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RESUMO

SOUSA, Antonio Manuel. Bacteriéfagos: caracteristicas gerais, utilidades e aplicacGes
biotecnoldgicas (Monografia de Especializacdo) Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte. 2012.

Os bacteridfagos ou fagos sdo virus que infectam bactérias, consistindo, fundamentalmente,
de material genético e proteinas. Os fagos sdo os virus mais abundantes e ubiquos na terra.
Com o advento da engenharia genética pode-se considerar os bacteriéfagos como sendo
ferramenta de grande importancia no estabelecimento do equilibrio ecolégico. O objetivo
principal, deste trabalho, foi identificar e descrever mecanismos de acdo e importancia dos
bacteriéfagos como ferramentas no processo de biorremediagdo. E para alcangar o objetivo,
foi realizada uma pesquisa exploratoria de bibliografia que se baseou no levantamento e
selecdo de informac6es relacionadas ao tema proposto neste projeto. A revisao da literatura foi
feita de forma a selecionar artigos validos para o tema proposto e capaz de induzir a resposta
dos objetivos. A partir da revisdo bibliografica realizada, neste estudo, constatou-se que
atualmente, na area do conhecimento sobre microbiologia, especificamente sobre os
bacteriofagos, a biologia reconhece e utiliza esses micro-organismos, como ferramentas
bioldgicas em varias areas com foco no controle de alimentos, biofilme, meio ambiente e
antibiotico para terapia humana. A literatura mostrou que os bacteridfagos séo eficientes como
controladores de micro-organismos patogénicos em alimentos, na reducdo de biofilmes e no
controle microbioldgico em agua. Sendo assim, os fagos sdo ferramentas promissoras, mas
novos estudos sdo necessarios para melhor conhecimento dos mesmos no que diz respeito a
manipulacdo e sobrevivéncia (replicacdo) em célula alvo, uma vez que 0s mecanismos de
resisténcia bacteriana ainda sdo o ponto crucial para o insucesso da terapia para satude humana
com fago.

Palavras-chave: Bacteriofagos. Fagoterapia. Biorremediacao.



ABSTRACT

Bacteriophages or phages are viruses that infect bacteria, consist mainly of genetic material
and proteins. Phages are ubiquitous and most abundant on earth. With the advent of genetic
engineering can be considered as bacteriophages revealed important tool in establishing the
ecological balance. The main objective of this work was to Identify and describe mechanisms
of action and importance of bacteriophages as tools for human therapy, treatment of
wastewater and bioremediation. And to achieve the goal, it was exploratory research which
was based on literature investigation and selection of information related to this proposed
research project. The literature review was made in order to select valid items for the
proposed issue and able to induce the response of the goals. From the literature review done in
this study it was found that currently, in the knowledge of microbiology, specifically on the
bacteriophage biology recognizes and uses these micro-organisms as biological tools in
several areas focusing on control food biofilm environment and antibiotics for human therapy.
The literature has shown that as bacteriophages are effective for controlling pathogenic
microorganisms in foods, the reduction of biofilm and microbiological control in water.
Therefore, in general, the phages are promising tools, but it should be more studies for a better
understanding of the same with regard to handling and survival (replication) into the target
cell, because the mechanisms of bacterial resistance still is the crux failure of therapy for
human health with phage.

Keywords: Bacteriophage. Bioremediation. Fagotherapy
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1 INTRODUCAO

Os bacteriofagos ou fagos sdo virus que infectam bactérias, consistindo
fundamentalmente, de material genético e proteinas (VISPO & PUCHADES, 2001). Os fagos
sdo mais abundantes e ubiquos na terra (SERGEI, 2008). Em nGmero, quanto a sua presenca
na natureza, os bacteriofagos superam as bactérias e podem ser isolados do solo, da &gua,
diretamente de animais e entre outros. (MANN, 2005; WEBER-DABROSKA et al., 2000)

A estrutura dos fagos € determinada por proteinas de envelope (ou proteinas
estruturais) cuja funcdo principal é a de proteger o seu material genético (CLARK &
MARCH, 2006; MATHUR et al., 2003). Quanto a sua morfologia, exibem uma ampla
variedade, dispostos de capsideo viral, normalmente de formato icosaédrico, contendo o acido
nucleico, que pode ser DNA de fita simples ou de fita dupla ou, ainda, RNA; e uma estrutura
em formato de cauda, que apresenta receptores que reconhecem sitios de ligacdo na bactéria
hospedeira como se pode observar na figura 1. (FERREIRA et al.,, 2008; VISPO &
PUCHADES, 2001). A forma da disposicao das proteinas dos fagos, geralmente em torno de
material genético, define a variedade diferencial entre os fagos, de modo que existem fagos
icosaédricos, helicoidais ou filamentosos (CLARK & MARCH, 2006). O mencionado
material genético é protegido por uma capa de proteinas denominada capside (VISPO e
PUCHADES, 2001).
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a) _
Cabeca (capsideo) -
Bainha
Cauda - Fibrasda cauda

Espiculada cauda

Placa Basal

Figura 1: llustracdo de um bacteriéfago.

Legenda: a) Esquema ilustrativo da estrutura de um fago T2 e T4, mostrando cauda e
cabeca com, material genético em seu interior e b) Fotografia ao microscopio eletrénico
de um bacteriéfago.

Fonte: adaptado a partir de
http://fisioterapianomicromundo.blogspot.com/2010/09/classificacac-dos-virus.html

Quanto a replicacdo dos fagos segue uma ordem primeiro se expressam 0s genes antes
da sintese de coOpias do material genético, posteriormente 0s genes intermediarios que
codificam as proteinas estruturais, e finalmente genes tardios, que se encarregam em sintetizar
as lisinas que rompem a parede celular e liberam a progénie viral. Esse processo é continuo,
isto €, enquanto sdo sintetizadas as lisinas que rompem a parede celular simultaneamente séo
produzidas proteinas estruturais que se aderem ao fago, para que no momento da ruptura da
célula sejam liberados os virions, fragmentos de material genético, capsideos e proteinas
estruturais ndo infecciosas (DULBECCO, 1996). Existem duas formas, conhecidas, do ciclo
de multiplicacdo: a litica e a lisogénica. Na forma litica, caracteristica dos bacteri6fagos
virulentos, a replicacdo viral ocorre no interior da célula bacteriana, causando lise e a
consequente destruicdo da bactéria com a liberacdo de novas particulas virais (virions) com
potencial de ligacdo a novas células-alvo. Enquanto na forma lisogénica caracteriza 0s
bacterioéfagos, cujo material genético integra-se ao genoma da bactéria permanecendo num
estado quiescente conhecido como profago. Esse material replica-se de forma concomitante a

duplicacdo do genoma da bactéria hospedeira. (FERREIRA et al., 2008)


http://fisioterapianomicromundo.blogspot.com/2010/09/classificacao-dos-virus.html
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Os bacteridfagos que desenvolvem o ciclo litico sdo potenciais para uso do controle
bioldgico de bactérias. Esses fagos ligam-se a receptores especificos da bactéria-alvo, que
podem ser proteinas, peptidioglicanos, lipopolissacarideos, capsula ou flagelo. O material
genético do bacteriéfago é injetado no interior da bactéria, ap6s a ligacdo, que nos fagos
caudados ocorre por meio de contracdo da cauda. Segue-se entdo a replicacao viral, pela qual
0 genoma do bacteriofago é transcrito pela RNA polimerase da bactéria hospedeira, gerando
RNA mensageiro e redirecionando a maquinaria metabdlica da bactéria para a formacéo de
novas particulas virais, que se reanem formando novos fagos, liberados ap6s o rompimento da
bactéria. (RAKHUBA et al., 2010)

De acordo com Diaz (2004) e Reis et al (2004) o isolamento de fagos pode ser Util
para biorremediacdo. E a tecnologia de isolamento proporciona a sua utilizacdo de maneira
complementar aos métodos ja existentes para diminuicdo de bactérias patogénicas na biosfera.
Uma estratégia empregada nos processos de biorremediacdo in situ é a combinacdo, em uma
Unica estirpe bacteriana ou em um consorcio microbiano, de diferentes capacidades de
degradacdo com outras caracteristicas genéticas que tragam alguma vantagem seletiva em um
ambiente determinado. Os métodos de alto rendimento de sequenciamento de DNA e de
analise global da expressdo génica (gendmica) e funcional (proteomica), junto com o0s
avancos nos modelos in silico do metabolismo microbiano, proporcionam um enfoque global
e racional para conhecer as enormes possibilidades, ainda inexploradas em grande parte, da
utilizacdo dos micro-organismos nos processos de biotecnologia ambiental que permitam o
desenvolvimento sustentavel.

A partir do desenvolvimento biotecnolégico, 0s micro-organismos podem ser Uteis
para 0S seres vivos ou para 0 meio ambiente, pois com o desenvolvimento da ciéncia é
possivel conhecer e manipular esses micro-organismos sem correr qualquer risco, e uns dos
exemplos disso é a utilizacdo de bacteriéfagos na biorremediacdo do solo, na fagoterapia,
entre outras (DIAZ, 2004; EIS et al., 2004).

Com o advento da engenharia genética pode-se considerar os bacteri6fagos como
ferramenta de grande importancia no estabelecimento do equilibrio ecolégico (LOPEZ, 2004).
Segundo Lopes (2004), os fagos, hospedeiros por exceléncia das bactérias, tém sido bastante
estudados. Vale salientar que esses micro-organismos apresentam baixo nivel de
complexidade. No entanto, devido a pequena troca de informagBes genéticas, com seu
hospedeiro, resulta em grande mudanca na sua estrutura e funcionamento levando a variagao
do comportamento natural da célula hospedeira. Na interacdo dos fagos com bactérias

hospedeiras ocorre a troca de informacgdes genéticas entre cepas bacterianas e os bacteriofagos
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que podem conter informacdes Uteis para que a célula bacteriana evidencie certas fun¢des que

em outras condices ndo poderiam (LOPEZ, 2004)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
- ldentificar e descrever mecanismos de acdo e importancia dos bacteriofagos como

ferramentas para terapia humana, tratamento de agua poluida e na biorremediacéo.

2.2 Objetivos Especificos

- Apresentar as caracteristicas gerais dos fagos

- Descrever a agao dos fagos como ferramenta importante para terapia humana, na remediagao
de ambiente como o solo e &gua, e apresentar a importancia da aplicagcdo dos mesmos.

- Abordar métodos de isolamento dos bacteri6fagos.
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3 METODOLOGIAS

No presente trabalho foi realizada a pesquisa exploratoria de bibliografia que consistiu
no levantamento e selecdo de informacdes relacionadas ao projeto de pesquisa em questdo. A
revisdo da literatura foi feita de forma criteriosa, a fim de selecionar artigos validos para o
tema proposto, e capaz de induzir as respostas dos objetivos acima apresentados.

O acesso a bibliografia foi feito da seguinte forma: manualmente (pesquisa direta nos
acervos de referéncias disponiveis nas bibliotecas de rede nacional e internacional) e/ou
eletronicamente (uso de sistema de base de informacgdes disponiveis na internet, através de
sites e periddicos online de rede nacional - Periédico CAPES, e internacional - SciELO,
Google Académico; MedLin/PubMed e BIREME/BVS).

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A descoberta e antecedentes sobre Bacteriofago

A existéncia primordial dos bacteriéfagos tem como referéncia os relatos do
bacteriologista britanico Ernest Hankin em 1896. Hankin observou que as aguas dos rios
Jumna e Gange, da india, podiam inativar o agente do cdlera e, dessa forma, Hankin
acreditava que havia nestas dguas havia uma elevada atividade antibacteriana que acometia o
Vibrio cholerae. No entanto, ndo se conhecia ao certo o que seria responsavel pela acédo. Dois
anos depois o bacteriologista russo Gamaleya observou um fendmeno similar enquanto
trabalhava com Bacillus subtillis. Duas décadas se passaram e através das pesquisas de
Frederick W. Twort, um bacteriologista da Inglaterra e superintendente do Instituto Brown de
Londres, caracterizou o fendmeno relacionando-o com acdo dos bacteriofagos sobre seus
conhecidos hospedeiros as bactérias (SULAKVELIDZE et al, 2001). Segundo Sulakvelidze et
al. (2001) ainda que este efeito possa ter sido causado por uma combinagdo de agentes,
atualmente parece evidente que a presenga de bacteriéfagos nessas aguas tenha tido papel
fundamental para tal observagéo.

Os relatos de Hankin e seus seguidores levantaram varias hipoteses que foram testadas

e confirmadas pelo britanico Frederick W. Twort por volta de ano de 1915. Para isso ele
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inoculou uma placa de agar nutritivo com o virus da varicela na esperanga de encontrar um
modo de replicacdo deste agente e notou que algumas col6nias bacterianas tinham sofrido
uma mudanca visivel e apresentavam um aspecto aquoso e mais transparente. Hankin notou
também que as coldnias tinham perdido a capacidade de crescer e consequentemente lisavam.
A partir deste passo comecou-se a demonstrar que a infeccdo de células em bom estado com a
solucdo transparente das bactérias lisadas promovia a lise das células saudaveis. Esta solugdo
podia ser diluida mil vezes, no entanto, sempre que colocada em solu¢Ges com bactérias
intactas promovia 0 mesmo fendmeno de lise bacteriana. O agente podia ser guardado durante
seis meses, mas quando aquecido perdia a sua atividade de lise. Com isso, Twort publicou um
artigo sobre este tema em 1915 sugerindo que a explicacdo para a sua experiéncia era a
descoberta de um virus capaz de lisar células bacterianas (LEVINE, 1992). No entanto, dois
anos mais tarde é que a existéncia dos fagos foi confirmada por Félix d’Hérelle, um
microbiologista do Instituto Pasteur de Paris. Embora as observagdes de Hankin e Twort
tenham sido fundamentais, Félix d’Hérelle foi considerado o descobridor dos bacteri6fagos.

A descoberta de D’Hérelle associa-se ao surto de disenteria hemorragica entre as
tropas francesas estacionadas nos limites da cidade de Paris, em Maisons-Laffitte, em Julho-
Agosto de 1915. Mas, antes, segundo Sulakvelidze et al. (2001), D’Hérelle, por volta de
1910, ja tinha observado um fenémeno idéntico quando estudava meios microbioldgicos para
controlar a praga de gafanhotos no México. D’Hérelle detectou que a doenca entre as tropas
francesas era causada por um Bacillus detectado em emulsdes de fezes provenientes de
pessoas doentes. D’Hérelle espalhou esta bactéria em placas de petri contendo agar para
permitir a multiplicacdo e posteriormente isola-las. D’Hérelle observou que enquanto as
bactérias cresciam e cobriam a superficie da placa de petri, também apareciam pequenas
manchas circulares onde ndo havia crescimento que denominou-as de taches vierges (placas).
Na sequéncia, a sua pesquisa iniciou o isolamento da bactéria e das placas a partir da amostra
de cada paciente com intuito de relacionar as mudancas na doenga com as mudancas
observadas nas placas. Repetiu este procedimento em trés dias e obteve em todas as culturas,
apenas crescimento bacteriano e nenhum sinal de taches vierges. Entretanto, no quarto dia,
algumas horas ap0s a colocacdo de gotas de amostra numa cultura de Bacillus de disenteria, a
cultura estava completamente limpida percebendo também, melhoria no paciente (LEVINE,
1939). A partir destes resultados, D’Hérelle, atribuiu o fenémeno a a¢do a um grupo de Vvirus
que veio a denomina-los de bacteriéfagos, nome que sugere “virus que comem as bactérias”
(SULAKVELIDZE et al, 2001). Antes das observacdes de D’Hérelle, havia davidas se o

fendmeno seria mesmo causado por um virus, sendo que muitos acreditavam ser devido a
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presenga de um “fermento”, elemento que hoje ¢ conhecido por enzimas (ACKERMANN,

1998).

4.2 Caracteristicas Gerais de Bacteridfagos

Os bacteridfagos sdo virus que se multiplicam, principalmente, em Archea e bactérias,
sendo de natureza geral similar aos demais virus (ACKERMANN, 2003; GREGORACCI et
al., 2006). Basicamente sdo constituidos de acido nucleico envolto por uma capa proteica
(capsideo), podendo ou ndo estar envolto por envelope lipoproteico. Esses micro-organismos
possuem morfologia diversa, frequentemente apresentam em forma icosaédrica com cauda, ou
ainda apresentam-se morfologia filamentosa. Podem ter RNA, ssDNA (de fita simples) e
dsDNA (de fita dupla) como material genético. Um modelo cléssico de bacteriofago e o fago
Lambda que infecta Escherichia coli que apresenta uma cabeca icosaédrica e cauda contratil
separada por um colar e fibras que se fixam ao receptor da membrana bacteriana, usualmente
ao lipopolissacaride (LPS) ou pili. Com essa fibra, o bacteriéfago injeta seu material genético
no interior da célula bacteriana. Subsequentemente, outras etapas do ciclo de replicacéo
desses virus tém inicio e podem culminar com a lise da bactéria ou os fagos podem
permanecer na lisogenia (LEVINE, 1992). Segundo esse autor, no caso dos fagos liticos, ha
expressdo precoce de genes que proporcionam a sintese de enzimas necessarias a duplicacdo
de seu material genético e em seguida a formacédo de proteinas para a composicdo de novas
particulas virais. No final ocorre a sintese de peptideos que formam poros e causam 0
rompimento das estruturas de membrana da bactéria que possibilita a liberacdo de inimeras
copias do bacteriéfago no meio extracelular. Ja na lisogenia, o bacteriéfago injeta seu material
genético na célula, porém este é incorporado ao genoma da bactéria em locais especificos. O
DNA inserido, chamado pro-fago, sintetiza um peptideo repressor que evita a sintese de
enzimas necessarias para a replicacdo do material genético e sintese de proteinas do capsideo,
ficando sua duplicacdo dependente da replicacdo do genoma do hospedeiro. Quando em
estresse, por exemplo, por irradiacdo UV, o repressor deixa de atuar e 0 DNA do bacteriéfago
é entdo duplicado, as proteinas sintetizadas, as particulas formadas e a célula do hospedeiro
finalmente ¢é lisada para a liberacdo do bacteriofago no ambiente. Para Levine (1992), os
bacteri6fagos parecem ter preferéncia a lisogenia para hospedeiros especificos. No entanto, 0s
fagos liticos ndo tém preferéncia especifica de bactérias, e sdo capazes de infectar varias
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espécies diferentes. Alguns fagos apresentam caracteristicas de alta viruléncia, producdo de
grande gquantidade de virions que desviam vias metabdlicas do hospedeiro para a replicacdo
viral.

Ja foram descritos varios bacteri6fagos que, provavelmente, exercem papel
preponderante na ecologia de micro-organismos e na transferéncia de genes entre espécies
(JENSEN et al., 1998). Segundo Ackermann, (2003) e Gregoracci et al. (2006), ja foram
descritos mais de cinco mil (5000) fagos, mas apenas cerca de 300 fagos foram largamente

caracterizados, dos quais se deriva a maior parte do conhecimento atual.

4.3 Classificacdo de bacteri6fagos

Os grupos dos bacteriofagos compreendem varias espécies de virus que apresentam
diferentes morfologias e tamanho. Conforme Ackermann (2003), Gregoracci et al. (2006) os
bacteri6fagos sdo constituidos de genomas RNA ou de DNA, fitas simples ou dupla, linear ou
circular, segmentado ou Unico, sendo que nem todas as combinagdes possiveis estdo presentes
(Figura 2). Sdo classificados em familias, em relacdo a sua morfologia e tamanho. Cerca de
96% desses virus apresentam uma estrutura caudal, mas existem os filamentosos e
pleomérficos (Ackermann 2007; Hendrix 2002). Segundo Ackermann (2003), geralmente, o
fago, na fase de virion, é composto por dois componentes basicos: acido nucleico e um
capsideo de proteinas e alguns apresentam lipideos como componentes do envelope ou de

uma parede, a parte, composta de lipideos.
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Figura 2: Classificagdo dos bacteriéfagos conforme acidos nucleios e caracteristicas morfoldgicas.

Legenda: ss- fita simples;ds- fita dupla; A -fagos com cauda contrétil; B - fago com cauda ndo contratil; C -
fago de cauda curta; D1 e D2- fagos icosaédricos; D3- fagos espiral; E1- fagos icosaédricos; E2- fagos espiral;
Fle F2 fagos filamentosos; G- fagos pleomorficos.

Fonte: Ackermann e Gershman. (1992)

O grupo dos fagos exibe uma diversidade de formas, tamanhos, simetrias do capsideo.
A classificacdo dos fagos segue os critérios do Comité Internacional para Taxonomia de Virus
(ICTV?Y). Conforme a figura 2 os fagos sdo agrupados em seis categorias conforme o tipo
morfoldgico, tipo de acido nucleico e hospedeiro (ACKERMANN e GERSHMAN, 1992).
Conforme os autores, quanto ao tipo de acido nucleico podem ser tanto de DNA de cadeia
simples (ss) ou de cadeia dupla (ds) ou de RNA de cadeia simples (ss) ou de cadeia dupla (ds).
Os fagos de DNA de cadeia dupla podem ser: fagos com cauda contratil (A), com cauda néo-
contratil (B), com cauda curta (C), fagos sem cauda (D3) e fagos pleomorficos protegidos por
um invllucro lipidico (G). Os fagos de genoma DNA de cadeia simples sdo bastante
diferentes podendo ser icosaédricos (D1 e D2) ou filamentosos (Fle F2). Os fagos do grupo E
sdo icosaédricos com RNA de cadeia simples (E1) ou dupla (E2) (ACKERMANN e
GERSHMAN, 1992).

Como mencionado anteriormente, a maioria dos fagos estudados pertencem a
categoria dos que possuem cauda longa e ndo contratil e se dividem em trés familias. Cerca de

60% dos fagos com cauda longa e nao contratil pertencem aos Siphoviridae, 25% dos fagos

! Sigla em Inglés que quer dizer International Committee of Taxonomy of Viruses
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com cauda contréctil sdo Myoviridae e os de cauda curta e ndo contratil sdo Podoviridae.
(ACKERMANN & GERSHMAN, 1992). De acordo com o ICTV os fagos séo classificados
em ordem género e familia. Com base nessa instancia faz-se a analise morfoldgica e

propriedades como, tipo de &cido nucleico e organismo hospedeiro (Tabela.1).

Tabela 1: Classificacdo da familia segundo &cido nucléico caracteristicas e morfologia com base no ICTV

Familia Acido nucleico Caracteristicas Morfologia
Myoviridae Linear dsDNA N&o envelopado, cauda contratil ﬁ—
Siphoviridae Linear dsDNA Néo envelopado, cauda longa ndo contrétil @—
Podoviridae Linear dsDNA Né&o envelopado, Cauda curta ndo contratil @'
Corticoviridae  Circular dSDNA Ndo envelopado, icosaédrica @

Tectiviridae Linear dsDNA Né&o envelopado, icosaédrica

Lipothrixviridae Linear dSDNA Envelopado, em forma de haste ————
Plasmaviridae  Circular dsSDNA Envelopedo, pleomérfica ‘%
Rudiviridae Linear dsDNA Né&o envelopado, em forma de haste L]
Fuselloviridae  Circular dsDNA Né&o envelopado, em forma de limédo .
Inoviridae Circular ssDNA Né&o envelopado, filamentoso

Microviridae Circular ssDNA Néo envelopado, icosaédrica

Leviviridae Linear ssSDNA Ndo envelopado, icosaédrica

e @

Cystoviridae Segmented dsRNA Envelopado, espiral

N

Fonte: adaptado baseado no ICTV (http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009) e Ackermann e

Gershman (1992)

Quanto a classificacdo dos fagos, outras propriedades sdo consideradas e regularmente
atualizadas pelo ICTV, tais como: propriedades, quimicas e fisicas da particula - massa
molecular, coeficiente de sedimentacdo, estabilidade (por exemplo, o pH, temperatura,
solventes, detergentes, entre outras), tamanho do genoma (kb/kbp), &cido nucleico (simples ou
cadeia dupla), genoma linear ou circular, nimero e tamanho de segmentos, entre outras;
quanto as proteinas - considera-se 0 numero-quantidade, tamanho, atividade funcional das
proteinas estruturais e ndo-estruturais; quanto aos lipidios - considera-se o conteldo,
caracteristicas, entre outras; quanto as propriedades biolégicas — considera-se hospedeiro,
modo de transmissdo no ambiente, distribuicdo geografica, patogenicidade, entre outras e
qguanto a morfologia (considera-se tamanho, forma, presenca ou auséncia de envelope,
simetria do capsideo, estrutura (ACKERMANN e GERSHMAN, 1992).

O sistema taxondmico ICTV requer sempre a visualizagdo da morfologia viral por
microscopias de alta resolucdo, no entanto, essa técnica ndo permite a identificacdo da

natureza e estrutura dos genoma dos fagos. Recentemente a nova estratégia para classificacao
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de fagos tornou-se popular e se baseia em informacGes de sequéncias dos genomas de fagos.
Anélise filogenética construidas com sequéncias de proteinas preditas a partir do
sequenciamento dos genomas de varios fagos sequenciados estabelece as relacfes genéticas
entre as espécies descritas (GOODE et al., 2003). Todas as sequéncias proteicas preditas,
presente nos genomas, sdo extremamente Gteis para o agrupamento de fagos, de forma
independente, caso a origem de proteina viesse a partir de um ancestral comum ou através de
transferéncia lateral. As proteinas, que sdo conservadas em todos os membros de um grupo
especifico podem ser consideradas como marcadores genéticos para 0S seus respectivos
grupos e, portanto, podem ser usadas para classificar numerosos representantes desconhecidos
no ambiente e permitir a sua distribuicdo entre grupos distintos da arvore filogenética. No
entanto segundo Goode et al., (2003), foram descobertos algumas discrepancias entre as duas
estratégias de classificacdo baseados nas analises genéticas ou na estrutura dos genomas e a
classificacdo taxondmica morfoldgica pela ICTV. Por exemplo, fago P22 S. typhimurium,
Podoviridae de acordo com os padrbes ICTV, revelou semelhanga, ao nivel genémico, com 0s
Siphophage como fagos A.

4.4 Etapas de replicagdo /Ciclo bioldgico dos bacteridéfagos

Os fagos, assim como todos 0s outros virus, sao parasitas intracelulares obrigatorios e,
assim, para se replicarem requerem um hospedeiro especifico. Os fagos ndo tém metabolismo
proprio e, por esse motivo, necessitam do metabolismo, dos recursos energéticos e dos
recursos materiais dos seus hospedeiros para se replicarem. Varios passos de um processo de
replicacdo de fagos sdo comuns a todos os virus (WELKOS et al., 1974; DUCKWORTH,
1987). Para esses autores, o contato dos fagos com bactéria hospedeira ocorre por meio de
suas caudas que reconhecem os pontos especificos de receptores. Para isso, segundo esses
autores, é necessario que a superficie dos hospedeiros se apresente com carboidratos,
proteinas e moléculas de lipopolissacaride e flagelos. A maioria dos fagos € bastante
especifica quanto aos receptores. A interacdo com hospedeiro acontece somente quando ha o
minimo de semelhancas nas suas estruturas desejaveis. Esta especificidade serve como base
para os métodos de fagotipagem que sdo amplamente utilizados para a identificacdo de
espécies ou subespécies bacterianas.

A replicacdo dos fagos consiste, de maneira geral, em cinco etapas, a saber: a
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adsorcdo; separagdo do &cido nucleico do envoltério proteico; expressédo e replicacdo do acido
nucleico; formacdo de novas particulas fagicas e a liberacdo de novos fagos (COMEAU &
KRISCH, 2005; GREGORACCI et al., 2006).

A adsorcdo compreende a etapa inicial de replicacdo dos fagos e é um processo que
ndo se difere dos demais virus (LINDBERG, 1973; WEIMBAUER, 2004; COMEAU &
KRISCH, 2005; GREGORACCI et al., 2006). Conforme a literatura, essa etapa, no ciclo de
multiplicacdo dos fagos acontece de duas formas distintas: a forma reversivel e a irreversivel.
Na primeira interacdo caracterizada como reversivel, a interacdo atrativa é bastante forte que
vem a se estabilizar a partir da segunda interacdo onde as enzimas hidroliticas comecam a
atuar com proposito de facilitar a entrada de material genético através da parede do
hospedeiro. Quase todas as estruturas da parede celular do hospedeiro e estruturas acessorias
como o pili, o flagelo e capsula podem ser Uteis para o fago durante a adsorcao.

A separacdo do acido nucleico da proteina ocorre ap6s a ligacdo irreversivel do fago a
superficie parcial ou total da célula. Nesta etapa ocorre a liberacdo do material genémico do
fago no interior da bactéria. Além disso, ocorre a modificacdo da membrana celular da
bactéria de forma a tornar a célula permissiva de invasdao pelo DNA fagico, através da
introducdo de novas proteinas na membrana celular que ocorre em quatro formas distintas. O
DNA pode penetrar na célula atraves da inje¢do do acido nucleico da endocitose, ou da fuséo
do envelope fagico com a membrana celular do hospedeiro e translocacdo. Os fagos que
penetram por endocitose, apds a sua ligacdo ao receptor, sdo englobados pela membrana
plasmatica, ficando no interior de vesiculas nas células. (ZOON et al., 1976).

Na sequéncia da adsorcdo e a injecdo de acido nucleico no hospedeiro, em reagdo da
interacdo fago-bactéria, ocorrem fendmenos resultante que sdo classificados em: resposta
litica - o fago redireciona o metabolismo do hospedeiro para a producao de novos fagos que
sdo liberados através da lise da célula, e a resposta lisogénica que consiste na criacdo de DNA
fagico a partir do cromossoma do hospedeiro. Nestes casos, o fago replica-se sem causar a lise
das células (figura 3) (KORNBERG, 1980).
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Figura 3: Esquema de ciclo bioldgico de replicagdo de bacteriéfagos.
Fonte: disponivel em http://juliasarabioifes.wordpress.com/2011/02/15/13/ acessado em 18/02/2012

A formacéo de novas particulas fagicas envolve inimeros processos bioguimicos que
ocorrem em células infectadas e que sdo controlados e tém uma progressao ordenada. As fases
do processo sdo geralmente referidas como pré-iniciais, iniciais e tardias ou finais
(KORNBERG, 1980). Segundo esses autores, nas reacdes da fase pré-inicial o fago apodera-
se da maquinaria de sintese proteica da celula hospedeira e prepara a célula para a produc;éo
fago é replicado e que nenhum outro fago estranho interfira no processo (ACKERMANN,
1999 & LEVINE, 1939). De acordo com Ackermann (1999), um dos aspectos da replicacdo
fagica mais fascinante e menos compreendida é o fato de uma pequena porcdo de acido
nucleico, apds a entrada na célula, conseguir ser responsavel pela subversdao completa de toda
a capacidade sintética da célula para a sintese de novos fagos. Na fase inicial ocorre a sintese
de enzimas e substratos necessarios para a posterior replicacdo do acido nucleico. Na fase
final ou tardia sdo sintetizadas as proteinas estruturais virais e enzimas necessarias para a

morfogénese do capsideo e, também, para 0 empacotamento do acido nucleico. A progressao
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ordenada das reacOes durante a infeccdo fagica resulta da expressdo génica sequencial do
fago. Depois da sintese das proteinas e do acido nucleico € necessario que ocorra a juncdo dos
dois para se formarem particulas virais maduras (ACKERMANN, 1999 e LEVINE, 1939).

A liberacdo de novos fagos e um processo realizado através de um sistema de lise
dupla em que: o peptideoglicano tem de ser hidrolisado através de endolisinas que atacam a
porcdo da parede celular; a membrana citoplasmatica tem de ser destruida pelas holinas
(ACKERMANN, 1999). Uma lise celular natural pode ter consequéncias letais para 0s virus.
Quando ocorre lise prematura da célula bacteriana o fago pode ainda ndo estar completamente
formado e, por conseguinte, pode ocorrer a perda da futura progénie (LEVINE, 1939). Para
um grupo especifico de fagos como os fagos com cauda, a morfogénese € tao idéntica que foi
sugerida um processo padrao (ACKERMANN, 1999).

4.5 Estratégias de sobrevivéncia

Segundo Kruger e Bickle (1983), no ciclo natural da vida de todos os micro-
organismos 0s bacteri6fagos destacam-se como os principais predadores de bactérias. As
bactérias evoluiram em relacdo a formacdo de meios de protecdo contra o ataque viral em
quase todas as fases do ciclo de vida do fago. A defesa mais eficaz consiste em evitar qualquer
contato entre o fago produtivo e as bactérias.

Provavelmente as células bacterianas evoluiram quanto aos mecanismos de restri¢do
de sistema de modificacdo de DNA e, principalmente, no aumento da estabilidade genética a
partir da introducdo de um material genético estranho em suas células. Esta funcdo é
importante o suficiente para promover uma evolucdo em varias ocasifes, como atestam as
varias classes de diferentes enzimas de restricdio que existem atualmente. Mas o0s
bacteriofagos desenvolveram mecanismos de antirrestricdo. Alguns dos mecanismos podem
desempenhar papéis adicionais no ciclo de vida viral. (KRUGER & BICKLE 1983). Segundo
0s autores, a antirrestricdo desperta interesse em muitos aspectos da biologia molecular.

Segundo Jonczyk (2011), os bacteri6fagos podem ser resistentes a fatores fisicos,
qguimicos, como a temperaturas extremas (baixas e altas temperaturas), pH, salinidade e
concentracdo de ions. De acordo com alguns pesquisadores, os fagos sdo altamente
diversificados e podem se diferir ndo somente entre as familias, mas também dentro das

familias. Sabe-se que a variagdo de um fator que influencia a sensibilidade pode variar de um
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fago para o outro (THORNE & HOLT, 1974; MULLER-MERBACH et al., 2004). Pode-se
esperar que o crescente interesse das industrias farmacéuticas e agricolas em fagos resulte em
novos dados sobre a sobrevivéncia desses virus e métodos de sua preservacao.

Em um estudo realizado por Ackermann et al. (2004), os autores mostraram que fagos
com cauda foram os mais estaveis em condigdes adversas, mas ndo houve diferenca
significativa de sensibilidade entre fagos com cauda contréatil, ndo contrétil, ou curto. Apesar
de alguns fagos que apresentam capsideo grande com diametro de 100 nm sobreviverem
melhor do que fagos com cabega menor com didmetro de 60 nm. Os autores observaram que o
fago cubico PRD1 e AP50 pertencentes a familia Tectiviridae apresentaram sensibilidades em
diferentes condi¢cGes no que diz respeito ao armazenamento e estocagem. Os fagos PRD1
sobreviveram melhor quando armazenados a -80 °C, mas AP50 perde a sua atividade depois

de seis meses na mesma temperatura.

4.5.1 Interagdo fago com célula hospedeira

A interacdo dos fagos com seus hospedeiros (bactérias) possui um carater invasivo e
de predacdo. As bactérias em seu ambiente natural s&o, constantemente, confrontadas com os
bacteri6fagos. Em resposta a acao dos fagos, as bactérias tém desenvolvido meios de protecéo
em defesa contra seus invasores em quase todas as fases do ciclo de vida. A defesa mais eficaz
é a de evitar qualquer contacto entre o fago e as bactérias (KRUGER & BICKLE, 1983). Para
0s autores, isto acontece através da mutacdo dos receptores de fagos na parede celular das
bactérias ou através da secrecdo com funcéo de barreira impedidno a abordagem do fago. Esta
barreira consiste na formagdo de camada, na parede celular, com enzimas de restrigdo ou
camada mucosa com propriedade antiaderente que impede a adsorcdo dos fagos (acontece na
fase inicial da infeccdo viral na bactéria). Mas os fagos tém encontrado mecanismos de
superacdo das barreiras imposta pelas bactérias que consiste em adaptacdo as células do
hospedeiro a partir das modificacdes resultantes da interacdo do fago e hospedeiros.
Dependendo da célula que tenha servido de hospedeiro, 0 virus carrega uma variante
especifica de modo que a capacidade de se replicar em células da mesma linhagem melhore.
Mas a capacidade de se replicar em células de uma estirpe diferente € restrita (KRUGER &
BICKLE, 1983)

O mecanismo “classico” de restricio de bacteriofagos consiste na clivagem
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endonucleolitica (restricdo) de DNA do fago quando ndo é especificamente metilado
(modificados) em determinados locais (BICKLE, 1982; BOYER, 1971; ENDLKCH & LINN,
1981; MCCLELLAND, 1981; MODRLCH, 1982; MODRKCH & ROBERTS, 1982;
ROBERTS, 1982; SINGLETON et al., 1981; YUAN, 1981).

Apos completar-se o ciclo de crescimento dos fagos num hospedeiro, o DNA viral é
metilado nos locais de reconhecimento especifico para adaptar-se ao sistema especifico do
DNA do hospedeiro e tornam-se, desta forma, habeis para infectar outros hospedeiros que
possuem o mesmo DNA de sistema de restricio-modificagdo. A modificagdo de DNA
controlado do hospedeiro é a principal forma de superar a restricdo de DNA. No entanto,
quando um fago infecta uma célula com um DNA de diferente sistema de restricdo de
modificacdo, o DNA do fago é restrito/restringido porque ndo é metilado nas sequencias de
DNA reconhecidas pelo novo sistema. A restricdo e os processos de modificacdo afetam nao
s6 0 DNA do fago, mas também, como regra, afeta 0 DNA da bactéria (ENDLKCH & LINN,
1981; MCCLELLAND, 1981; MODRLCH, 1982; MODRKCH & ROBERTS, 1982;
ROBERTS, 1982; SINGLETON et al., 1981; YUAN, 1981).

Enquanto isso, como se sabe, a restricdo fenotipica e modificacdo de fagos também
podem ocorrer por um mecanismo que envolve a modificacdo de proteinas, em vez de reacdes
no nivel do DNA. Desta forma, a capacidade de um fago adsorver numa nova célula
hospedeira é influenciada pela modificacdo do fago que Ihe é conferida pela célula hospedeira
anterior. A maioria das espécies e cepas de bactérias contém endonucleases que conferem
propriedades esperadas de enzimas de restricdo, isto é, ddo sequencia especifica de clivagem
de DNA, indicando a importancia de restricdo para as bactérias (KRUGER & BICKLE,
1983). O envolvimento da maioria destas enzimas em um sistema de restricdo e de
modificacdo ndo tem sido demonstrado (para a maioria, nem sequer foi examinada). Algumas
delas podem ter outras fungbes, como na recombinacdo ou reparacdo de caminhos do
processo de infeccdo dos fagos. Com isto os bacteriofagos adaptam-se aos sistemas de
restricdo de seus hospedeiros, desenvolvendo uma gama de mecanismos para evitar 0s piores
efeitos da restricdo. Mecanismos antirrestricdo de uma forma ou de outra tém sido
encontrados em praticamente todos os fagos que foram examinados como, por exemplo,
mecanismos que sdo utilizados pelos bacteriéfagos de B. subtilis e E. coli (KRUGER e
BICKLE, 1983SINGLETON et al., 1981; YUAN, 1981).

Trés grandes grupos de restricdo e modificagcdo de sistemas sdo diferentes um dos
outros quanto a complexidade das estruturas, mecanismos de reacdo enzimatica e quanto aos

tipos de sequéncias de DNA que sdo reconhecidas. A grande maioria das enzimas, conhecidas,
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é do tipo Il. Isso ocorre porque essas sdo as enzimas simples que reconhecem geralmente
sequéncias simétricas e que cortam o DNA em uma posicdo fixa em relacdo a sua sequéncia
de reconhecimento (MODRLCH, 1982; MODRKCH & ROBERTS, 1982; WELLS et al.,
1981). Segundo esses autores, essas enzimas sdo as que revolucionaram a biologia durante a
Gltima década pelo fato deles abrirem possibilidades para a clonagem de genes e analise de
DNA. Em consequéncia disso, muitos géneros e espécies de bactérias tém sido
sistematicamente avaliados quanto a sua presenca. Estes procedimentos de triagem sdo
relativamente faceis. E as enzimas ddo boa definicdo das caracteristicas de fragmentos de
DNA que pode ser reconhecido em agarose ou em gel de poliacrilamida. (MODRLCH, 1982;
MODRKCH & ROBERTS, 1982; WELLS et al., 1981). Segundo esses autores, dependendo
das enzimas e da diversidade delas para a restricdo, pode-se considerar ser improvavel que um
bacteriofago possa desenvolver mecanismos igualmente eficazes para combater todas as
enzimas que podem ser encontradas em seus hospedeiros. Além disso, muitas cepas de
bactérias produzem mais de uma enzima. E 0s tipos de enzimas produzidas, nessas cepas de
bactérias, podem mudar com o tempo, assim como alguns sistemas sdo perdidos por mutacédo
e 0s novos sao adquiridos através de processos como a conjugacao ou transducéo.

O gene do fago responsavel pela antirrestricdo tem sido chamado de 0.3 (STUDIER,
1975; STUDIER & MOVVA, 1976). Esse gene é denominado a partir de sua posi¢do no mapa
genético (0,3 gene é a posi¢do mais proxima da extremidade esquerda do DNA no mapa do
gene viral). Segundo estes autores a capacidade de superar a restricdo se associa a descoberta
de OCR que significa “superar a restricdo classica” (KRIGER & SCHROEDER, 1981 e
KRIGER et al., 1977). Neste contexto, vale salientar que esses genes sdo expressos nao s
apos a inducdo da profago, mas também durante a infeccdo litica para que o DNA, e as
particulas fagicas produzidas sejam modificadas (JENTSCH et al.1981; NOYER-WEIDNER
et al.,1981; TRAUTNER et al., 1980). Uma vez que as enzimas de restricdo reconhecem a
sequéncia, sdo perceptiveis em vérias cepas de B. subtilis e outras espécies de Bacillus.
(NIKOLSKAYA et al., 1979).

4.6 Isolamento e quantificacdo de Bacteridfagos

Desde o descobrimento dos fagos, em 1915, os avancos realizados para compreender o

modo de replicacdo e a biologia molecular desses virus tém sido notaveis. Inimeros métodos
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de recuperacdo de fagos tém surgido através do seu isolamento, purificacdo e concentracao
(LEVINE, 1939). Segundo Levine (1939), os fatores fundamentais para a escolha de um
método recaem, basicamente, na eficiéncia bem como nos custos associados, na rapidez e na
facilidade de execucdo do método. Para o autor, o processo de isolamento dos fagos é réapido,
simples e barato.

Postula-se que onde ha bactérias é possivel encontrar pelo menos um fago para cada
hospedeiro diferente. Solo, 4gua, esgoto, os seres humanos e os animais (pele, cavidade oral,
saliva, fezes, intestino) e até mesmo o alimento de consumo humano sdo alguns exemplos de
onde os fagos podem ser isolados. Os fagos tém evoluido a ponto de sobreviverem em
ambientes agressivos como temperaturas extremas (MARKS & SHARP, 2000; ASHELFORD
etal., 2003; NEVE et al., 1994; MERRIL 1974).

O isolamento dos bacteriofagos pode ser feito a partir de esgotos de origem humana,
animal e industrial. O esgoto doméstico é bastante rico quanto a presenca de varios
hospedeiros potenciais dos virus e apresenta a predominancia de enterobactérias que sdo
potenciais hospedeiros. Acredita-se que o esgoto doméstico seja rico em diversidade viral e
existe, atualmente, uma necessidade de se realizar mais estudos sobre a ecologia dos virus
nesse ambiente (WHITHEY et al., 2005).

Existem varios métodos para quantificar fagos que podem ser distinguidos entre
métodos diretos pela contagem total de fagos com auxilio da microscopia eletrdnica e
métodos indiretos através da dosagem de unidade formadora de placa (WHITHEY et al.,
2005). Segundo esses autores, as contagens indiretas sdo obtidas através da contagem das
UFP ou halos numa placa de petri com uma camada de células hospedeiras. As contagens dos
UFP representam apenas uma fracdo dos fagos totais existentes. Quando se realizam
contagens diretas, 0 nimero de fagos € normalmente 100 a 1000 vezes superior. Este tipo de
contagem pode ser realizada utilizando diferentes técnicas, tais como: microscopia eletrénica
(ME), microscopia de epifluorescéncia (MEP) e citometria de fluxo (CF). Para a contagem
por MEP e CF é necessario a coloracdo dos fagos com fluorocromos adequados (como por
exemplo, DAPI, SYBR Green I, Gold SYBR, entre outros). Estes métodos de contagem sdo
bastante rapidos e menos dispendiosos comparativamente com a utilizacgdo de ME. A
utilizacdo de ME, principalmente de ME de transmissdo, tem sido vantajosa para a
caracterizagdo morfolégica dos diferentes fagos conseguindo-se a observacdo de estruturas
(por exemplo, cauda e cabeca) e, também, a determinacdo do tamanho dos capsideos. A
utilizacdo para efetuar a contagem de fagos totais ndo €, no entanto, a mais correta uma vez

que ocorrem problemas de ordem técnica na recolha e coloracdo de fagos, o washing off.
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Além disso, estes métodos de coloracdo por microscopia nao permitem distinguir entre
particulas ndo infecciosa e infecciosa como € dado pela UFP (WHITHEY et al., 2005;
SILLANKORVA, 2004). Para estudar as interacfes que decorrem entre o fago e o hospedeiro
é essencial utilizar métodos quantitativos para avaliar o que se sucede ao longo de um periodo
de infec¢do fagico e para compreender o efeito de alguns parametros, tais como: temperatura,
meio de cultura, fase de crescimento celular, pH, entre outros. Estes métodos permitem uma
deteccdo baixa de fagos, sdo reprodutiveis, praticos, simples, rapidos e ndo dispendiosos
(SILLANKORVA, 2004).

4.7 Biodiversidade dos bacteriofagos

O tamanho global da populacdo estimada de fago é extraordinariamente alta. Por
exemplo, presume-se que os habitantes aquaticos tém niimeros de fagos totais acima de 10*
(FARRAG et al., 1989 & RAYA et al., 2006); ecossistemas terrestres revelaram 10’
bacteri6fagos por grama de solo (FARRAG et al., 1989) e de esgoto apresentam nimeros de
fagos totais na faixa de 10%-10™ por mililitro (WAGENAAR et al., 2005). Também tem sido
mostrado que os fagos superam as bactérias em todos os ambientes estudados gerando a
hipotese de que € a forma de vida predominante na biosfera (FARRAG et al., 1989;
BRADING et al., 1995; SIMOES et al., 2005). Segundo Hendrix (2002) e Hanlon (2007), os
bacteri6fagos sdo a forma de vida mais numerosa na face da Terra; sendo dez vezes mais
numerosas do que as bactérias.

Os bacteriéfagos podem ser encontrados em todos os ambientes onde as bactérias
crescem. E possivel encontrar os bacteri6fagos nos desertos, nas fontes termais, no Mar do
Norte e em aguas polares (PRIGENT et al 2005; LIN et al.2010; BREITBART et al 2004;
WICHELS et al. 1998; SAWSTROM et al. 2008). Além disso, algumas pesquisas
demonstram que também é possivel detectar fagos em aguas subterraneas e superficiais, solo,
alimentos (por exemplo, chucrute e vinho), esgotos e lamas (LUCENA et al. 2006; YOON et
al. 2002; DAVIS et al. 1985; KUMARI et al. 2010; TARTERA e JOFRE, 1987). Esses micro-
organismos, também podem ser isolados de humanos e animais (por exemplo, nas fezes,
urina, saliva, entre outros) (GANTZER et al. 2002; CAROLI et al 1980; BACHRACH et al.
2003; NIGUTOVA et al. 2008.; KELLER e TRAUB 1974). Os Fagos sdo capazes de penetrar

os diferentes Orgdos e tecidos, incluindo o sistema nervoso central, e fazem parte da
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microbiota intestinal juntamente com as bactérias (FRENKEL & SALOMAO, 2002;
KAMEYAMA et al., 2001). Para Weinbauer (2004), os fagos sdo responsaveis por 10 a 80%
da mortalidade bacteriana total em ecossistemas aquaticos e sao fatores, importantes,
limitantes das populagfes desses micro-organismos.

Os bacteriofagos que residem em ambientes semelhantes podem ser de grande
variedade em formas morfoldgicas. Ackermann (2007) classificou cinco tipos de fagos que
ocorrem em fontes termais como SH1, STIV, Ampullaviridae, Bicaudaviridae e
Globuloviridae. Segundo esse autor, SH1 tem a mesma estrutura que 0s Tectiviruses sendo
poliédricos. Os fagos deste grupo (SH1 e Tectiviruses) foram encontrados apenas em um lago
hipersalino na Austrdlia. Os fagos STIV também sdo poliédricos. Podem infectar bactérias
hipertermofilicas e foram encontrados pela primeira vez em fontes de aguas quentes no
Yellowstone National Park (nos EUA) (ACKERMANN, 2007).

Prigent et al. (2005) confirmam a existéncia de bacteriéfagos no deserto do Saara onde
foram encontrados doze tipos morfologicos de fago em amostras de areia. Alguns tipos
apresentaram capsideos icosaédricos (sem envelope), um grande genoma, uma cauda com
uma bainha contratil e uma placa de base com fibras terminais e, portanto, foram classificados
como membros da familia Myoviridae. Dois grupos com longos capsideos hexagonais foram
classificados para a familia Podoviridae, e 0s outros quatro tipos com longas caudas néo
contratil foram classificados como Siphoviridae e apresenta estrutura mais simples com
cauda, e com menor genoma (em meédia, cerca de 100 kb). Esses pesquisadores demonstraram
que em condicdes adversas, como a luz ultravioleta forte, dessecacéo, e grandes variacfes de
temperatura, fagos pertencentes a familia Myoviridae sdo capazes de sobreviver em ambiente
extremamente seco, através de localizacdo intercelular em confinamento no biofilme criado
por um hospedeiro bacteriano. Lasobras et al. (1997) sugeriram que pode haver alguma
relacdo entre a estrutura do fago e sua capacidade de sobrevivéncia sob condi¢bes ambientais
adversas. Segundo esse autor, em sua anélise de fagos de esgoto e em agua poluida, a maior
parte pertencia a familia Siphoviridae. Para Lasobras et al. (1997), os fagos da familia
Siphoviridae parecem ser os mais resistentes a condi¢cfes adversas. No entanto, parece que
ndo ha confirmacdo fundamental deste pressuposto, porque até o momento ndo ha estudo

comparativo sistémico.
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4.8 Fatores que interferem no ciclo de vida dos bacteriofagos

Séo varios os fatores que interferem no ciclo de vida dos bacteri6fagos. Tais fatores
podem se agrupar em: fatores fisico-quimicos como acidez, salinidade e concentracdo de ions
que determinam a ocorréncia, viabilidade e sobrevivéncia de bacteriéfagos. Esses fatores
podem inativar um fago através da supressao de seus elementos estruturais (cabeca, cauda e
envelope), perda de lipideos, e/ou DNA e mudangas estruturais (ACKERMANN et al. 2004).

4.8.1 Fator fisico: a temperatura

A temperatura tem sido apontada como fator crucial para a manutengéo da viabilidade
dos bacteriéfagos (OLSON et al., 2004; NASSER & OMAN 1999; YATES et al., 1985;
HURST et al., 1980). De acordo com esses pesquisadores, a temperatura desempenha um
papel fundamental na fixacdo, penetracdo, multiplicacdo e na duracdao do periodo latente (no
caso de fagos lisogénicos). Segundo Tey et al. (2009), temperaturas mais elevadas podem
prolongar a duragdo do estdgio de laténcia dos bacteriofagos. Além disso, a temperatura
determina a ocorréncia, viabilidade e armazenamento de bacteriéfagos. Os bacteriofagos
podem ser encontrados em fontes de dgua quente que podem alcancar temperaturas de 40 a 90
°C. Os bacteridfagos isolados de fontes termais como na California, foram testados em baixas
e altas temperaturas (BREITBART et al. 2004). Breitbart et al. (2004) observou que mais de
75% das particulas fagicas permaneceram intactas mesmo quando incubadas no gelo (em
torno de 0°C). Os fagos foram mais sensiveis quando fervidos a 105 °C, ja que apenas 18-
30% das particulas fagicas permaneceram intactas. Mocé Livina et al. (2003) testaram a
resisténcia térmica de colifagos somaticos, fagos infectando Bacteroides fragilis. A inativacéo
de fagos ocorreu em lamas desidratadas e em esgoto bruto. Em ambos 0s casos, observaram
que os fagos foram mais resistentes ao tratamento térmico que as bactérias. Além disso, o F-
fago especifico foi menos termicamente resistente que outros fagos testados, incubados tanto
no lodo e esgoto. (BREITBART et al. 2004 e MOCE LIVINA et al., 2003) O nivel da reducio
do titulo de fagos E. coli sométicos que ocorrem naturalmente nas lamas apds tratamento
térmico a 60 °C foi de 1,0 log em 60 min, e 80 °C foi de 2,5 log. Caldeira e Peabody (2007)
investigaram o papel de dissulfeto de ligacdes cruzadas na protecdo de fagos contra

desnaturacdo térmica. Conforme Buzrul et al. (2007) as experiéncias realizadas com esses
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fagos expostos a temperatura mais baixa mostraram que apenas dois fagos foram inativados e
para os fagos expostos a 90 °C metade dos investigados foram inativados.

Estudos de Atamer et al. (2008) mostraram que cerca de 40% dos fagos de /ou que
infectam Lactococcus lactis isolados de diferentes laticinios alemées sobreviveram ao
aquecimento a 80 °C por 5 min, quando suspensos em leite. No entanto, quase todos os fagos
foram completamente inativados quando a temperatura foi elevada para 95 °C.

A estabilidade de fagos em baixas temperaturas que infectam Pseudomonas fragilis,
isolados de alimentos refrigerados, foi determinada a 60 °C (WHITMAN e MARSHALL,
1971). Em experiéncias, 0s autores perceberam que depois de uma inativacdo de 30 minutos
dos fagos Pseudomonas PS1 e WY, a média das reducBes na sobrevivéncia do fago foi mais
de 99% e 39%, respectivamente. Houve 15% e 72% diminui¢do do numero de placa, apés
manter os fagos em agar a 45 °C por 2 minutos e 10 minutos, respectivamente. A temperatura
de armazenamento dos bacteri6fagos é o fator mais importante que determina a atividade do
fago. Thorne e Holt (1974) observaram fagos como o Bacillus cereus CP-51, que foram
sensiveis a baixas temperaturas e sobreviveram melhor em temperatura ambiente, mas o
armazenamento a longo prazo de fagos em temperatura ambiente ndo € geralmente
recomendado (MULLAN, 2001).

Jepson e March (2004) testaram a influéncia do tempo de armazenamento dos fagos
em diferentes temperaturas. Nesse estudo o0s autores perceberam que os fagos foram
resistentes a repetidos procedimentos de congelamento e descongelamento em intervalos
curtos sendo que esse procedimento teve uma influéncia negativa sobre a estabilidade dos
fagos. Da mesma forma, Olson et al.(2004) recomendam 4 °C como a temperatura 6tima para
0 armazenamento de fagos por periodo curto de tempo (ndo superior a 40 dias) em aguas
residuais. Para proteger os fagos da inativacdo durante periodos mais longos, eles devem ser
mantidos a -80 °C. O armazenamento a -20 °C do bacteridfago ndo é recomendada porque a
estrutura de cristal de gelo pode causar sua destruicdo, como foi anteriormente demonstrado
por Warren e Hatch (1969). Uma adicdo de glicerol 5 a 10% para a suspensdao do fago pode
garantir a viabilidade segura e capacidade de infectar para 30 dias a -20 °C ou -70 °C
(OLSON et al. 2004). Segundo as observacbes de Ackermann et al. (2004), diferentes fagos
liofilizado com a adicéo de glicerol a 50% poderia sobreviver muitos anos como exemplo, ndo

houve perda de fagos liofilizado da familia Siphoviridae apds 21 anos.
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4.8.2 Fator fisico e quimico: pH e Salinidade (osmotolerancia)

Outro fator importante que influencia a estabilidade do fago é a acidez do meio
ambiente. Davis et al. (1985) descreveu a ocorréncia de fagos especificos para bactérias do
acido lactico em vinho. O fator limitante para a atividade do fago foi de um pH abaixo de 3,5
e SO, em uma concentracdo total de 50 mg/L. Os Fagos podem persistir em um ambiente
acido, como o chucrute, o que foi descrito por Lu et al. (2003). Esses autores isolaram fago de
um tanque de fermentacdo de chucrute (pH <3,5) ap6s 60 até 100 dias. Kerby et al. (1949)
pesquisaram a estabilidade do fago T7 em tampdes (citrato, citrato-fosfato, fosfato, borato-
fosfato e borato) de diferentes pH (3 a 11) para o periodo de incuba¢do de uma a duas (1 a 2)
semanas a 0,5 a 2 °C. Os pesquisadores observaram e concluiram que o ideal para a
estabilidade fisica do fago foi pH 6 a 8 para o armazenamento de longo prazo. O fago T7 foi
mais estavel em tampéo fosfato em pH 7, e perdeu apenas 20% de sua atividade apos 2
semanas. Além disso, apresentava-se instavel em pH <4 (apds 96 h em tampao citrato ou
citrato-fosfato, que perdeu quase toda a sua capacidade infecciosa), e em pH 3, o fago perdeu
completamente a atividade a partir de 1hora. No lado alcalino, mesmo em pH 9, manteve pelo
menos 30% de sua capacidade infecciosa apds duas semanas. (KERBY et al. 1949)

Em tampé&o borato de pH>10, a perda quase completa da atividade T7 foi observado
apos 24h. Sharp et al. (1946) pesquisaram a estabilidade do pH do fagoT2 na faixa de pH 2 a
11 para lhora, em um dia, e uma a quatro (1 a 4) semanas. Segundo os autores, no geral, 0
fago permaneceu estavel em uma ampla faixa de pH de 5 a 9, com 0 seu maximo de
estabilidade em pH 5 a 6. O pH 6timo foi de 5 a 6, apds 30 minutos de incubacao, o titulo do
fago diminuiu apenas 11%, enquanto que em pH 7,0, manteve apenas 1% da Unidade
formadora de Placa (UFP) inicial (107). Segundo os pesquisadores, estas observa¢des podem
indicar que a variacdo do pH ambiental pode proteger a atividade dos fagos a uma
temperatura baixa.

A salinidade e choque osmotico de ions tém sido apontados como inativadores de
bacteri6fagos (DAVIS et al. 1985; KERBY et al. 194; SHARP et al., 1946). Whitman e
Marshall (1971) observaram que fagos psicrofilos de Pseudomonas (WY e PS1) apresentaram
reducdo de persisténcia em solucdes altamente concentrada de NaCl ou sacarose. O fago PS1
diluido em 4 mol/L NaCl apresentou diminuicdo de 99% na viabilidade, enquanto que a
viabilidade do fago WY foi reduzido em apenas 26%. No entanto, uma solugédo de sacarose 2
mol/L causou uma diminuicdo da viabilidade em PS1 de 50% e em WY de 48%. Os mesmos

pesquisadores observaram que, em citrato de 0,1% de &gar, a viabilidade de ambos os fagos
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foi reduzido em 30%. Os vérios bacteriofagos foram isolados de agua do mar de diferentes
salinidades. Wichels et al. (1998) estudaram 22 fagos que se encontravam na agua perto de
Helgoland no Mar do Norte. Todos tinham caudas e cabecas icosaédricas de 50,2-99,3 nm, e
eles foram classificados em trés familias diferentes: 11 fagos para Myoviridae, 7 para
Siphoviridae, e 4 para Podoviridae. Esses fagos ndo apresentaram semelhanga na estrutura do
DNA.

Adams (1949) verificou a estabilidade dos bacteriofagos T5 incubados a 37 °C em
solucdes salinas (tampao fosfato, além de citrato além de calcio). O autor observou que o fago
se manteve estavel na solugdo de ions de célcio, mas perdeu a sua atividade em tampéo
fosfato, ao passo que foi rapidamente inativado em solucdo de citrato. Nesse mesmo estudo,
ndo foram detectadas particulas fagicas ap6s 2 horas de incubac¢do em 10 mmol/L com tampéao
fosfato citrato de 2 mmol/L (pH 7). O autor também mostrou que os metais bivalentes em
concentragfes milimolar podem impedir a inativacdo de fagos supondo que o aumento da
estabilidade de T5 na presencga de diferentes solugdes anidnicas resultam na formacdo do
complexo da particula fagica e ions. Mylon et al. (2009) pesquisaram a estabilidade do fago
MS2 em diferentes solucdes de LiCl, NaCl, KCI, CaCl, e em concentracdes de 0,01-1,0
mol/L. Os estudos revelaram que os sais monovalentes ndo influenciaram na agregacao do
fago. Em contraste, a taxa de crescimento dos fagos aumentou com 0 aumento da
concentracdo de sal. Estudos de Kuo et al. (1971) revelaram que a particulas fagica expostos a
3 mmol/L de citrato de sédio promoveram a decomposicdo no DNA. Pesquisa de Gupta e Yin
(1995) mostraram que o bacteriofago T7 perdeu a sua atividade com meia-vida apos 30
segundos, quando foi exposta a 6 mol/L de uréia usado como componente de desnaturacao.
Os experimentos de Whang et al. (1996) mostraram que os ions de 1 mmol/L de metal podem
retardar ou acelerar a inativacdo do fago T7 através da uréia. Segundo os autores, ions
metélicos divalentes (Mg2 +, Ca2 +, Co2 +, Ni2 +) estabilizam atividade na presenca de
uréia, em contraste com trivalentes (AI3 + e + AU3) que desestabilizam. A presenca de um
dos ions causou perda de titulo de fago mais de 50 vezes, mesmo em concentracdes de 0,25

mmol/L.
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4.9 Utilidade e aplicacdo dos bacteriéfagos

A descoberta de bacteriofagos, além do estudo sobre sua natureza bioldgica, despertou
o0 interesse em utiliza-los em varias areas do dominio de engenharia genética. Atualmente a
aplicacdo dos bacteriéfagos vai além do tratamento e prevencdo de doencas infecciosas
(SULAKVELIDZE et al., 2001). Segundo os autores algumas pesquisas revelaram um
aumento da resisténcia bacteriana a agentes antimicrobianos. Deste modo, agugou-se 0
interesse e atencdo para a terapia com utilizacdo de fago. Esta alternativa foi reavaliada como
terapéutica bioldgica para eliminar bactérias patogénicas. O procedimento para a utilizacdo de
fagos como agentes terapéuticos € bastante simples e fagos tém apresentado muitas vantagens
sobre 0s agentes antimicrobianos, tais como especificidade contra um hospedeiro ou varios
hospedeiros que ndo afeta a microbiota natural; capacidade de autorreplicacdo no local da
infeccdo sem efeitos colaterais graves. Para esse autor, a producdo dos fagos é simples, barata
e ecologicamente correta, ou seja, com notaveis beneficios ao meio ambiente e a salde, com
possibilidade de contribuir com desenvolvimento de um modelo econdmico e social
sustentavel.

A industria alimentar, também, tem utilizado os bacteriéfagos como ferramenta para
conservagdo e melhoramento de alimento e a satde de animais. Os fagos tém sido estudados e
aplicados a produtos alimentares de origem animal e vegetal (SILLANKORVA et al., 2008).
Na agropecudria, a utilizagdo dos fagos tende a diminuir a populacdo de bactérias patogénicas
e minimizar as doencas dos animais (LOC CARRILLO et al., 2005; ATTERBURY et al.,
2007; WAGENAAR et al., 2005). Neste campo, os fagos podem ser aplicados em diferentes
fases de processamento e em todas as areas onde 0s animais tem tido contato. Os fagos tém
sido aplicados com sucesso na criacdo de gado bovino e de ovinos (SHENG et al., 2006;
RAYA et al., 2006). Os fagos, também, tém sido utilizados no desenvolvimento de pesquisas
para recuperacdo de areas contaminadas por substancias derivados de petroleo.
(PUAPERMPOONSIRI et al., 2009).

4.9.1 Fagoterapia

Os bacteriéfagos sdo um dos virus mais estudados e tem contribuido no

desenvolvimento da biologia molecular. A acdo litica dos bacteridéfagos sobre as bactérias
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patogénicas permitiu seu uso como alternativa terapéutica sobre infec¢Ges bacterianas. Sua
eficacia tem sido provada inclusive contra micro-organismos resistentes a antibidticos.
(VISPO & PUCHADES, 2001). Segundo Vispo e Puchades (2001), as pesquisas com os fagos
estiveram relacionadas com a defini¢cdo da natureza, principalmente a capacidade de provocar
a lise celular de bactéria que serviu de base para muitos trabalhos relacionados ao uso
terapéutico. Estudos laboratoriais (in vitro) sobre os bacteriéfagos permitiram aos
pesquisadores usar fagos especificos para diferenciar entre varias espécies de bactérias e
foram desenvolvidos métodos de diferenciacdo que se tornaram, atualmente, Gteis nas
pesquisas epidemioldgicas (BRUYNOGUE & MAISIN, 1987).

O uso indiscriminado de antbiotico tem como consequéncia a selecdo artificial das
bactérias. O crescimento da populacgdo resistente € um fato e esta em ascendéncia. Neste caso,
os antibioticos usados, atualmente, tém sido efcientes no tratamento de doencas bacterianas,
mas podem, no futuro, ser ineficazes. (SULAKVELIDZE et al., 2001; BARROW, 2001).

Estudos desenvolvidos no periodo de 1987-1999 mostraram que a terapia com
bacteriofagos é muito mais efetiva que com antibiéticos (WEBER-DABROWSKA et al.,
2000). Segundo Weber-Dabrowska et al (2000), nesse estudo foram selecionados pacientes
com enfermidades infecciosas persistentes causadas por cepas resistentes a antibioticos.
Inicialmente foram isoladas e caracterizadas as cepas patogénicas, se determinou sua
sensibilidade a bacteriofagos e se preparou um extrato estéril de fagos que foi administrado
por varias vias. Ademais o efeito terapéutico — desaparecimento dos sintomas e exames
bacteriologicos negativos demonstrou-se que bacteriofagos incrementam a protecdo contra
infecgbes bacterianas mediante destruicdo dos micro-organismos e regulacdo do sistema
imunitario. Estas alternativas podem ser usadas em combina¢do com agentes antimicrobianos
como dos antibidticos ou como unico tratamento nas infeccdes ocasionadas por patdgenos de
importancia clinica, por exemplo, as cepas dos géneros Enterococcus, Mycobacterium,
Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas, Streptococcus e Staphylococcus, entre outras.
(WEBER-DABROWSKA et al., 2000). A fagoterapia, segundo Nallelyt et al (2010), apesar
dos bacteriéfagos terem sidos descritos desde 1896 a 1917 e utilisados como terapia nas
enfermidades infecciosas em humanos, continua sendo uma alternativa viavel no tratamento
de enfermidades, pricipalmente, causadas por bactérias resistentes a antibidtico.

Apesar da fagoterapia em alguns paises do Ocidente ter sido abandonada nas décadas
de 1950 a 1980, na RUssia, Polonia, Gedrgia e na india, as pesquisas continuaram (BRUTTIN
& BRUSSOW, 2005 e STROJ et al., 1999). Na Georgia, o centro Thilisi, fundado por

d"Herelle e Eliava tem sido o produtor de cepas de fagos, na Pol6nia o Instituto Hirzfield é o
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que tem proporcionado dados importantes sobre o tratamento de mais de 5500 casos de
infeccbes bacterianas (como as enfisemas, peritonites, osteomielites, 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 gastrica e posteriormente se comprovava que os fagos chegavam a corrente sanguinea.
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; LOPEZ, 2005).

Para terapia humana, os fagos tém sido administrados por vaérias vias, por exemplo,
oral, topica, intravenosa, intrapleural sem complicagdes sérias associadas com seu uso, esse
fato pode ser devido a existéncia dos bacteriofagos no ambiente. No caso do Ocidente a
pesquisa sobre a fagoterapia € incrementada consideravelmente, inclusive tém surgido
industrias dedicadas a investigar o uso terapéutico dos bacteriéfagos (SULAKVELIDZE et
al., 2001). Entretanto, alguns pesquisadores concordam que o maior obstaculo para a terapia
com bacteriofagos é o sistema imunitario, que tende a elimina-los rapidamente. Essa
evidéncia sugere que os fagos ndo permanecem viaveis na corrente sanguinea ou nos tecidos
do organismo por um tempo suficiente até alcancar locais infetados e infectar as bacterias
patogénicas. Essa desvantagem potencial, associada ao aparecimento de bactérias resistentes a
antibioticos, tem propiciado a busca de variantes de fagos capazes de evadir 0s mecanismos
do sistema imunitario (VISPO & PUCHADES, 2001). De acordo com Merril et al. (1996),
para essa busca de variantes de fagos, sdo desenvolvidos varios métodos, mas os mais Uteis
sdo os da selecdo de fagos que podem ou ndo ser mutados e que resistem por mais tempo de
vida nos tecidos de organismos e a obtengdo de bacteriéfagos modificados geneticamente que
apresente na sua superficie peptideos ou moléculas que antagonizem uma ou varias funcdes
do sistema imunitario. Dentro das moléculas que se podem expressar no capsideo dos fagos
filamentosos com possibilidades de impedir a inativagdo do virus, se encontram os peptideos
e moléculas antagonistas de quaisquer vias do sistema complementar, as interleucinas e outras
citosinas, assim como proteinas glicosiladas e fatores de inibi¢cdo. (MERRIL et al., 1996)

O surgimento de cepas bacterianas multirresistentes foi 0 que desencadeou a retomada
de pesquisa com bacteriéfagos nos paises do ocidente. Os pesquisadores desses paises
retomaram seus interesses a esta alternativa, ndo so para o tratamento das infecgdes em aves,
caprinos, pisciculturas, plantas, tratamento de agua poluida e tratamento em humanos. De tal
modo que sdo usados fagos contra Pseudomonas, Staphylococcus aerus, Escherichia coli,

Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae, Aeromonas hidrofila e Mycobacterium
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tuberculosis, entre muitas outras bactérias resistentes a varios antibidticos, incluindo
ampicilina, vancomicina, entre outros com diferentes graus de eficacia que variam de 75 a
95% e algumas vezes 100%.(GILL et al.”’2006; MITCHEL & ROUF, 1983; WATTANABE et
al., 2006).

4.9.2 Industria alimentar

A grande maioria dos estudos relatados na area da pecuaria estdo relacionados a
protecdo e conservacdo de produtos como carnes e ovos que frequentemente sdo
contaminados com E. coli, Salmonella e Campylobacter. Muitos desses estudos relatam
reducdes com sucesso das cargas de diferentes agentes patogénicos com o uso dos fagos
(LOC CARRILLO et al., 2005; SMITH et al., 1983; HUFF et al., 2006; WAGENAAR et al.,
2005). Por exemplo, o tratamento de frangos e vitelos tem mostrado protecdo dos animais
contra a septicemia e meningite provocada por E. coli (HUFF et al., 2006; BARROW et al,
1998 e SAJJAD et al., 2004).

A industria de alimentos enfrenta uma série de desafios para manter os produtos
seguros e livres de micro-organismos patogénicos. No entanto, anualmente, existem inimeros
relatos de hospitalizacdo, doencas e até morte de pessoas devido a uma variedade de
patdgenos que contaminam os alimentos. Existem mais de 200 patdgenos conhecidos de
origem alimentar, incluindo virus, bactérias e parasitas que podem causar doencas
transmitidas por alimentos, juntamente com as toxinas, contaminantes quimicos e metais.
(SILLANKORVA et al., 2008)

O uso de bacteriéfagos tem conquistado espaco na indistria alimentar, dado que os
resultados obtidos nas pesquisas € nos experimentos realizados tém sido plausiveis. (GILL et
al.’2006; MITCHEL & ROUF, 1983; WATTANABE et al., 2006). Conforme esses autores,
um dos produtos da pesquisa com fago para aplicacdo na industria alimentar destaca-se o
LISTEXTM 100PM que é reconhecido pela United States Department of Agriculture (USDA)
podendo ser incorporado nos processos de producdo de alimentos. A liberacdo de outro
produto a base de fago chamado BacWashTM, foi autorizada pelo USDA para controlar
Salmonella e E. coli 0157: H7. O BacWashTM fago foi criado especialmente para ser
utilizado em animais antes do abate e ele pode ser aplicado como uma lavagem ou

pulverizado diretamente no animal vivo. A agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) aprovou, em
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2005, o AgriPhageTM que é um produto para fins de controle de Xanthomonas campestrispv,
Vesicatoria e Pseudomonas syringae. O ListShield que atua especificamente contra Listeria
monocytogenes e Ecoshield contra Escherichia coli foram aprovados pela FDA para seu uso

em produtos de consumo humanao.

4.9.3 Agropecuaria

Os fagos sao capazes de eliminar biofilmes, ainda, na fase inicial (ou células aderidas)
nas plantas ou frutas (SILLANKORVA et al., 2008). Patdégenos de plantas raramente sdo
perigosos para os seres humanos, porém é uma das principais causas de perda da producéo
agricola. Patogenos de plantas, tais como Ralstonia solanacearum e Pseudomonas syringae
provocam manchas foliares e ferrugens e afetam uma grande variedade de produtos como
batata, tabaco, tomate, banana, amendoim e de soja. Pesquisa de fagos na horticultura e
agricultura visa proteger as plantas, legumes e frutas da propagacdo de doencas bacterianas.
(FLAHERTY et al., 2000; IRIARTE et al., 2007). Em tomate, pimenta e plantas, entre outros,
estes produtos podem diminuir mancha bacteriana e pode ser usado em exploracfes ao nivel
pré-colheita, diluido antes da dispersao e pode ser aplicado as culturas por diferentes meios,
tais como a irrigacdo por gotejamento ou usando equipamento de pulverizagcdo do solo. Uma
vez que a etapa de adsor¢do ocorre, 0s fagos comegam a usar a maquinaria dos hospedeiros
para se replicarem e centenas de novas particulas de fago sdo liberadas através de ruptura da
célula hospedeira. Estes fagos podem iniciar um novo ciclo de infeccdo do hospedeiro
(SILLANKORVA et al., 2008).

A aplicacdo de fagos, na agricultura, pode ser comprometida devido a fatores
ambientais, tais como a irradiacdo da luz solar - especialmente dos raios ultravioleta (UV) - da
temperatura e exposicao a bactericidas. Estudos mostraram que, para que a a¢do dos fagos no
contexto da agricultura seja bem sucedida, devem-se seguir alguns passos, como a aplicacédo
desses virus nos horarios em que ha baixa radicdo de UV, criacdo de férmulas de fagos que
apresentem uma mistura com outros componentes que ajudam a manter a viabilidade das
particulas de fago protetores (por exemplo, leite desnatado) que apresentam um alto potencial
como agentes de controle de doencas de plantas (FLAHERTY et al., 2000; IRIARTE et al.,
2007; JONES et al., 2007).

A grande maioria dos estudos relatados neste campo ocorre na criagcdo de aves onde 0s
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animais e produtos (como carnes e ovos) sdo frequentemente contaminados com E. coli,
Salmonella e Campylobacter. Muitos desses estudos relatam redugdes deste patégeno com
sucesso (LOC CARRILLO et al., 2005; SMITH et al., 1983; HUFF et al., 2006;
WAGENAAR et al., 2005). Em algumas pesquisas, os fagos apresentaram a capacidade de
retardar o aparecimento da bactéria e consequentemente prolongaram o periodo de vida dos
animais (BARROW et al., 1998; HUFF et al., 2006; BARROW et al, 1998; SAJJAD et al.,
2004). Animais tratados com fagos que infectam Campylobacter jejuni mostraram diminuicéo

na quantidade deste patogeno.

4.9.4 Saneamento e tratamento de agua

A agua em muitas realidades sociais, sem excec¢do de paises, tem sido o destino final
de diversos materiais contaminados e poluentes (BRANCO, 1986). Segundo Branco (1986)
os poluentes carreados pela atmosfera e solo infiltram-se até lengois freaticos e a agua
subterranea em geral, escorre para 0s lagos, rios e oceanos, causando a poluigdo e
contaminacdo. Entre esses poluentes, destacam-se 0s esgotos domésticos e industriais
lancados em corpos aquaticos, na maioria das vezes sem tratamento prévio. A matéria
organica contida nestas aguas fornece suprimentos as bactérias aerdbias decompositoras, e
quanto maior a concentragdo de matéria organica, maior a populacdo desses organismos
decompositores e, portanto, maior a quantidade de oxigénio por eles consumido. A agua ndo
tratada destinada ao consumo humano tem sido um dos principais problemas de salde da
populacdo (Mais de 90% das doencas infecciosas sdo transmitidas por dgua contaminada,
principalmente com esgotos domésticos), em algumas situa¢bes, como nos paises em
desenvolvimento, onde ha deficiéncias de saneamento basico e de tratamento de &gua
(BRANCO, 1986; CEBALLQOS, 2000).

De acordo com Ceballos (2000), a agua utilizada para o consumo humano, para a
irrigacdo e outras atividades, deve apresentar padrdes fisico-quimicos e sanitarios apropriados
para evitar riscos ao meio ambiente e preservar a salde das pessoas e animais. Entre os micro-
organismos comprometedores da salde destacam-se virus e bactérias do trato intestinal.

A diminuicdo dos micro-organismos patogénicos presentes nas aguas residuarias e
diminuicdo do numero de bactérias dos esgotos do grupo dos coliformes ou patogénicas
ocorre, segundo Branco (1986), entre outros processos por exemplo, pela precipitacdo de
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particulas que arrastam as bactérias para o fundo, pela floculacdo e adsor¢do, pela falta de
substancias nutritivas para as bactérias de vida livre e consequentemente para as patogénicas,
através da presenca e uso de bacteriéfagos

O controle da eliminacdo de micro-organismos, atraves dos bacteridfagos, requer a
presenca de bactérias hospedeiras vidveis para sua replicagdo. Os fagos, ao se replicarem,
causam a lise da bactéria usando-se micro-organismos indicadores de contaminacdo fecal
como os coliformes fecais e mais recentemente, os colifagos e os bacteriéfagos F-especificos.
Estes ultimos sdo considerados provaveis indicadores da presenca de virus patogénicos no
ambiente aquatico. Sua deteccdo é importante na avaliacdo sanitaria de aguas superficiais e de
efluentes de EstacBes de Tratamento de Esgotos ou de &gua de consumo humano e de
irrigacdo, por serem mais resistentes que os coliformes aos diferentes tipos de tratamento e
aos desinfetantes como cloro, luz ultravioleta e ozénio. (FARRAH,1987).

Bacteridfagos que infectam as estirpes hospedeiras de espécies do género Bacteroides
sdo utilizados com indicadores de contaminacdo fecal em agua. Algumas cepas ndo sao
distinguidas entre as fontes de poluigéo, tais como Bacteroides fragilis RYC2056 (PUIG et
al., 1999), mas outros sdo muito especificos para a poluicdo fecal humana, tais como
Bacteroides taiotaomicron GA17 (PAYAN et al., 2005). Segundo os autores, um método tem
sido descrito para o isolamento de um hospedeiro adequado com a capacidade de detectar
bacteri6fagos a partir de uma dada fonte. Este método tem sido aplicado com sucesso em
varias areas geograficas para isolar cepas que discriminam os fagos das fezes humanas
(PAYAN et al, 2005;. EBDON et al, 2007; VIJAYAVEL et al, 2010).

As diferencas no tipo de alimentos consumido por um grupo populacionais podem
apresentar variagbes na composi¢do da microbiota intestinal e consequentemente o tipo de
bacteri6fagos presentes no meio (MAI, 2004; ZOETENDAL et al, 2004; DETHLEFSEN et
al, 2006). Os colifagos, por exemplo, sdo bacteriofagos especificos de E. coli e foram
considerados indicadores microbiol6gicos potenciais de qualidade da &gua e da eficiéncia de
estacOes de tratamento de esgoto e por estarem presentes em &guas que contém E. coli.
Apresentam-se no esgoto em numero maior que nas fezes humanas e desenvolvem maior
resisténcia ambiental que as bactérias (BITTON, 1987).

Atualmente sdo quantificados os colifagos somaticos, que se aderem a receptores da
parede celular bacteriana e os bacteri6fagos F-especificos, que se adsorvem ao pili F
bacteriano encontrado nas cepas (F+) de E. coli (IAWPRC, 1991). Segundo Ceballos (2000),
os colifagos somaticos sdo usados como indicadores de contaminacdo fecal, principalmente

quando ha necessidade de resultados rapidos, em 4 a 6 horas.
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4.9.5 Recuperacdo de areas degradas

A cada ano centenas de milhdes de litros de petroleo sdo despejados no ambiente
através de fontes naturais e antropogénicas. As infiltragdes naturais marinhas do petréleo por
si sO seria suficiente para cobrir todos os oceanos do planeta em uma camada de 6leo de 20
moléculas de espessura. Mas o fato do planeta nao ser inundado com 6leo deve-se a eficiéncia
e versatilidade das redes de micro-organismos que degradam hidrocarbonetos, alguns dos
quais recentemente comecaram a revelar os segredos de quando e como eles exploram
hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia (HEAD et al., 2006).

Algumas pesquisas sobre processos de recuperacdo de areas contaminadas pela
substancia derivados de petroleo estdo sendo desenvolvidas, principalmente sobre agdo de
bacteri6fagos, em vista da sua aplicacdo para degradar petréleo (HEAD et al., 2006). De
acordo com Head et al. (2006), os estudos de biorremediacdo tendem a se concentrar sobre 0s
micro-organismos que degradam os contaminantes. No entanto, esses micro-organismos
fazem parte de uma rede ecologica, que envolve muitas interacdes diretas e indiretas com
outros membros da comunidade e do meio ambiente (e, portanto, € influenciada por variaveis
ambientais, tais como disponibilidade de nutrientes ou parametros fisico-quimicos). Tais
interaces incluem competicdo por nutrientes limitantes, predagdo por protozoarios, lise por

fagos e as interacdes de cooperacdo que a degradacdo aumenta (Fig. 4) (HEAD et al., 2006).
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Figura 4: Esquema ilustrativo de rede de degradacdo microbiana de petréleo primario.
Fonte: Head et al., 2006

A figura 4 indica que a biodegradacdo do petréleo envolve componentes bioldgicos
mais do que apenas 0s micro-organismos que atacam diretamente o 6leo (os degradadores de
petréleo primarios e mostra que os degradadores de petroleo primarios interagem com esses
componentes. Bactérias degradadoras de 6leo sdo ilustradas em verde. Setas sélidas indicam
fluxos de materiais, e as setas com linhas descontinuas indicam interagdes diretas (por
exemplo, a lise pelo fago e predacgdo por protozoarios). Para simplificar, apenas uma funcéo é
atribuida a um micro-organismo neste esquema. (HEAD et al., 2006)

A participacdo dos fagos, pelo seu carater predativo e/ou pela lise dos hospedeiros,
estimula a reciclagem intrinseca de nutrientes, atraveés do aumento do volume da biomassa.
Esta acdo tem sido apontada como uma alternativa a adi¢do de nutrientes para estimular a
biorremediacdo. O volume da biomassa pode ser aumentado pelo fago lise e através da
predacdo pelos protozoarios. A poluicdo por hidrocarbonetos pode induzir o profago (e pode
funcionar como um estressor geral), resultando na lise de uma grande proporcdo da
comunidade bacteriana (COCHRAN et al., 1998; JANG & PAUL, 1997), e isto pode explicar
as mudangas na composicdo da comunidade que sdo independentes da degradacdo do 6leo
(ROLING et al., 2002). Nas condi¢cbes anaerdbicas e aerébicas o nimero de protozoarios que
preda sobre as bactérias tende a aumentar em resposta a um evento de poluicdo, devido ao
aumento do nuimero de bactérias que ocorre como resultado da maior concentracdo de

substratos disponiveis. Predadores afetam, indiretamente, a biodegradacdo de contaminantes,
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através de sua capacidade para, seletivamente, degradar e controlar a biomassa de bactérias
(KINNER et al., 2002 & NOVARINO et al., 1997).

A influéncia de protozoarios sobre a biodegradacdo € muitas vezes negativa, porque
diminui o nimero de bactérias degradativas, em comparacdo com a situacdo na auséncia de
predadores (KOTA et al., 1999). No entanto, a predacdo demonstrou, consideravelmente,
estimulo na degradacao bacteriana de tolueno e benzeno numa base por célula (MATTISON
& HARAYAMA, 2001; MATTISON et al., 2005). Além disso, a predacao cria um gancho
nutricional, porque predadores podem remineralizar nutrientes, o que, por sua vez, aumenta o
crescimento bacteriano. Recentemente, segundo Ratsak et al. (1996), um estudo mostrou que
sob limitacdo de nitrogénio ou fosforo, a taxa global de biodegradacdo pode ser aumentada
em compara¢do com uma situacdo na auséncia de predadores, e este ndo era 0 caso sob
limitacdo elétron-receptor ou carbono. A estimulacdo da mineralizacdo do carbono por

predacdo também tem sido observado no meio ambiente (RATSAK et al, 1996).
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5 DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente os fagos, devido ao seu potencial, sdo reconhecidos como grandes
ferramentas biolGgicas em varias areas. Sao varias pesquisas envolvendo fagos em diversas
areas de aplicacBes como na terapia com funcdo de antibidtico, controle de alimentos,
biofilme e meio ambiente. Os artigos revisados neste estudo demonstraram que os fagos séo
Gteis no controle de bactérias tanto em terapia humana como em alimentos, e também na
reducdo de biofilmes utilizando ndo s6 fagos liticos para realizar infeccdo da célula
hospedeira, como as endolisinas produzidas pelos fagos.

Como fago-terapia, também o0s bacteri6fagos sdo projetados como ferramentas para
melhorar a acdo de drogas antimicrobianas, através de terapia combinada e expressdo de
enzimas especificas para aumentar a atividade do farmaco. No controle de bactéria que
apresentam resisténcias a antibi6tico, os fagos tem-se apresentado eficientes. Neste sentido
eles conferem vantagens como antibiético alternativo. De acordo com Hanlon et al, (2007), a
capacidade litica dos bacteri6fagos e sua especificidade para bactérias como hospedeiras
desperta atencdo especial no campo de pesquisa em engenharia genética para desenvolver
funcOes terapéuticas. Entretanto, sabe-se que esta capacidade litica pode ndo ser vantajosa
quanto a prognéstico do paciente em relacdo a fagoterapia, isto se deve ao fato de,
possivelmente, liberar endotoxina no momento da lise que pode agravar o quadro clinico do
paciente (MORADPOUR et al., 2009).

Como controle microbioldgico do ambiente e devido a capacidade litica e persistente
estimula a reciclagem intrinseca de nutrientes, pois aumenta o volume da biomassa. Com isso,
aumenta nutrientes para estimular biorremediacdo. Neste caso a polui¢do por hidrocarboneto
pode induzir profago que resulta na lise de uma grande proporcdo da comunidade bacteriana.
A acdo de fagos contribuiu na melhoria das técnicas empregadas para identificacdo da
qualidade da agua para o consumo humano (potabilidade da agua). E o uso de bacteriéfagos
no controle de populagdes bacterianas patogénicas apresenta potencial e boa perspectiva no
contexto de controle microbioldgico de alimentos tendo em vista a resisténcia das bactérias a
terapia com antibiotico.

Portanto, de modo geral, os fagos séo ferramentas promissoras, mas ha necessidade de
desenvolver muitos estudos, uma vez que os fagos (como por exemplo, os lisadores das

bactérias) podem provocar problemas na saide humana e animal. Neste caso, por exemplo, 0s
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mecanismos de resisténcia bacterianos ainda ¢ o ponto crucial para o insucesso da fago-
terapia, assim como o estudo dos mecanismos dos fagos para resistir as células hospedeiras.
Sabe-se que este potencial e a capacidade litica dos fagos pode ndo ser vantajosa quanto a
progndstico do paciente em relacdo a bacteridfago-terapia, isto se deve ao fato de,
possivelmente, liberar endotoxina no momento da lise que pode agravar o quadro clinico do
paciente. Em consideragdo a isso, &€ importante que se desenvolvam estudos sobre o0s
bacteri6fagos de natureza ndo liticos como alternativos e que proporcione seguranga para a
sua aplicagdo na terapia em humanos, no combate a infec¢des bacterianas. InvestigacGes por
meio de engenharia genética sdo ainda necessarias para modificar geneticamente
bacteri6fagos, no intuito de que estes possam codificar e expressar proteinas letais a bactéria
patogénica hospedeira sem causar a sua lise. E pelo fato destes micro-organismos
apresentarem mecanismo de acdo completamente diferente de todos os antibidticos e
contribuirem na reducdo da incidéncia de surtos sobre infecgdo bacteriana, assim como em
funcdo de agente de controle biologico é possivel que as bactérias desenvolvam e se
especializem para a defesa e resisténcia contra os bacteriéfagos.

Relacionado a resisténcia deve-se também, considerar a transferéncia de genes de
resisténcia a antibioticos para outras linhagens de hospedeiros, assim como a inducédo de
fatores de viruléncia pela influéncia na imunidade inata quando aplicada a terapia humana e
problemas ambientais como o desequilibrio ecoldgico bacteriano quando utilizados no meio
ambiente. E, quando se trata de uso do bacteriofagos como antibacterianos, além de se dar
énfase as caracteristicas promissoras de vantagens, € importante, também, considerar outras
variaveis como a quantidade e espécie de bactérias a serem combatidas, além do local onde se
estabelece a infeccdo. No entanto a engenharia genética, no que diz repeito a bacteriéfago,
tem como maior desafio o biocontrole através destes micro-organismos, a transformacéao do
sucesso dos experimentos de laboratério (da amostragem) em verdadeiros métodos que

podem ser utilizados no homem e no ambiente.
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