os
isolados bacterianos alvos dos fagos. Dentre as doze bactérias selecionadas,
somente S. saprophyticus ndo apresentou decaimento do crescimento nos tempos
analisados, quando comparado ao controle. Porém, todas as outras onze bactérias
apresentaram lise celular tendo como medida indireta a diminuicdo da densidade 6tica
no experimento quando infectadas com os fagos em estudo (Figura 16).

Os ensaios relativos as bactérias S. macrogoltabida, Bacillus sp.; B. pumilus;
Ralstonia sp.; A.temperans e S. maltophilia 94 apresentaram aumento de densidade
Otica ap0s cerca de dez horas do inicio de tratamento com as diversas espécies de
bacteriéfagos, porém os valores finais de densidade éptica dos experimentos tratados
com fagos se mantiveram menores quando comparados ao experimento controle

(Figura 12 a, c,d,e,f,g).

J& os ensaios relativos as bactérias Acinetobacter sp., S. marcescens PLA5, P.
aeruginosa RLI 17 e P. aucaliphila apresentaram diminuicdo de densidade otica

constante ao decorrer do tempo (Figura 12 h, i, j,I ).
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Figura 16 — Resultados dos monitoramentos das densidades épticas durante os tempos os periodos de 24 horas, evidenciado o
de crésicmo de tais densidades a partir da de atividade dos bacteriéfagos analisados. A) S. macrogoitabida; B) S. saprophyticus; C) Bacillus
sp; D) B. pumilus; E) Raltonia sp.; F) A. temperans; G) Acinetobacter sp; H) S.maltophilia; 1) S.marcescens; J) P. aeruginosa; K) P.

alcaliphila; L) Chryseobacterium sp
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5.5 Ensaio de infectividade em diferentes condi¢cdes de pH

A partir dos ensaios de especificidade de hospedeiros e de atividade litica em
agua sintética, foram escolhidos os bacteri6fagos que apresentaram maiores
atividades liticas sobre as bactérias testadas. Tais bactérias e bacteriéfagos serédo
utilizados nos testes de reator de bancada, e o presente experimento visa entender
como as bactérias e os fagos irdo se comportar em diferentes faixas de pH que podem

ocorrer nos testes de bancada.

Nos ensaios de avaliacdo do efeito do pH no crescimento de S. marcescens
PLAS5 e infectividade dos fagos (B1, 12.2.2, 11.2.1, 12.1, 12.2.3 e 12.1.2), foi
observado que o pH afetou de forma significativa o crescimento bacteriano (p<0,001).
Segundo a Figura 17, a bactéria em questdo apresentou as maiores taxas de
crescimento, evidenciado pelo aumento de densidade Gptica como tempo de cultivo,

guando submetido aos pH 7, 6,5 e 7,5.

Ao compararmos os perfis de controle microbiano dos fagos nos diferentes
valores de pH, foi possivel observar respostas diferentes. Nenhum fago apresentou
atividade litica nos ensaios com pH 8,5, uma vez que nao foi observada diferenca
significativa (p<0,05) entre os valores de densidade Otica dos testes controle e os
testes com bactérias infectadas com fagos. O fago 12.2.3 apresentou atividade litica
em quatro niveis de pH testadas (6,5; 7; 7,5 e 8), os fagos B1 e 11.2.1 em trés niveis
(6,5; 7; 7,5) e os fagos 12.1; 12.2.2; e 12.1.2 somente em um dos niveis de pH
analisados (7,5)(Figura 17).

Figura 17 — Resultados de monitoramento das densidades 6pticas por 16 horas em quatro
faizas de pH distintas (6,5; 7; 7,5 e 8), evidenciando os perfis de crescimento bacteriano nos
experimentos controle e tratamento por bacteriéfagos. A) Controle; experimentos tratados
com bacteriéfagos: B) B1; C) 12.2.2; D) 11.2.1; E)12.1; F) 12.2.3; G) 12.1.2
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Os bacteriéfagos B1, 12.2.2 e 11.2.1 apresentaram maiores porcentagens de
controle bacteriano quando submetidos a pH 7 (Figura 17), com reducdes maximas
das densidades o6pticas de 51% a 53%, em relacdo ao controle. Ja os experimentos
tratados com fagos e submetidos a pH 6,5 e 7,5 apresentaram reducfes maximas de

densidade Optica entre 45% e 35% e 10% a 5% respectivamente.

Ja o experimento ao qual testou-se o crescimento de P. aeruginosa RLI 17 em
diferentes pH (6,5; 7; 7,5; 8 e 8,5) observou-se que houve maior crescimento
bacteriano, evidenciado pelo aumento de densidade éptica quando experimento foi

submetido aos pH 7, 6,5 e 8 (Figura 18).

Figura 18 - Perfis de crescimento de P. aeruginosa em relacdo ao tempo entre 0s

experimentos controle e tratamento por bacteriéfagos. A) Controle; experimentos tratados

com bacteri6fagos: B) 18.1.4; C) 18C; D) P2.
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8,5

Os bacteriéfagos foram eficazes no controle bacteriano apenas em duas
situacOes de pH: 6,5 e 7, evidenciadae pela diminuicdo significativa (p<0,001) das
densidades opticas quando comparados ao experimento controle. Ja em condi¢des
em que o pH apresentava condi¢cdes mais alcalinas (pH: 7,5; 8 e 8,5), ndo se observou
o decaimento das densidades bacterianas, evidenciando a baixa atividades liticas dos
fagos em andlise (P>0,999). As reducdes de crescimento promovidas pelos fagos P2,
18C e 18.1.4 variaram entre 71% e 73% quando comparado ao experimento controle.
Além disso, os testes em pH 6,5 apresentaram os segundos maiores percentuais de
remocdo bacteriana, apresentando reducdo maxima de densidade 6ptica de 55%

quando comparado ao controle (fago 18.1.4).

5.6 Ensaio de infectividade em diferentes condi¢cdes de temperatura

A partir dos ensaios de especificidade de hospedeiros e de atividade litica em
agua sintética, foram escolhidos os bacteriofagos que apresentaram maiores
atividades liticas sobre as bactérias testadas. Tais bactérias e bacteriéfagos serédo
utilizados nos testes de reator de bancada, e 0 presente experimento visa entender
como as bactérias e os fagos irdo se comportar em diferentes faixas de temperatura

gue podem ocorrer nos testes de bancada.

Os resultados obtidos a partir dos perfis de crescimento da bactéria S.
marcescens PLA5 (Figura 19) evidenciaram a interferéncia significativa da
temperatura sobre o padrdo de crescimento (p <0,05). A incubacéo nas temperaturas
de 30 e 40°C resultou nos maiores valores de densidade Optica, evidenciando que tais

condi¢cbes de temperatura sdo as melhores para o crescimento bacteriano (Figura 19).
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As bactérias incubadas a 35 °C apresentaram o terceiro maior valor de densidade

Optica, enquanto as bactérias incubadas a temperatura de 45°C apresentaram 0s

menores valores de densidade otica.

Figura 19- Perfis de crescimento de S. marcescens em diferentes temperaturas,
tratados ou ndo com bacteriofagos. A) Controle; experimentos tratados com bacteriofagos: B)
B1; C) 12.2.2; D) 11.2.1; E)12.1; F) 12.2.3; G) 12.1.2.
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Verificou-se que de modo geral, as infec¢des conduzidas a 30°C apresentaram
0S maiores percentuais de reducao de crescimento bacteriano, variando entre 37% e
84% em relacdo ao controle (Figura 20). Ja os fagos submetidos as temperaturas de
40°C apresentaram 0s segundos maiores percentuais de remocao, variando entre
20% e 54%, embora tenha sido observado que o fago B1 n&o apresenta lise sobre a

bactéria alvo em tal temperatura.

As infec¢bes conduzidas a 35°C apresentaram resultados heterogéneos, ja que
houve diminuicdo de densidade éptica maxima de cerca de 47% nos experimentos
aos quais houve a adicdo dos fagos 12.2.3 e B1; porém, os demais fagos nado
apresentaram decréscimo de densidade 6ptica (Figura 20). Além disso, foi observado
gue na temperatura a 45°C ndo houve reducdo na densidade Optica nos cultivos
adicionados de fagos, demonstrando a ineficiéncia desses agentes nessa

temperatura.

Os resultados das infecgcdes com P. aeruginosa RLI 17 demonstraram que as
maiores densidades oticas foram observadas nos experimentos realizados a 40°C,

seguido pelas temperaturas de 35°C, 30°C e 45°C.
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Figura 20- Perfis de crescimento bacteriano em relacdo ao tempo entre 0s experimentos
controle e tratamento por bacteriéfagos. A) Controle; experimentos tratados com
bacteriéfagos: A) Controle experimentos tratados com bacteriéfagos: B) 18.1.4; C) 18C; D)
P2;
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Legenda= Azul : Temperatura 30°C; Vermelho: Temperatura 35°C; Verde:
Temperatura 40°C; Roxo: Temperatura 45°C

Os experimentos incubados a 35°C apresentaram a maior eficiéncia de
controle bacteriano, como demonstrado pelo decréscimo da densidade 6ptica. Nesses
testes, os bacteriéfagos presentes apresentaram atividade litica sobre as bactérias
alvo, culminando em uma reducao na densidade Optica maxima de cerca de 70% em

comparagao com o teste controle.

Os experimentos incubados a 30°C apresentaram o segundo melhor resultado
em relacdo ao controle bacteriano pelos fagos (Figura 20), com uma diminui¢céo
méaxima da densidade Optica variando entre 37% (P2) a 61% (18.1.4) em relacdo ao
controle. Ja os experimentos incubados a 40°C apresentaram o terceiro melhor

desempenho em relacdo ao controle bacteriano pelos bacteriofagos, com um
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decréscimo maximo na densidade Optica de cerca de 20% (18.1.4) em relacdo ao
controle. No entanto, os demais fagos (P2 e 18C) nao apresentaram efeito significativo

sobre o controle de crescimento bacteriano em tal temperatura testada (p>0,05).

5.7 Extracdo de material genético

Os rendimentos das extra¢cdes, bem como a qualidade dos materiais genéticos
avaliados pela relacéo dos valores de absorbancia a 260 e 280 variaram com o fago.
De modo geral, a qualidade foi boa, com relacdo DO 260/280 superior a 1,8. Porém,
os valores foram inferiores a 1,8 nas amostras dos fagos P2 (RLI 17) e B1, indicando
gue necessidade de incluir etapas adicionais na purificacdo para retirada dos

possiveis contaminantes.

Tabela 9- Resultados obtidos referentes a quantificacdo e eficacia de extragdo do

material genético viral

Absorbancia Absorbancia

Bactéria Hospedeira Fago [DNA] (ng/uL) (260/280) (260/230)
Stenotrophomonas maltophilia 3.1 58.9 2.00 1.31
Serratia marcescens 12.2.2 12.6 2.57 0.33
Serratia marcescens 12.1 303.1 1.81 0.67
Serratia marcescens 12.2.3 27.1 1.91 0.56
Serratia marcescens 12.2.1 108.7 1.94 1.44
Serratia marcescens 11.2.1 324 1.69 0.79
Serratia marcescens Bl 193.5 1.52 0.68
Pseudomonas aeruginosa P2 136.8 1.44 0.54
Pseudomonas aeruginosa 18C 578.6 1.92 1.29
Pseudomonas aeruginosa 18.1.4 660.1 1.87 0.93

5.8 Analise morfologica dos bacteriéfagos

Apbés a obtencdo das imagens por MET de cada amostra dos isolados
bacteriéfagos, os fagos foram majorados através do software IMAGE J
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html) e posteriormente caracterizados
morfologicamente (Tabela 10).



Tabela 10 — Resultados das dimensfes dos fagos, mensuradas do software IMAGE J

em resultados da microscopia eletrénica de transmissao

Comprimento

Bactéria Identificacao do Comprmento do Largura do

Hospedeira bacteriéfago tgtal do capsideo (nm) capsideo (nm)
bacteriéfago (nm)

S. maltophilia 3.1 62,75 1,758 55,46 + 2,945 55,46 + 4,762
S. marcescens 12.2.2 173,75 £ 2,157 47,57+ 4,482 48,76 £ 1,075
12.1 199,67 + 2,358 72,56 + 3,901 73,84 + 2,047

12.2.3 199,75 + 2,357 64,37 £ 2,912 64,67 +£ 4,168
12.2.1 198,45 £ 5,468 78,67+ 3,491 79,84 + 2,1850

11.21 173,94 £ 4,218 73,64 £ 2,781 74,67 = 3,014

P. aeruginosa 18C 48,75 + 2,397 37,64 + 4,196 39,67 + 2,042
B1 199,64 + 3,394 65,67+ 5,149 65,46 + 1,047

P2 57,68 £ 3,197 49,67 + 3,179 48,67+ 3,715
18.1.4 222,34 + 2,349 87,64 + 5,186 59,67 + 2,479

Foi identificado que o bacteriéfago 3.1, proveniente da bactéria S.maltophilia
94 , possui um capsideo com formato icosaédrico, medindo 55,46 nm de comprimento

e 55,46 nm de largura e cauda apresentando 62,75 nm de comprimento.

Figura 21- Microscopia de transmissédo do fago 3.1

100 nm

Os fagos obtidos a partir da bactéria S. marcescens PLA5 apresentaram
comprimento total entre 173 nm (12.2.2 e 11.2.1) e 199 nm (12.1; 12.2.3; 12.1.2),
enquanto as dimensdes dos capsideos variaram entre 47 nm (12.2.2) e entre 64 a 78
nm (12.1; 12.2.3; 12.1.2 e 11,2,1). Todos os fagos analisados apresentaram capsideo
com formato icosaédrico, acompanhado de uma calda aparentemente ndo contratil.



88

Figura 22- microscopia de transmissdo dos fagos 12.2.2 (A), 11.2.1(B), 12.1 (C),
12.2.3(D) E 12.1.2 (E)

Os fagos derivados da bactéria P. aeruginosa RLI 17 apresentaram
comprimento total variando entre 48 nm (18C), 57 nm (P2) e entre 199 a 222 nm
(18.1.4 e B1), enquanto as dimensdes dos capsideos foram de 37 nm (18C), 49 nm
(P2), 65,67nm (B1) e 87 nm (18.1.4). Todos os fagos analisados apresentaram uma
estrutura icosaédrica do capsideo acompanhada de uma cauda aparentemente nao

contratil.
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Figura 23- Microscopias de transmissdo dos bacteriéfagos 18C (A), P2 (B), 18.1.4 (C),
B1 (D).

A)

5.9 Resultados dos testes envolvendo os sistemas de resfriamento

industrial em escala de bancada

5.9.1 Teste comparativo de viabilidade bacteriana em duas diferentes aguas

sintéticas em sistema de resfriamento industrial em escala de bancada

A partir dos resultados dos experimentos apresentados na sec¢do 5.2.1,
estabeleceu-se uma correlacao entre a densidade bacteriana e as densidades oOpticas,
bem como a viabilidade bacteriana avaliada pelo método resazurina. Durante a
condugdo deste experimento, monitoramos continuamente esses parametros nos
reatores de bancada. Notavelmente, o reator 2 (R2), operado com &gua sintética
enriquecida, revelou uma atividade bacteriana expressa pela medida de UAF mais
pronunciada nos primeiros cinco dias, quando comparado ao reator 1 (R1). Isso

sugere que as aguas sintéticas enriquecidas com extrato de levedura causaram uma
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variacdo mais significativa nas densidades bacterianas ao longo do tempo, quando
comparadas ao reator 1 (R1), que operou com agua sintética nao enriquecida. Porém
apos esse periodo, foi observado diminuicdo na atividade bacteriana em ambos os
reatores, sugerindo a necessidade de regime de purgas mais constante, a fim de que
a comunidade bacteriana disponha de mais nutrientes para que se mantenha em

densidade constante.

Grafico 2- Monitoramento de viabilidade (a) bacteriana pelo método de resazurina e
densidade (b) bacteriana pelo método de densidade éptica no periodo de 8 dias de experimento.
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5.9.2 Avaliacdo fagos no controle de bactérias sésseis e planctbnicas em

biorreator de bancada.

5.9.2.1 Avaliacado da periodicidade de adicdo de fagos

Os resultados referentes aos testes, demonstraram que o reator 2 adicionado
de duas doses de fagos apresentou valores cerca de 10 a 100 vezes menores na
densidade de P. aeruginosa RLI 17, S. marcescens PLAS e S. maltophilia 94 quando
comparado ao reator 1, entre o dia 2 e o dia 5 do experimento. Porém, ambos reatores
apresentaram perfil de decaimento de densidade de bactérias semelhantes, ao ponto
das concentracfes bacterianas de ambos se apresentasse igual a partir do dia 6 do
experimento. Tal fato demonstra que a comunidade bacteriana ndo se manteve

constante.

-o- Reator 1
= Reator 2
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Grafico 3- Resultado do monitoramento de densidades Opticas e densidades
bacterianas pelo método de UFC/mL das bactérias P. aeruginosa, S. marcescens e S.

maltophilia nos reatores 1 e 2 no periodo de 8 dias de experimento.
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Além disso, o grafico relativo aos monitoramentos de viabilidade celular
demonstrou que ambos os reatores (R1 e R2) apresentaram padrdes de decaimento
semelhantes, reverberando a necessidade do aumento das frequéncias de purgas no
sistema. Porém os dados referentes as densidades oticas e viabilidade bacteriana nédo
refletiram o decaimento observado pelo grafico de monitoramento das densidades

bacterianas expressas em UFC/mL (Gréfico 3 e Grafico 4).
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Grafico 4- Resultado do monitoramento da viabilidade bacteriana (UAF) e densidades
Opticas e densidades das comunidades bacterianas pelo método de UFC/mL nos reatores 1
e 2 no periodo de 8 dias de experimento
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5.9.2.2 Efeito da adicdo diaria de fagos no controle bacteriano

Os resultados apresentados no Grafico 5 denota que houve o decréscimo da
densidade de todas as espécies bacterianas presentes tanto no reator tratado com
bacteriéfagos quanto no reator controle na ordem de cerca de 1000 vezes entre 0s
dias 0 e 2. Esse padrédo sugere que os fagos nao foram o fator de interferéncia no
controle bacteriano jA que ndo houve reducdo de densidade Optica no reator 2 em
comparacao com o reator 1. Além disso, através do perfil das densidades oticas
demonstrados no experimento assume-se que as caracteristicas da agua sintética, tal
qual a periodicidade e volume das purgas podem estar influenciando a manutencao

das densidades bacterianas iniciais do sistema.

Mesmo assim, foi possivel observar efeito positivo dos fagos sobre as bactérias
em seu estado planctonico e séssil. As densidades bacterianas das planctonicas
reduziram em taxas entre 30 a 110 vezes (UFC/mL). Por sua vez, em relacdo as
densidades bacterianas sésseis, houve um decaimento de cerca de 10 a 100 vezes
(UFC/mL) nos reatores tratados com bacteridofagos quando comparados aos reatores

controle. Tal fato pode evidenciar que os bacteriéfagos podem controlar as bactérias
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sésseis do sistema, achado que precisa ser validado em novos experimentos com

maior tempo de duracao.

Ademais, segundo os resultados apresentado pelo (Gréafico 5) € possivel
afirmar que as densidades dos bacteriéfagos no sistema se mantiveram constantes,

mesmo adicionando a mesma centracao de particulas virais diariamente.

Grafico 5- Resultado do monitoramento de densidades dos bacteriéfagos do reator 2
e densidades bacterianas planctonicas pelo método de UFC/mL das bactérias P. aeruginosa,
S. marcescens e S. maltophilia nos reatores 1 e 2 no periodo de 8 dias de experimento
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Grafico 6 - Resultado do monitoramento de densidades bacterianas sésseis pelo
método de UFC/cm? das bactérias P. aeruginosa, S. marcescens e S. maltophilia nos reatores

1 e 2 no periodo de 8 dias de experimento.

Tempo (Dias)
- R g - R gl

)
-‘. -'-
* _Reator1 °

5.9.3 Teste comparativo de aplicacdo diaria do coquetel de fagos com
diferentes titulos no controle de bactérias plancténicas e sésseis em sistema

com adi¢cdo continua de agua sintética enriguecida

Entre os dias 0 e 2, as densidades bacterianas plancténicas descairam 1000
vezes quando comparado as densidades bacterianas iniciais de ambos os reatores,
mesmo com adicdo em fluxo constante de agua sintética ndo enriquecida em ambos
0s reatores. A partir de tal fato, iniciou-se a adicdo de agua sintética enriquecida com
0,005% de extrato de levedura, de modo a fornecer uma maior fonte de carbono para
a manutencao das densidades bacterianas a partir do dia 2 (Grafico 7 b). Isso resultou
em maior estabilidade nas densidades bacterianas. A adicdo do fago resultou em
reducdo de densidades das bactérias P. aeruginosa RLI 17, S. marcescens PLA5S e
S. maltophilia 94 em seu estado planctdnico de cerca de 10 e 100 vezes em relacao

experimento controle, entre os dias 3 e 12.
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Além disso, diferentemente do experimento anterior, a densidade de particulas
virais planctonicas aumentou durante o ensaio, variando de cerca de 10® UFP/mL,

titulo inicial, para 10%° UFP/mL, ao final tltimo dia de experimento (dia 12).

Os dados representados pelo Gréafico 7 a também denotaram que no reator
tratado com bacteriéfagos (R2), houve a reducédo das densidades das bactérias P.
aeruginosa RLI 17, S. marcescens PLA5 e S. maltophilia 94 em suas formas sésseis
de cerca de 10 a 100 quando comparado ao reator controle, evidenciando efeito

positivo dos fagos no controle de biofilmes.

Gréfico 7- Resultado do monitoramento de densidades dos bacteriéfagos do reator 2
e densidades bacterianas sésseis e planctdnicas das bactérias P. aeruginosa, S. marcescens
e S. maltophilia nos reatores 1 e 2 no periodo de 12 dias de experimento A) Monitoramento
de densidades bacterianas e de bacteriofagos Sésseis dos reatores 1 e 2. B) Monitoramento
de densidades bacterianas e de bacteriéfagos plancténicas R1: Reator ndo adicionado de

fago. R2: reator adicionado de fago

- 1011
L 1010
= 10°
-108
=107
-106
-105
104

w/d4N

13

Tempo (Dias)

™ Reator 1 ™ Reator 2

= Reator 1 = Reator 2
. Slenolmphgmanas 5. Slenolmphgmanas
maltophilia - Reator 1 maltophilia - Reator 2
- UFP/mL

b)



96

109¥ = 10°
:"-., L 108
=107 c
S
=106 O
3
L 105 ™
=104
103 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 103
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tempo (Dias)
- - - -
-3- Serratia marcescens - Reator 1 -3- Serratia marcescens - Reator 2
Stenotrophomonas maltophilia - Stenotrophomonas maltophilia -
v V-
Reator 1 Reator 2
= UFP/mL

5.9.3.1 Efeitos da adicdo diaria de fagos no controle das densidades de

bactérias planctonicas e sésseis em sistemas de resfriamento em escala

piloto
Durante os dezesseis dias de experimento, observou-se que houve diferencas

de densidade tanto de bactérias em formas sésseis quanto plancténicas entre o reator
ao qual adicionou-se bacteriéfagos (reator 2) e o reator ao qual ndo houve controle

bacteriano (reator 2).

Em relacdo as bactérias sésseis, € possivel observar que durante o periodo
analisado, houve a diminuicdo de densidades bacterianas nos reatores tratados com
fagos Figura 24 b. Para P. aeruginosa RLI17, as diferencas observadas variaram em
média de 10 a 100 vezes menores quando comparado ao controle. Reducbes
similares foram observadas para S. marcescens PLAS. Por sua vez, as redugdes nas
densidades de S. maltophilia 94 se mostraram menores que as demais bactérias, da

ordem de 10 vezes quando comparado ao reator controle.

A densidade de fagos do sistema se manteve constante durante todo o periodo

analisado. Porém em alguns dias do experimento, o titulo dos bacteri6fagos se
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manteve entre 10 vezes maior ou 10 vezes menor ao que era aportado diariamente
ao sistema (107 PFU/mL).

Segundo o Figura 24 a, € possivel observar que em ambos reatores, as
bactérias S. marcescens PLA5 e S.maltophilia 94 apresentaram maiores densidades
gquando comparadas a P. aeruginosa RLI17. Ademais, as bactérias dos reatores
controle e tratado com fagos apresentaram as mesmas dinamicas de crescimento
durante os 15 dias analisados. Porém os dados relativos ao reator tratamento (R2)
evidenciaram que a partir do décimo segundo dia, houve o decréscimo de densidade
bacteriana plancténica de cerca de 10 vezes quando comparado ao controle. Por sua
vez, os perfis obtidos por meio das medidas de densidades éticas, que constituem
uma medida indireta da densidade bacteriana, foram semelhantes nos dois reatores
(Figura 24c).

Figura 24 — Resultado do monitoramento de densidades dos bacteriéfagos do reator 2
e densidades bacterianas sésseis e planctdnicas das bactérias P. aeruginosa, S. marcescens
e S. maltophilia nos reatores 1 e 2 no periodo de 15 dias de experimento A) Monitoramento
das densidades bacterianas e virais utilizados nos reator 1 e reator 2 nas formas plancténicas;
B) Monitoramento das densidades bacterianas sésseis e bacteriéfagos planctbnicos nos
reatores 1 e 2 durante o experimento; C) Monitoramento das densidades Opticas das aguas

sintéticas dos reatores 1 e 2
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5.9.3.2 Ensaio comparativo de eficiéncia de controle bacteriano entre um

sistema sem tratamento por fagos, um sistema com adicdo diaria de

bacteriofagos e um sistema com adicdo Unica de bacteri6éfagos

Durante o periodo de 21 dias de monitoramento, foi possivel observar que os
reatores tratados com coquetel de fagos em diferentes regimes de aplicacao (Reator
1 e Reator 2) apresentaram resultados heterogéneos em respeito ao controle de
bactérias planctonicas (Figura 25a). Enquanto o Reator 2, tratado periodicamente com
fagos, apresentou densidades bacterianas plancténicas menores do que o Reator
controle, o Reator 1 (tratado somente com uma aplicacdo de fagos) apresentou

densidades bacterianas menores do que o Reator controle somente em dois dias do
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experimento. Além disso, segundo o grafico em analise, o Reator 1 apresentou valores
de densidade bacteriana planctbnica superiores quando comparados ao reator
controle. O padrdo das densidades das bactérias fora diferente em cada reator.
Durante o terceiro e décimo quarto dia do experimento, houve a diminuicdo de
densidade de P. aeruginosa RLI 17 em sua forma plancténica no reator 2. Ja o reator
1 néo apresentou o mesmo padréo de decaimento de densidade bacteriana de P.

aeruginosa RLI 17.

A patrtir do terceiro dia de experimento, foi possivel observar a queda dos niveis
de bacteriéfagos livres de P. aeruginosa RLI 17, enquanto as particulas virais
responsaveis por lisar as demais bactérias apresentam uma estabilidade maior
durante o tempo em analise. Tal fato pode indicar a razdo pela qual as bactérias S.
marcescens PLA5 e S. maltophilia 94 apresentaram padrdo de crescimento

semelhante entre as duas condicdes de tratamento (Figura 25c).

Os resultados referentes a bactérias sésseis demonstraram que ambos 0s
reatores tratados com fagos apresentaram menores densidades bacterianas em
grande parte do experimento. Como podemos observar no grafico, o reator 1
apresentou uma densidade bacteriana maior em relacdo ao reator 2 ao decorrer dos
dias. A partir do décimo primeiro dia, os niveis de bactérias sésseis entre o reator que
recebeu somente uma aplicacao de fagos e o reator controle foram muito pequenas,
e a partir do décimo sexto dia as densidades bacterianas em forma séssil entre o

controle e o reator 1 foram semelhantes Figura 25b).

J& o reator 2 apresentou os menores niveis de densidade de bactérias sésseis
durante o experimento. Entre quarto e décimo segundo dias de experimento, as
densidades de bactérias sésseis em tal reator apresentaram incrementos. Porém,
ap6s ao décimo terceiro dia houve o decréscimo das densidades bacterianas, por
vezes sendo até 100 vezes menor quando comparado ao reator controle e ao reator
1 (Figura 25b), o que evidencia o sucesso do tratamento de bacteriéfagos ao sistema

em analise.

Figura 25 — Resultado do monitoramento de densidades dos bacteriéfagos dos reator
1 e 2 e densidades bacterianas sésseis e planctdnicas das bactérias P. aeruginosa, S.
marcescens e S. maltophilia nos reatores 1 e 2 e controle no periodo de 22 dias de

experimento A) Monitoramento das densidades bacterianas plancténicas do Reator controle,
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Reator 1 e Reator 2 durante os experimentos; B) Monitoramento das densidades bacterianas
na forma séssil dos do Reator controle, Reator 1 e Reator 2 durante os experimentos; C)
Monitoramento das densidade dos bacteri6fagos do reator 1 e reator 2 durante o experimento;
D) Monitoramento dos parametros pH e ORP do Reator controle, Reator 1 e Reator 2 durante

0 experimento.
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5.9.3.2.1 Avaliacdo da corrosdo em corpo de provas por perda de massa

Os resultados apresentados na Tabela 11 demonstraram que reator controle,
reator 1 e reator 2 apresentaram taxa de corrosdao média respectivas de 0,844 mpy;
0,932 mpy e 1,31 mpy. Os resultados demonstraram que o reator controle apresentou
menor taxa de corrosdo, seguido do reator ao qual adicionou-se uma aplicacéo de
bacteriéfagos. No reator com adicéo diaria de fagos, foi observada maior taxa de
corrosdo. Porém, os esses valores se encontram na faixa ideal esperadas para

sistemas com corrosédo controlada, qual seja valores entre 0 e 2 mpy.
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Tabela 11- Resultados do monitoramento dos pesos e das taxas de corrosdo dos

cupons de aco associadas nos reatores 1, 2 e controle.

Diferenca

Média

Cédigo Pesq apos entre peso Taxade das Desvio Coef|c.|en:[e
dos . .P?SO 21 dl.as de iniciale corrosdo taxas de Padrédo de variagdo
inicial (g) experimento . ~ de pearson
cupons @) peso final (mpy) corrosao amostral %)
) (mpy)
Reator 1
YH287 11,113 11,0919 21,1 0,9148371
YH286 11,1013 11,0806 20,7 0,8974942 0,93218 0,045885 4,92232802
YH285 11,0902 11,0675 22,7 0,9842086
Reator 2
YH271 11,147 11,1165 30,5 1,3223949
YH270 11,1033 11,0725 30,8 1,335402 11,3195 0,017523 1,32796886
YH259 11,127 11,097 30 1,3007163
Reator controle
YH279 11,1775 11,1589 18,6 0,8064441
YH277 11,1473 11,127 20,3 0,8801513 0,84402 0,036875 4,36895576
YH278 11,1847 11,1652 19,5 0,8454656

5.9.3.2.2 Microscopia de varredura dos biofilmes

As analises de MEV dos biofilmes associados as laminas de vidro depositadas

no reatores (Figura 26) demonstraram a presenca de fagos aderidos as bactérias

somente nos reatores tratados com fagos.

Figura 26 Microscopias de varredura dos biofilmes presentes nas laminas dos reatores

R1(A) ; R2(B) e Reator controle (C e D)

B)
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5.9.3.3 Ensaio comparativo de eficiénciade controle bacteriano em experimento

com inéculo de 6 géneros bacterianos e dosagem diaria de fagos

Os resultados referentes a utilizacdo de bacteriéfagos como tratamento as
bactérias planctonicas demonstraram que houve diminuicdo de densidade apenas em
dez dos 21 dias de experimento. Durante os dias um e cinco do experimento e durante
os dias 14 e 17, houve a diminuicdo de densidades bacterianas no reator 2 (R2 -
tratado com fagos) de cerca de 10 vezes quando comparado ao controle (Reator 1 —
nao tratado com fagos). Nos demais dias, as densidades bacterianas dos dois
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reatores permaneceram similares, demonstrando baixa eficiéncia dos fagos quando

comparados aos experimentos anteriores.

Grafico 8 — Resultado do monitoramento das densidades bacterianas planctbnicas
representadas dos reatores 1 e 2 ( UFC/mL ) e das densidades de bacteriéfagos no reator 2
(UFP/mI) durante 20 dias de experimento.
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Os resultados referentes a densidade bacteriana séssil demonstram que a
dindmica de crescimento bacteriano foi semelhante entre 0 R1 e R2 durante os dias
cinco ao dia dez. Durante o restante do periodo, foi possivel observar que houve a
diminuicdo de densidade bacteriana séssil entre 10 a 102 UFC/cm? no R2 quando

comparado ao controle.

Além disso, é possivel observar que mesmo adicionando diariamente uma
concentracédo de fagos constante (106 UFP/mL), houve incremento do titulo viral no
sistema entre os dias quatro e quatorze do experimento. O aumento do titulo viral

chegou a cerca de 102 UFC/mL entre os dias cinco e seis do experimento.
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Gréfico 9 — Resultado de Monitoramento das densidades das comunidades
bacterianas sésseis (UFC/cm?) dos reatores R1 e R2 e monitoramento dos bacteriéfagos

plancténicos (UFP/mL) presentes no R2 durante 20 dias de experimento.
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Os resultados referentes aos niveis de turbidez apresentada pelos
experimentos demonstraram que o reator controle apresentou menores indices de
densidade Optica durante a duracdo dos testes. Entre os dias cinco e vinte, o reator
controle apresentou menores niveis de densidade Optica quando comparado com o
reator ao qual houve tratamento de bacteriéfagos. Durante os dias zero a dia quatro,
os dois reatores apresentaram dindmicas semelhantes em respeito as densidades

Opticas analisadas.

Gréfico 10- Resultado do monitoramento das densidades Gpticas das aguas sintéticas dos

reatores R1 e R2 durante 20 dias de experimento.
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6 DISCUSSAO

Diversos fagos em estudo apresentaram a capacidade de lisar mais de um
isolado bacteriano, de espécies e géneros diferentes. Esse perfil € denominado de
polivaléncia. Ela tem sido atribuida as modificacbes e ao surgimento de novas
proteinas virais ligantes aos receptores bacterianos (SAMSON, 2013; LABRIE, 2010).
Outros trabalhos como os de BUJAK (2020) e LE (2013) descreveram fagos isolados
de Serratia sp. e P. aeruginosa com a caracteristica de polivaléncia que indicaram,
assim como os estudos anteriores, que segundo analise genémicas, 0s virus em
guestdo modularam seus receptores virais para apresentar um novo receptor que liga
a célula bacteriana, o que possivelmente ocorre com os fagos analisados pela
presente dissertacdo. Estudos sugerem também que os fagos de uma maneira geral
podem codificar simultaneamente diferentes receptores com diferentes
especificidades, resultando na capacidade de infectar um amplo espectro de
hospedeiros bacterianos (SAMSON, 2013; CHATTERJEE, 2012; HYMAN, 2010).

Diversos receptores reconhecidos por fagos de P. aeruginosa, Serratia sp e S.
maltophilia foram identificados até o momento, incluindo pili do tipo IV (KIM et al.,
2012;RAKHUBA,2010 ), o antigeno-O (LE et al., 2014), o antigeno polissacaridico
comum (RIVERA et al., 1992), o oligossacarideo central (TEMPLE et al., 1986) e as
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proteinas externas da membrana (CHAN et al., 2016). Além disso, alguns fagos de
S.marcescens e de S. maltophilia também podem utilizar flagelos bacterianos como
receptores (GONZALEZ,2018), além da utilizacdo de receptores secundarios, como
porinas, OmpF, OmpC e TolC (FAN,2018; NOBREGA,2018; SHEN,2021). Os
bacteriéfagos caracterizados no presente estudo podem apresentar similaridade a
respeito do reconhecimento dos receptores bacterianos mencionados anteriormente,
ja que as bactérias aos quais os fagos foram isolados pelo presente estudo sédo as
mesmas bactérias descritas nos estudos mencionados. Porém, analises protebmicas
das proteinas virais ligantes aos receptores bacterianos devem ser conduzidas para

atestar tais afirmacoes.

A partir das caracteristicas morfolégicas definidas a partir das imagens da
microscopia de transmissédo (MET) dos fagos utilizados nos experimentos, € possivel
classificar os mesmos segundo a antiga classificacdo do ICTV, que outrora se
baseava na morfologia. Segundo a antiga classificacédo, os fagos 11.2.1; B1; 12.2.2,
18.1.4; 12.1.2; 12.1; P2 e 12.2.3 poderiam ser classificados como pertencentes a
familia Siphoviridae pois apresentam calda longa e capsideo de morfologia
icosaédrica. Ja os fagos 3.1 e 18C, poderiam ser classificados como pertencentes a
familia Podoviridae, pois apresentaram capsideo com simetria icosaédrica e calda

muito curta, caracteristica principal dos fagos desta familia.

Segundo a nova classificacdo do ICTV, os fagos 12.1; 12.2.3; 12.1.2; 3.1 (94);
18c; P2; 18.1.4 e 11.2.1 sao classificados filogeneticamente como pertencentes a
classe Caudoviricetes e familia Mesyanzhinovviridae. Segundo o novo modelo de
classificacao, tais fagos sao pertencentes a tal familia porque apresentam atividade
litica em individuos bacterianos pertencentes ao género Pseudomonas (TURNER,
2023). Ja os bacteridfagos 12.2.2 e B1 podem ser classificados como pertencentes a
classe Caudoviricetes. Para a classificacdo de tais fagos em nivel filogenético de

familia, sera necessaria a analise gendémica.

Os resultados referentes a determinacdo da relacdo densidade de
fago/densidade de bactéria (MOI) que resultasse na maior lise das bactérias S.
maltophilia 94 e S. marcescens PLAS5 mostraram que as condi¢cdes de maior nimero
de particulas virais por bactéria (MOI 100) foram as melhores. Esse padréo se
assemelha ao encontrado nos estudos de FANAEI (2022), PETERS (2020) WANG
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(2022), nos quais maiores MOI resultaram em maior controle de bactérias dos géneros

Stenotrophomonas sp e Serratia sp.

Ja nos ensaios de infeccdo com fagos de P. aeruginosa RLI17, foi observado
0 oposto, menores MOI resultando em maiores percentuais de reducédo do
crescimento bacteriano. Resultados semelhantes também ja foram observados em
outros estudos feitos com fagos de P. aeruginosa (SILLANKORVA (2004); PINHEIRO
(2019) e NIU (2009).

Um resultado importante do ensaio com infec¢cdo usando trés bacteriéfagos
polivalentes para o controle de trés bactérias foi o aumento na reducdo do
crescimento, avaliada pela medida da densidade o6tica, quando comparado aos
valores observados nos ensaios individuais coma as trés bactérias. A reducdo nos
ensaios com somente um fago e uma bactéria foi de cerca de 35% (para a bactéria S.
marcescens PLA5 e fago B1l), enquanto no experimento com trés fagos e trés
bactérias ela foi de 65%. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que os fagos
Bl e 12.1.2 apresentam atividade litica contra S. marcescens PLA5 e S. maltophilia
94, enquanto o fago 18.1.4 apresenta atividade litica contra P. aeruginosa RLI 17 e S.
marcescens PLA5, ampliando assim a chance de um maior nimero de células serem

infectadas por um dos fagos presentes na mistura.

A maior efetividade de controle bacteriano pela utilizacdo de mais de uma
espécie de bacteri6fago para combater uma bactéria também foi demonstrado em
estudos como os de KAUPPINEN (2021), FU (2010), e ONG (2020), onde foi
comprovado a maior eficiéncia do controle de Pseudomonas sp. pela utilizacdo de
coquetel de fagos; e nos estudos de TIAN (2019), PATRICK (2021) e PETERS (2020)
no controle de Serratia e Stenotrophomonas com a utilizacdo de mais de dois
bacteriéfagos para o controle de tais bactérias.

A utilizacdo de tal estratégia de controle bacteriano pode representar uma
solugcdo ao surgimento de bactérias resistentes a fagoterapia, jA que as bactérias
resistentes a um fago especifico que surgirem ao longo do tratamento poderiam ser
eliminadas por outro fago constituinte do coquetel, evitando a selecdo dessas
variantes resistentes. Ademais, considerando que diferentes fagos podem apresentar

diferentes proteinas de ligacdo a receptores bacterianos, que por sua vez podem se
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traduzir em diferentes padrdes de infeccao. Assim, a ineficacia do controle usando um
coquetel aconteceria somente se ocorresse mutacao nos diversos genes bacterianos
de forma simultanea para que a infectividade de todos os fagos nao seja bem-
sucedida, que estatisticamente é mais dificil de acontecer do que uma mutagédo que
impeca um bacteriéfago especifico de infectar uma bactéria (COSTA et al., 2019;
DUARTE et al., 2018; FISCHER et al., 2013; PEREIRA et al., 2016).

Outro objetivo do estudo foi mapear o comportamento bacteriolitico dos fagos
frente a variagdo de temperatura e pH, condicdo passivel de ser encontrada em
sistemas de resfriamento, como forma de prever o sucesso da tecnologia quando
aplicada em campo. Foi observado que alguns niveis de pH interferiram
negativamente no controle bacteriano pelos fagos. Para os bacteriéfagos de S.
marcescens PLAS5 (12.1.2; 11.2.1; 12.2.3; 12.2.2 e12.1) eles corresponderam a pH
7,5; 8 e 8,5, sendo que esse Ultimo resultou na perda total de atividade litica. Em
contrapartida, segundo os experimentos realizados, a atividade de tais fagos foi
estavel nos pH 6,5 e 7. Ja os fagos isolados de P. aeruginosa RLI 17 (B1; 18C; P2;
18.1.4) apresentaram estabilidade de atividade bacteriolitica nos pH 6,5 e 7. Tais
efeitos podem estar associados diretamente a quatro fatores: a mudanca
conformacional das proteinas estruturais dos bacteriéfagos; mudancas
conformacionais das proteinas virais de ligacdo ao receptor bacteriano; a mudanca
conformacional das proteinas de membrana (receptor bacteriano do fago) ou efeito do
pH no crescimento e ou viabilidade bacteriana. A mudanga conformacional das
proteinas que constituem a estrutura dos bacteriéfagos pode levar a destruicdo de
estruturas primordiais para a infeccdo do fago (SCHIVEN et al., 2016). Além disso, 0
pH pode interferir nas conformacdes proteicas das proteinas de membrana das
bactérias, como o incluindo pili do tipo IV, o antigeno-O, flagelo e as proteinas
externas da membrana de tal forma que afete negativamente a ligagao entre fagos e
bactérias (BRIERS et al.,, 2007). Outro fator que pode interferir na eficiéncia de
controle bacteriano € a diminuicao da atividade bacteriana em condi¢cdes extremas de
pH (6,5 a 8), como pode ser observado no item 5.5 e nos estudos de ROUSK et al.
(2018) e SOSTARIC et al. (2020).

A partir da diminuicdo da atividade bacteriana, causada pela reducdo da
sintese proteica gracas as mudancas conformacionais de aminoéacidos, culmina na

diminuicdo da producdo de fagos pelo aparato bacteriano. Tais fatores podem
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interferir negativamente no controle bacteriano pelos fagos em um sistema de
resfriamento em escala real. Porém, para de fato entender a dimenséao do impacto,

mais testes devem ser conduzidos visando a elucidacao das hipéteses acima.

Os resultados apresentados em relacdo ao comportamento litico dos fagos em
diferentes temperaturas também evidenciaram efeitos negativos significativos no
controle bacteriano. Ao analisar o grupo de bacteriéfagos isolados a partir de S.
marcescens PLAS, observa-se maior estabilidade da atividade litica nas temperaturas
de 30°C, 35°C e 40°C e perda de atividade nas temperaturas de 45°C. Nos testes
com P. aeruginosa RLI 17, a maior estabilidade foi observada também nas
temperaturas de 30°C e 35°C, e perda de atividade nas maiores temperaturas
avaliadas (40°C e 45°C). Esse efeito negativo das temperaturas mais altas podem ser
resultado da inibicdo ou diminuicdo dos processos de sintese proteica das bactérias
infectadas proporcionados pelo estresse térmico. A influéncia de temperatura na
sintese proteica bacteriana pode interferir negativamente na etapa de multiplicacdo
dos virions, ja que ha necessidade de producdo das estruturas virais a partir do
metabolismo das bactérias (SILLANKORVA, 2004).

A avaliacao do controle bacteriano por fagos em condicdes semelhantes as do
local onde se deseja fazer uso da tecnologia, no nosso caso sistema de resfriamento
industrial, é essencial para o sucesso da tecnologia em campo. No estudo, avaliamos
coquetéis de fagos em reator de bancada alimentado com agua sintética, que
apresenta mesma composi¢cdo das aguas presentes nos sistemas de resfriamento
analisados. Ademais, tanto as condicfes fisico-quimicas (como pH e temperatura)
como 0s microrganismos testados nos presentes experimentos foram similares a um

sistema de resfriamento convencional.

Os testes forneceram informacdes importantes sobre a interag&o entre os fagos
e as bactérias presentes nesse ambiente, bem como as possiveis implicagdes para o

controle microbiolégico nesses sistemas.

O primeiro desafio do grupo foi estabelecer condicdo que resultasse em agua
sintética com densidade bacteriana estavel ao longo do periodo de teste. A primeira
condicao testada, qual seja, agua sintética sem adi¢céo de substrato organico que em
um primeiro momento se mostrou o mais adequado, resultou em queda na densidade

das populacdes, provavelmente devido a falta de fontes de carbono essenciais para
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manutenc¢do da viabilidade e crescimento bacteriano. Com o objetivo de corrigir essa
limitacdo, no experimento subsequente aumentou-se o volume e periodicidade das
purgas do sistema. Em tais experimentos foi possivel observar os efeitos positivos da
fagoterapia, indicados pela diminuicdo das densidades das bactérias sésseis e
planctdnicas. Apesar disso, ambos experimentos ndo apresentaram condi¢cdes que
propiciassem o estabelecimento das bactérias no sistema, percebido pela queda das
densidades nos reatores controle. Considerando que essa falta de estabilidade
pudesse interferir nos resultados, alteramos o sistema com a inclusdao de duas
bombas dosadoras para o aporte constante de agua sintética no reator, bem como de
purgas. Isso resultou em melhoria na constancia da densidade de bactéria nos
reatores controle. Nos reatores operando nessa nova condic¢ao, foi observada reducao
significativa na densidade bacteriana séssil, de cerca de 10 a 100 vezes em relagdo
ao controle. Além disso, também se observou a diminuicdo da densidade bacteriana
planctdnica nos experimentos aos quais fagos foram adicionados em cerca de 2 a 10
vezes em relagéo ao controle, indicando que os fagos foram eficazes no controle de

bactérias sésseis e planctbnicas.

A efetividade do controle de biofilmes e bactérias plancténicas utilizando fagos
polivalentes foi previamente reportada em estudos como FONG (2017), JAMAL (2017)
e GUO (2017), que abordaram o tratamento de biofilmes produzidos por P.
aeruginosa. Em outros estudos, como VIEIRA (2021) e DONLAN (2009), a efetividade
foi avaliada em biofilmes de S. marcenscens, enquanto MCCUTCHEON (2021) e
FANAEL (2022) avaliaram a eficacia do tratamento de biofilmes de S. maltophilia por
fagos polivalentes. Nos estudos mencionados anteriormente, foram relatadas
reducbes de densidade bacteriana sésseis entre 10 a 103 vezes e reducdes de
bactéria planctonica de cerca de 10 a 10° quando comparados aos experimentos

controles.

As densidades de bacteriéfagos durante os experimentos de maneira geral se
mostraram variaveis nos testes aos quais eram adicionados um volume constante de
bacteriéfagos diariamente. Porém o experimento ao qual testou-se somente uma
adicao de bacteridofagos demonstrou que a partir do quarto dia de experimento houve
a reducao das densidades virais, expressas em UFP/mL no sistema. Tal diminuic&o
pode estar relacionada aos efeitos do pH das aguas sintéticas, que como discutido

anteriormente pode afetar drasticamente a viabilidade dos fagos.



113

Os dados apresentados pelo monitoramento fisico-quimico dos reatores,
demonstram que o pH médio dos sistemas podem variar entre 7,6 a 8,3. Os ensaios
infectividade em diferentes condi¢des de pH discutidos anteriormente, demonstraram
gue os fagos utilizados no sistema (12.1.2, B1 e 18.1.4) ndo apresentaram atividade
litica nas faixas de pH encontradas nos sistemas, justificando assim, a baixa eficiéncia

de remocéao de bactérias plancténicas nos experimentos.

Assim como o0s resultados dos experimentos anteriores, 0s resultados
apresentados pelo experimento ao qual foram testados seis bacteriofagos para o
controle de seis bactérias (S. marcescens PLA5 e fago B1; S. maltophilia 94 e fago
12.1.2 ; P. aeruginosa RLI 17 e fago: 18.1.4; S, macrogoltabida fago: P2; fago: PLA5S
12.2.2 e bactéria alvo B, pumilus; e bactéria Aciinetobacter sp fago:12.3.3) nao
apresentaram resultados tdo promissores a respeito de controle de bactérias

planctdnicas, como os resultados de controle de bactérias sésseis.

O controle de bactérias sésseis no sistema apresentou variacao,
diferentemente dos experimentos anteriores, porém, a partir do décimo primeiro dia
de experimento, houve a diminuicdo da densidade bacteriana séssil entre 10 a 100
vezes quando comparado ao controle. Os resultados dos experimentos envolvendo
os biorreatores, de maneira geral, apresentaram os mesmos perfis de controle
bacterianos, o que pode denotar que os resultados apresentados refletem o mesmo

cenario.

A partir da analise dos biofilmes, foi possivel observar a presenca de
bacteriéfagos nos biofilmes dos reatores aos quais foi adotado a fagoterapia como
tratamento antibacteriano. A presenca de fagos no biofilme demonstra que os fagos
do sistema estdo em contato com as bactérias em forma séssil, o que corrobora os
resultados de decréscimo das densidades de tais microrganismos, denotando que a
alteracao das densidades pode estar relacionada diretamente com a presenca de tais
entidades virais. Além disso, vale ressaltar que estudos relativos a utilizacdo de
fagoterapia para controle de biofilmes bacterianos demonstram que uma gama de
bacteriéfagos pode secretar enzimas depolimerases que degradam a matriz EPS
presentes nos biofilmes. Dentre eles, destacam-se o0s fagos isolados de
Pseudomonas sp., S. maltophilia e S. marcenscens que podem produzir alginases,
endolisinas, polissacarideo despolimerase, f e gpl6 (WONG, 2000; GLONTI, 2010;

VIEIRA, 2021; LEE,2017; GLONTI, 2010; VIEIRA,2021; CHEGINI, 2020).
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A partir dos estudos mencionados anteriormente, juntamente com o resultado
da microscopia de varredura, é possivel inferir que ha grande probabilidade de que os
fagos utilizados nos testes possam secretar enzimas despolimerases. Porém, é
necessario a analise do material genético dos fagos em questéo para poder afirmar
de maneira contundente. Além disso, devem ser conduzidas pesquisas com a
finalidade de melhor caracterizacao dos fagos do presente estudo, como por exemplo,
analisar se os virus estudo apresentam um halo tarbido ao redor da placa de lise, o
que é uma caracteristica fenotipica da producdo de enzimas pelos fagos
(ADBELKADER,2022).

Além disso, estudos de SCHULTZE (2021), HARIMAWAN (2017) e DEY (2020)
referentes aos biofilmes formados por P. aeruginosa, S. maltophilia e S. marcenscens,
demonstram que em biofilmes, o metabolismo bacteriano libera subprodutos acidos,
como por exemplo, em processos de degradacéo de glucanos e frutanos por enzimas
extracelulares para a obtencdo de monossacarideos, que por sua vez podem ser
metabolizados, liberando tais subprodutos (FULAZ,2019; COSTA OLIVEIRA,2017). A
configuracdo estrutural dos biofilmes, faz com que os subprodutos “acidos secretados
sejam mantidos dentro destas estruturas, criando um microambiente com condi¢des
de pH diferentes ao ambiente externo, ou plancténico no caso dos biorreatores do
presente estudo (HOLMANN,2021). Assim como demonstrado através das analises
de microscopias de varredura, os fagos do estudo em questdo estdo presentes no
biofilme bacteriano. Segundo estudos apresentados, o pH do biofilme do sistema pode
apresentar caracteristicas mais acidas quando comparados ao pH médio do sistema
analisado. Gracas a esta provavel diminuicdo do pH no biofilme os bacteri6fagos
apresentaram maiores atividades bacteriologicas. Tal afirmacdo se baseia nos
resultados apresentados pelo teste de infecéo viral em diferentes pH, demonstrando
que os fagos utilizados nos experimentos que simulam um sistema de resfriamento
industrial (B1; 12.1.2; 11.2.1; 12.1.2; 12.2.2; 12.1; 18.1.4; P2; 18C); apresentam
maiores atividades liticas quando submetidos a pH entre 6,5 e 7. Tal fato explica
melhor porque em todos os experimentos analisados, houve maiores taxas de controle
bacteriano sobre bactérias sésseis quando comparado as taxas de controle de

bactérias planctonicas.

O controle de corrosao propiciado pelos fagos ndo pode ser efetivamente

comprovado pelo experimento realizado. Segundo os resultados do mesmo, o
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experimento controle (sem adicdo de fagos) ndo apresentou niveis de taxa de
corrosdo (expressos em mpy) que fossem danosos aos sistemas de resfriamento, ja
gue se mantiveram em valores menores a 2 mpy. Segundo Flynn (2009), Suzuki
(20009) e Gentil (2007) o valor encontrado no reator controle configura como
excelente no ponto de vista de controle de corrosdo. Portanto, sera necessario a
utilizacao de outras espécies bacterianas que apresentam maior potencial de corrosao
em aco carbono para atestar o controle de fagos em tal material. Além disso, como
ndo foram medidas as taxas de corrosdo em cobre e a¢o inox ndo ha como entender

de forma mais global a corroséo propiciada pelas bactérias analisadas nos sistemas.

7 CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados, é possivel afirmar que no reator analisado, 0s
bacteriéfagos apresentaram-se uma solucao interessante para o controle de bactérias
sésseis. Porém, novos estudos devem ser conduzidos para entender melhor a
dindmica de controle bacteriano em relacao as bactérias planctdnicas. Além disso,
vale ressaltar que estudos visando a caracterizacdo em relacdo as caracteristicas
bacterioliticas dos 24 fagos ndo caracterizados devem ser realizados, com o objetivo
de elucidar e comparar se tais fagos podem apresentar melhores performances em

relacdo ao controle bacteriolitico do sistema.

Além disso, novos estudos visando o estudo comparativo em relacao as técnicas
usualmente empregadas para o controle bacteriano em sistemas de resfriamento
industrial e a utilizacdo de fagos devem ser realizados para atestar a viabilidade do

tratamento em questdo em escala real.
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APECIDE A —ANALISES ESTATISTICAS

Moi tli 17

Arquivo analisado:
C:\Users\lucas\Desktop\SISVAR\MOI\rl1lil7\rli 17.dbf
Variavel analisada: TEMPO

Opcdo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
REPETICAO 2 0.000000000E+0000 0.00000000E+0000 1.0E+0009 0.0000
ABSORB_NCI 1796 3372797.000000 1877.949332 1.0E+0009 0.0000
TRATAMENTO 3 0.000000000E+0000 0.00000000E+0000 1.0E+0009 0.0000
erro -2 2053.000000 0.00000000E+0000

Total corrigido 1799 3374850.000000

cv (%) = 0.00

Média geral: 75.5000000 Numero de observagdes: 1800

Moi pla05

Variavel analisada: TEMPO

Opgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

138

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
REPETICAO 2 0.000000000E+0000 0.00000000E+0000 0.000 1.0000
ABSORB_NCI 1648 3372185.500000 2046.229066 112.122 0.0000
TRATAMENTO 3 0.000000000E+0000 0.00000000E+0000 0.000 1.0000
erro 146 2664.500000 18.250000

Total corrigido 1799 3374850.000000

Ccv (%) = 5.66

Média geral: 75.5000000 Numero de observagdes: 1800

Moi 64

Variavel analisada: TEMPO

Opcgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )



TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

REPETICAO
ABSORB_NCI
TRATAMENTO
erro

0.00000000E+0000
2819.377471
0.00000000E+0000
0.092406

0.000
30510.605
0.000

cv (%) =

GL SQ
2 0.000000000E+0000
1197 3374794.833333
3 0.000000000E+0000
597 55.166667
1799 3374850.000000
0.40
75.5000000

MOI consorcio bacteriano

Variavel analisada:

Opcédo de transformacdo:

TEMPO

Varidvel sem transformacédo

REPETICAO
ABSORB_NCI
ESPECIE
TRATAMENTO
erro

0.00000000E+0000
2015.165552
0.00000000E+0000
0.00000000E+0000
5.473333

0.000
368.179
0.000
0.000

cv (%) =

GL SQ
2 0.000000000E+0000
2093 4217741.500000
0 0.000000000E+0000
4 0.000000000E+0000
150 821.000000
2249 4218562.500000
3.10
75.5000000

Numero de observacdes:

ENSAIO INFECTIVIDADE EM pH PLAS

Variavel analisada: ABSORB NCI

Opcédo de transformacgdo:

Variavel sem transformacédo ( Y )

REPETI_ O
TRATAMENTO
ESP CIE
TEMPO

TRATAMENTO*ESP CIE

erro

0.203745
21.868480
5.418151
11.212492
9.142988
13.433162

0.067915
5.467120
0.903025
0.167351
0.380958
0.001427

61.279018



140

CV (%) = 18.49
Média geral: 0.2043124 Numero de observagdes: 9520

Anédlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

ESP CIE
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO /1 4 1.138092 0.284523 199.416 0.0000
TRATAMENTO /2 4 5.896464 1.474116  1033.175 0.0000
TRATAMENTO /3 4 4.285263 1.071316 750.861 0.0000
TRATAMENTO /4 4 8.625961 2.156490  1511.435 0.0000
TRATAMENTO /5 4 0.305348 0.076337 53.503 0.0000
TRATAMENTO /6 4 2.768848 0.692212 485.156 0.0000
TRATAMENTO /7 4 7.991492 1.997873  1400.264 0.0000
Erro 9415 13.433162 0.001427

Codificacdo usada para o desdobramento
cod. ESP CIE

1 =11.2.1

2 =12.1

3 =12.1.2

4 = 12.2.2

5 =12.2.3

6 = Bl

7 = Controle

ENSAIO INFECTIVIDADE EM pH RLI 17

Variavel analisada: ABSORB NCI

Opgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
REPETI__ O 3 0.007035 0.002345 1.246 0.2914
TEMPO 67 4.343150 0.064823 34.435 0.0000
TRATAMENTO 4 8.537623 2.134406 1133.827 0.0000
ESP_CIE 3 3.746789 1.248930 663.449 0.0000
TRATAMENTO*ESP CIE 12 9.861390 0.821782 436.543 0.0000
erro 5350 10.071266 0.001882

Total corrigido 5439 36.567253

CvV (%) = 24.23

Média geral: 0.1791013 NUimero de observacdes: 5440

Andlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:



ESP_CIE

FV

TRATAMENTO /1
TRATAMENTO /2
TRATAMENTO /3
TRATAMENTO /4
Erro

.735803
.091339
.825663
.746208
.071266

.183951
.022835
.200416
.186552
.001882

543.
1172.
630.

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. ESP_CIE_

1 = 18.1.4

2 = 18c

3 = Controle
4 = P2

ENSAIO INFECTIVIDADE EM temperatura PLAS

Variavel analisada:

ABSORBANCI

Opcédo de transformacgdo:

Varidvel sem transformacédo

REPETICAO
TEMPO
ESPECIE
TRATAMENTO

TRATAMENTO*ESPECIE

erro

423.
82.
201.
168.
226.652908

.293029
020237
968247
613527
333120

.431010
.953460
.828041
.204509
.351840

0.018954

cv (%) =

25.70
0.5356573

Numero de observacdes:

Andlise do desdobramento de TRATAMENTO dentro de cada nivel de:

ESPECIE
FV

TRATAMENTO /1
TRATAMENTO /2
TRATAMENTO /3
TRATAMENTO /4
TRATAMENTO /5
TRATAMENTO /6
TRATAMENTO /7

Erro

75.
142.
12.

. 644001
.603686
.748686
.664118

116459
059517
110180

226.652908

.881334
.534562
.916229
.554706
.038820
.353172
.036727

0.018954
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