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RESUMO

Os fagos, ou virus de bactérias, sdo reconhecidos como 0s microrganismos mais
abundantes e diversificados existentes no mundo. Muitos estudos tém sido
desenvolvidos para avaliar a eficacia destes microrganismos como agentes
terapéuticos em diversas areas. Essa monografia tem como objetivo fazer uma
revisdo bibliografica sobre fagos, abordando conceitos como estrutura,
caracteristicas, biodiversidade e as aplicacbes dos mesmos no controle
microbioldgico e deteccdo de bactérias patogénicas nos alimentos, na formacéo de
biofilme, sua acdo no meio ambiente e na terapia de antibiéticos. Serdo também
revisados 0s mecanismos de resisténcia das bactérias, as estratégias de
sobrevivéncia dos fagos e as limitacbes da fagoterapia, que tem sido considerada

uma alternativa promissora para diversas areas das ciéncias.

Palavras — chaves: fagos, bacteriéfagos, fagoterapia



ABSTRACT

Phages, or bacterial viruses, are recognized as the most abundant and diversified
microorganisms in the world. Many studies have been conducted to evaluate the
application of phage therapy in several areas. The aim of this monograph was
overview the structure and applications of phage. This review will focus on structure,
characteristics and biodiversity of phages, and its use for biological control of
bacterial contamination of foodstuffs, for control of environmental microflora and
biofilm  formation, and for antibiotic therapy. Mechanisms of bacterial
resistance, phage survival strategies, and limitations of phage therapy, which has

been considered a promising alternative, will also be discussed.

Key words: bacteriophage, phage, phage therapy
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1 INTRODUCAO

Os virus diferem das bactérias por apresentarem constituicdo ndo celular e serem
parasitas intracelulares obrigatérios, ndo sédo capazes de crescer em meios de
cultura artificiais. Apesar disso é possivel estuda-los no laboratério, através de
técnicas de cultivo celular, detectando os efeitos que provocam nas células que
infectam (efeitos citopéaticos) e por métodos sorolégicos comumente utilizados,
imunohistoquimica, Elisa, Imunofluorescéncia, soroneutralizacdo e técnicas
moleculares para deteccdo do genoma viral como a reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). A estrita dependéncia das células hospedeiras deve-se a sua
incapacidade de sintetizar as enzimas necessarias aos mecanismos de sua
propagacado. Os virus ao adsorverem nas células sdo capazes de usar a maquinaria
celular do hospedeiro para a manutencdo e propagacdo da replicacdo viral
(Campbell, 2007).

Os bacteri6fagos também denominados apenas de fagos séo virus que infectam
bactérias. A maioria dos fagos descritos infecta espécies de bactérias do grupo
entérico, como Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Mas ha aqueles que
infectam uma variedade de procariotos, tanto bactérias quanto Archaea (Madigan et
al., 2008)

Os fagos foram descobertos em 1915 por Frederick Twort sendo descritos como
agentes bacterioliticos, pois, apresentava a capacidade de infectar e matar as
bactérias. Em 1917 Felix D’Herelle descobriu um microrganismo invisivel antagonico
do bacilo da disenteria (Shigella sp) e o denominou de bacteriofago (Summers,
1999). D’Herelle continuou seus experimentos e em pouco tempo isolou fagos de
outras bactérias causadoras de doencas (ex.: cblera, antrax, difteria, peste bubbnica,
etc.), desenvolvendo através do estudo com bacteri6fagos o método para

quantificacao de virus e outras teorias (Campbell, 2007).

Acredita-se que os bacteriéfagos sdo a forma de vida mais abundante do planeta,
podem ser encontrados no solo, dgua doce e salgada, plantas e animais, sédo
ubiquos. O numero de particulas virais estimado por gota de agua do mar é de

aproximadamente 10° particulas virais e no planeta o nimero estimado de fagos é
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de 1x10*° (Sutle, 2005). Os bacteriéfagos tém desempenhado um papel crucial na
evolucdo da biosfera bacteriana, desempenham um papel importante no ciclo de
nutrientes e energia, como exemplo o fago T4, também chamado de cianofagos,
encontrado no oceano, e que podem codificar e expressar genes da fotossintese na
cionabactéria. Segundo Boyer e colaboradores (2007), os bacteriéfagos
representam um dos principais elementos genéticos moveis, que contribuem
significativamente para a transferéncia horizontal de genes em bactérias e

consequentemente aumento da biodiversidade genética bacteriana (Pal et al., 2007).

Os virus ambientais sdo sem duvida o maior reservatério de diversidade genética do
planeta. Eles estruturam as comunidades microbianas e sdo membros abundantes
das comunidades aquéticas. Desde muitos anos sao vetores de transmissdo de
genes e condutores de ciclagem de nutrientes e energia. A maioria dos fagos
marinhos se assemelha a pequenos podovirus, embora os myovirus sejam 0s mais
comumente isolados. Sabe-se que as cianobactérias contribuem para a fotossintese
no mar, ndo sendo surpreendente a grande quantidade de cianofagos encontrados
(Sutle, 2005).

A fagoterapia € marcada por trés eventos distintos, a era pré — antimicrobianos
(antes da descoberta dos antibiéticos), a era dos antimicrobianos (descoberta das
penicilinas e sulfonamidas) e pés — antimicrobianos (descoberta da resisténcia das
bactérias aos antibidticos). Os fagos foram utilizados como agentes terapéuticos
logo apos a sua descoberta. Em 1919, Felix D’Herelle foi autor do primeiro relato do
uso de fagos para o tratamento de disenteria no homem. No entanto com a
descoberta dos antibidticos na década de 40, as pesquisas foram interrompidas,
mas suas propriedades genéticas abriram caminhos para novos segmentos da
microbiologia, como a Biologia molecular (Campbell, 2007). Segundo Sulakvelidze
et al (2001), outras razbes foram responsaveis pelo abandono da fagoterapia, a falta
de conhecimento de especificidade de fago bactéria, resposta imune com producao
de anti-fagos e falhas nas técnicas empregadas. Na década de 80 a fagoterapia foi
revitalizada como uma possivel alternativa terapéutica para as infeccbes
bacterianas, tendo em vista o aparecimento de bactérias multi resistentes a
antibioticos. Os experimentos foram primeiramente desenvolvidos em animais no

Reino Unido e na clinica médica no Leste europeu (Paisano, 2008). A fagoterapia
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tem sido um método estudado ndo sO no tratamento e prevencdo de infeccdes
bacterianas, mas também no controle microbiolégico na industria alimenticia e
farmacéutica. Na area alimenticia relacionada ao controle de contaminacdo de
legumes, frutas e outros alimentos, a terapia por fago pode ser eficaz. Sao utilizados
produtos quimicos para a lavagem dos alimentos e radiacdo gama para carnes, mas
estes métodos podem ser prejudiciais a saude e alterar o sabor e a qualidade do
alimento (Behrsing, 2000). Os fagos também podem ser utilizados no controle
ambiental como indicador de agentes patogénicos em agua e solo; e na area
humana em relacdo a multi resisténcia das bactérias patogénicas, a terapia fagica
pode ser um método de escolha para o tratamento destas infec¢cbes e/ou

potencializar a atividade das drogas.

A terapia com bacteriéfagos para o controle microbiolégico pode ser um meétodo
promissor, apresentando vantagens em comparagcdo com 0s outros métodos: 0s
fagos se replicam apenas no subconjunto alvo de bactérias, sdo auto-limitantes, ou
seja, se replicam somente na presenca da bactéria, podem ser administrados em
dose Unica e ndo apresentam efeitos paralelos indesejaveis (Atterbury et al., 2007).
O estudo de bacteriéfagos podera levar ao desenvolvimento de tratamentos de baixo

custo, novos testes diagndsticos e vantagens para diversas areas da ciéncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar uma revisdo sistematica da literatura sobre bacteriéfagos abordando
conceitos como: estrutura da particula, biodiversidade e possiveis aplicacdes da

terapia com fagos.

2.2 Objetivos especificos

e Pesquisar artigos sobre bacteriéfagos (definicdo, estrutura, tipos e
caracteristicas)

e Pesquisar artigos sobre as possiveis aplicac6es da terapia por fago

e Discutir comparativamente os resultados obtidos nos artigos assim como as

vantagens e limitagcdes das terapias que utilizam bacteri6fagos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Historico

A historia da fagoterapia iniciou-se com o relato de Ernest Hankin em 1896, que
observou um agente filtravel com acdo antibacteriana capaz de matar o Vibrio
cholare nas aguas dos rios Ganges e Jumna, limitando a expanséo das epidemias
de célera. No ano de 1898 o bacteriologista russo Gamaleya observou um fendmeno
similar em um trabalho com Bacillus subtillis, mas essas descobertas ndo foram
exploradas (Sulakvelidze et al., 2001). Em 1915 o assunto da terapia fagica foi
reintroduzido pelo microbiologista Frederick Twort. Na tentiva de cultivar virus em
meios artificiais, inoculou - se em uma placa de agar nutritivo o Vaccinia virus na
esperanca de obter um modo de multiplicacdo do virus sem precisar de células
animais. Mas na placa foi observado apenas o crescimento de bactérias
contaminantes e com as colonias apresentando mudanca visivel, um aspecto
aguoso, mais transparente e que algumas haviam perdido a capacidade de
crescimento. O fendmeno foi denominado de transformacdo transparente. Twort
publicou um artigo sobre este estudo, concluindo que havia um virus que era capaz
de infectar e matar as bactérias, mas sua pesquisa foi interrompida devido a

segunda Guerra Mundial, ndo levando esta descoberta em frente (Deresinski, 2009).

Somente 2 anos mais tarde em 1917, Felix D’'Hrelle um bacteriologista canadense,
estudando a causa de uma grande epidemia de disenteria que devastava a Europa,
isolou o bacilo da disenteria e o cultivou em meios de cultura artificiais, observando
gue enquanto as bactérias cresciam apareciam halos claros indicando que naquele
local ndo havia crescimento do bacilo. Os halos foram denominados de placas.
D’Hrelle concluiu que, o agente responsavel pela formacgéo das placas era um virus;
capaz de lisar bactérias, denominando-os de bacteriofagos (Summers, 1999). D’
Herelle tentou utilizar fagos para tratar a disenteria. Estes experimentos foram
realizados no hospital Enfantes Malades em Paris no ano de 1919. Os pacientes
tratados com a fagoterapia apresentaram melhora logo apos a primeira dose. D’
Herelle e seus companheiros continuaram utilizando a fagoterapia para tratar varias

doencas como a célera e a peste bubdnica na india (Campbell, 2007).
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Nas décadas de 1920 e 1930, D'Herelle dedicou seu tempo nos estudos do possivel
uso de bacteriéfagos na area médica, mas esta pesquisa nao rendeu muitos frutos.
Mas ja sabiam que existiam bacteri6fagos liticos e lisogénicos, caracteristicas que
futuramente seriam de grande relevancia cientifica. D’'Herelle chegou a comercializar
preparacdes de fagos para terapia de doencas infeciosas. Estes produtos Bacte'-
coli-fago, Bacte'-phage-intesti, Bacte'-pyo fago, e Bacte'- Staphy-fago eram
comercializados pela Societe Franco (Deresinski, 2009). Mas com a introdugéo das
sulfonamidas e penicilinas para tratamento das doencas infecciosas, a fagoterapia
foi esquecida. Em 1938 os fagos passaram a ser utilizados como modelos para
estudo da replicacdo viral. Ellis e Delbr projetaram uma curva de crescimento, para
avaliar a liberacdo de novas particulas fagicas pela célula, definindo o periodo de
laténcia quando se perde a infectividade viral. Tom Anderson em 1942 obteve a
primeira imagem de microscopia eletrénica de um fago. No ano de 1946 foi
realizado o primeiro curso para estudo dos fagos no Laboratério de Cold Spring
Harbo nos EUA.

Os anos de 1950 e 1975 foram periodos marcados pelas intensas pesquisas com 0s
bacteriéfagos. Destacando as trés principais areas: infeccdo de Escherichia coli por
fagos liticos, natureza da lisogenia de fago lambda e replicagédo e propriedades dos
fagos. Durante este periodo, dois experimentos foram de grande relevancia. No ano
de 1952 os pesquisadores Hershey e Chase utilizaram proteinas virais marcadas e
acidos nucléicos, para estudar o processo de infec¢cdo do fago e suas alteracdes na
célula, com a incorporacdo do DNA do fago com o DNA da célula hospedeira,
observaram que o DNA da bactéria tinha todas as informacdes necessarias para
produzir novos virus. O segundo experimento foi realizado em 1953, no qual foi
identificada uma nova base de hidroximetilcitosina, no DNA do fago T, que substituia
o lugar da citosina no DNA bacteriano. Esta descoberta abriu caminhos para novos
estudos, sobre como o fago introduzia informacdes genéticas para a producdo de

novas enzimas na célula bacteriana (Campbell, 2007).

Em 1954 Jacob e Wollman, em suas pesquisas com fagos lisogénicos no Instituto
Pasteur, observaram que 0 virus se comportava como um gene bacteriano em um
cromossomo da bactéria, sugerindo que o material genético viral poderia ser

mantido em estado de laténcia nas bactérias por regulacdo negativa. Esta
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observacdo deu inicio ao estudo do modelo Operon e a natureza da regulacao
génica (Campbell, 2007). Nos anos de 1963 a 1969, Inchley mostrou que o sistema
reticulo endotelial conseguia remover fagos injetados por via intravenosa. Na década
de 70 Geier realizou um estudo para avaliar a eficacia da fagoterapia por via oral. E
concluiu que esta via de administracdo era ineficaz para a distribuicdo sistémica.
Nos anos 80 Smith e Huggins realizaram varias experiéncias de terapia fagica e os
resultados foram mais eficazes que o tratamento com antibioticos. Na mesma época
o Instituto de Imunologia e terapia experimental em Wrocow comecga a tratar seres
humanos com a fagoterapia (Hynes et al.,1995). Em 1990 e 1996 as industrias de
biotecnologia comecam a explorar a terapia fagica nos paises ocidentais, neste
periodo também ocorreram estudos da farmacocinética da terapia com fagos
(Garvey et al., 1996). Nos anos de 2002 e 2003 foi realizada a fagoterapia para
Enterococcus resistentes a vancomicina e S.aureus metilicina resistente em

camundongos (Stummeyer et al ., 2006).

3.2 Taxonomia

David Baltimore em 1971 desenvolveu o sistema de classificacdo de virus, que é
baseado na sintese de RNAm Viral. O sistema de Baltimore agrupa os virus em sete
classes de acordo com seu genoma (DNA e RNA, fita dupla ou simples) modo de
replicacdo e expressao génica. Os fagos pertencem as classes: | (DNAds que fazem
a transcricao do mRNA por assimetria), Il (DNAss da mesma polaridade do mRNA),
[l (RNAds que fazem a transcrigdo do mRNA por assimetria e produz RNAmM

diretamente) e IV (RNAss de sentido positivo).

O Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, 2009) estabelece critérios
taxonémicos para diferenciacdo entre as Ordens, Familias e Géneros. Dentre eles
0S mais importantes sao: tipo de organizacdo do genoma viral, estratégia de
replicacdo viral e estrutura do virion. Para diferenciacdo de espécies alguns critérios

estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1- Propriedades taxonémicas dos virus

Propriedades Taxonémicas

Morfologia

Tamanho, forma, presenca ou auséncia de envelope, simetria do

capsideo, estrutura.

Propriedades fisicas-

guimicas

Massa molecular, estabilidade (pH, temperatura)

Propriedades do Genoma

DNA ou RNA
Tamanho do genoma (kb/kbp), acidos nucléicos, genoma linear

ou circular, fragmentado ou néo.

Proteinas Virais

Quantidade e funcdes

Propriedades Bioldgicas

Hospedeiro, modo de transmissao, distribuicdo geografica,

patogenicidade.

Fonte: ICTV, 2009

Os bacteriéfagos sdo agrupados em 13 familias. Os fagos que possuem na sua

estrutura uma cauda pertencem a ordem Caudovirales e correspondem a 96% dos

fagos descritos. Cerca de 60% dos fagos com cauda longa e nao contratil pertencem

a familia Siphoviridae, 25% dos fagos com cauda contrétil sdo Myoviridae e os de

cauda curta e ndo contratil sdo Podoviridae. Os 4% dos fagos restantes distribuem-

se pelas outras 10 familias (Figura 01) (Madigan et al.,, 2008; Birge,1994,

Ackermann, 1999).

ssDNA

dsDNA

1

Microviridae

\H/ Podoviridae
Myoviridae

_——

wahhzjifyﬁ

e

>

Inoviridae

J T >
=
Corticoviridae

.

Tectiviridae

)

Fuselloviridae

(>

Sitovincas Plasmaviridae

= 1

ssRNA

O

Leviviridae

Rudiviridae

©

Cystoviridae

Lipothrixviridae

dsRNA

Figura 01: Representacdo das 13 familias descritas para a classificacdo dos fagos
Fonte: Proenca, 2009.
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Na tabela a seguir estdo descritos alguns exemplos das familias mais

predominantes conforme o ICTV.
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Tabela 2 — Descrigcdo e taxonomia de algumas familias de bacteri6fagos.

Familia Géneros /Espécies Caracteristicas Classificagéo

de Baltimore

Siphoviridae Género A-like viruses, espécie tipo: Fago A de
Enterobacteria Genoma DNAfd que sintetiza
Género T4-like viruses; espécie tipo: Fago T4 de RNAm diretamente/ forma de Classe |
Myoviridae Enterobacteria replicacdo pelo método semi-
Género Mu-like viruses; espécie tipo: Fago Mu de conservativo.
Enterobacteria
Podoviridae Género T7-like viruses; espécie tipo: Fago T7 de
Enterobacteria
Caudovirales Género Inovirus; espécie tipo: Enterobacteria phage
Inoviridae M13
Género Chlamydiamicrovirus; espécie tipo: Chlamydia Genoma de DNAfs que utiliza um
Microviridae phage 1 intermediario de DNAfd para Classe I
Género Microvirus; espécie tipo: Enterobacteria phage sintetizar RNAm.
phix 174
Cystoviridae Género Cystovirus; espécie tipo: Pseudomonas phage Virus com genoma de RNAfd que
phi 6 sintetiza RNAm diretamente Classe Il
N&o inserido a
uma ordem Leviviridae Género Levivirus; espécie tipo: Enterobacteria phage Genoma de RNA de sentido Classe IV
MS2 positivo

Fonte: ICTV, 2009
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3.3 Estrutura da Particula

A maioria dos bacteriéfagos contém genomas de DNA dupla fita sendo o tipo mais
comum encontrado no ambiente. Mas existem aqueles com genomas de RNA de fita
simples, de fita dupla segmentado e DNA de fita simples que n&do apresentam
envelopes lipidicos. As particulas virais dos fagos com genoma DNA apresentam 0s
seguintes componentes: cabeca, cauda, colarinho, fibras da cauda, placa basal e
espiculas da cauda (Figura 02). Geralmente os bacteri6fagos de DNA dupla fita
apresentam cauda como os fagos T2, T4 e MU. As caudas sdo contrateis sendo
essenciais no processo de penetracdo do material genético. Existem aqueles que
apresentam a cauda flexivel como o fago lambda (Madigan et al., 2008, Demuth et al.,
1998).

RNA & © ms2 fd ()66
fsDNA
B ox174
fd, M13
fdDNA

Figura 02: Estrutura de bacteriéfagos e microscopia eletrdnica do fago T4.
Fonte: Madigan et al.,2010
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3.4 Ciclo de Multiplicacdo dos Bacteriofagos

Quando um fago infecta uma bactéria permissiva acontecera: a lise ou a lisogenia da
bactéria. Quando ocorre a lise 0 metabolismo da bactéria é reorientado para a sintese
do DNA genbmico do virus e das proteinas, para produzir as particulas fagicas
maduras (Figura 03). Usado o material celular disponivel a célula é lisada e libera os
virus maduros, capazes de reinfectar novas bactérias (Hanlon, 2007). A evidéncia
visual da acdo do fago é conseguida pela cultura da bactéria em meio sélido, em
camada uniforme e infeccdo de algumas células com o bacteriéfago. A camada de
bactérias, naturalmente opaca, apresenta circulos claros correspondentes aos locais
em que um fago infectou e destruiu a populacdo de células vizinhas, formando as

placas virais (figura 04).
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Figura 03: Curva da replicagéo viral Figura 04 :Placas virais formadas por
Fonte : Madigam et al., 2010 fagos liticos.

Fonte: Madigan et al., 2010

Varias etapas do ciclo de replicacao dos bacteriéfagos sédo similares as de qualquer
outro virus, como as etapas de adsor¢ao e injecao do acido nucléico que sdo comuns

aos ciclos liticos e lisogénicos.

A primeira etapa da replicacdo viral € a adsorcao, sendo constituida por trés fases:

contato inicial, ligacao reversivel e ligacao irreversivel. O contato inicial ocorre através
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dos efeitos de difusdo e movimentos Brownianos. Segue-se entédo a ligacao reversivel,
uma ligacdo mais fraca através da associacao de qualquer estrutura fagica a superficie
celular. A ligacao irreversivel ocorre entre o fago e os receptores da célula hospedeira
através da especificidade. Esses receptores podem ser proteina de membrana externa,
lipossacarideos, F+ (pillus) e outros (Weinbauer, 2003). ApOs adsor¢cdo ocorre a
penetracdo dos virus, que pode acontecer dos seguintes modos, injecdo do acido
nucléico, onde o fago contrai a cauda através da membrana celular da bactéria e injeta
o0 &cido nucléico (Campbell, 2007). Os fagos que penetram por endocitose s&o
englobados pela membrana plasmatica e ficam no interior de vesiculas nas células,
essas vesiculas podem fundir-se em endossomas para digestdo do capsideo viral,
liberando o &cido nucléico, os fagos com envelope penetram na célula hospedeira
através da fusdo do envelope com a membrana celular. Em seguida ocorre a etapa de
desnudamento, separacdo fisica do acido nucléico viral dos outros componentes
estruturais do virion. Geralmente os nucleocapsideos contém polimerases e 0 seu
desnudamento ocorre em pH acido. Nesta fase acontece a perda da infectividade do
virus original denominada de periodo de eclipse (Ver figura 03) (Silankorva, 2004).

Os virus temperados ou lisogénicos assumem um estado de laténcia, em que seu
genoma é replicado com o genoma do hospedeiro, sem provocar a morte celular. O
DNA do fago € integrado no cromossoma da bactéria e esta se replica normalmente.
Mas ocasionalmente uma destas bactérias entra em ciclo litico e libera os virus
capazes de infectar outras células (Weinbauer, 2003). A lisogenia provavelmente
apresenta importancia ecolégica, uma vez que a maioria das bactérias isoladas da
natureza encontra-se em estado de lisogenia para um ou mais bacteriéfagos (Figura
05) (Campbell, 2007).

Segundo Liemann et al (2002), os estudos com bacteriéfagos proporcionaram o
conhecimento a respeito dos virus lisogénicos, demonstrando em seus experimentos
gue um virus lisogénico se comporta como um gene bacteriano em um cromossomo de
uma bactéria, sugerindo que o material genético viral foi mantido em repouso em

bactérias por regulacdo negativa.
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Mas se o fago for virulento, ou seja, se realiza o ciclo litico, este redireciona o
metabolismo do hospedeiro para a producdo de novos fagos. Os fagos virulentos ou
liticos promovem a lise ou morte de seus hospedeiros apos a infeccdo. Esses fagos
sdo designados como T1, T2 e assim sucessivamente até T7. Um ciclo litico dura em
média 25 minutos, mais de cem novas particulas virais sdo liberadas de uma célula
hospedeira. A lise da célula ocorre devido a producdo de uma enzima litica, a lisozima
T4 que degrada o peptideoglicano da célula hospedeira (Figura 05 e 06) (Madigan et
al., 2008).

A producdo de proteinas especificas apresenta duas fases: A fase inicial que se
caracteriza pela sintese de enzimas e substratos para posterior replicacdo do acido
nucléico e a fase final ou tardia (maturacdo), onde sdo sintetizadas proteinas
estruturais virais e enzimas necessarias para a morfogénese do capsideo e
empacotamento do acido nucléico, levando a formacéo de particulas virais (Figura 03).
A liberagdo das particulas virais e outros componentes celulares é a etapa final de um
processo litico. O peptideoglicano tem que ser hidrolisado através de endolisinas que
atacam a porcdo mureina da parede celular, e a membrana celular tém que ser

destruida pelas holinas, liberando as particulas virais (Young, 2005).
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3.5 Biodiversidade

A abundancia dos bacteriéfagos varia em diferentes ambientes e esta diretamente
relacionada com a abundancia de seus hospedeiros (bactérias) ou sua atividade. A
maioria dos virus encontrados no ambiente séo tipicamente fagos. A seguir estédo

descritas a diversidade viral e suas caracteristicas.

3.5.1 Bacteriéfagos com genoma de DNA de fita dupla

T4

O fago T4 é o mais estudado, e sua particula é extremamente complexa, possuindo
cauda longa, placa basal com pontas curtas e seis longas fibras da cauda retorcida.
O genoma do T4 corresponde a uma molécula de DNA linear, de fita dupla com
cerca de 168.903 pares de bases que codifica mais de 250 proteinas diferentes e
varios RNAts diferentes (ModA & ModB, 2004). O DNA do fago T4 contém a base
5- hidroximetilcitosina que corresponde a residuos de glicosideos em vez de
citosina. Moléculas de DNA com esta modificacdo sdo mais resistentes as enzimas
de restricdo, estando mais protegido contra as defesas do hospedeiro. Seus
hospedeiros séo certas linhagens de Escherichia coli , e estes virus fazem parte do

grupo de cianofagos (ver figura 07) (Madigan et al., 2008, Petrov et al., 2010)

Figura 07: Microscopia eletronica do Fago T4
Fonte: Chibani-chennoufi et al., 2004

T3eT7

Sao virus relativamente pequenos apresentam cauda curta e infectam Escherichia
coli e algumas linhagens dos géneros Shigella e Pasteurella (Figura 08). Séo
denominados de colifagos. Seu genoma corresponde a uma molécula de DNA
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linear de fita dupla. O genoma do fago T7 contém cerca de 39.936 pares de base
(pb) que se distribuem em uma molécula de DNA linear de fita dupla. Cerca de
92% do DNA codificam proteinas (Petrov et al., 2010).

Figura 08: Microscopia eletrénica do Fago T3 e T7
Fonte: ICTV, 2009

MU- virus transponivel

Outro bacteriofago de DNA dupla fita € o MU que corresponde a um virus grande
com cabeca icosaédrica, e no qual a maior parte da informacdo genética esta
envolvida na sintese das proteinas da cauda e cabeca (Figura 09). E um virus
temperado e foi denominado como MU por ser mutador, ou seja, é capaz de induzir
mutacfes no genoma de seu hospedeiro. O fago MU é muito utilizado na
engenharia genética, constituindo-se numa ferramenta valiosa devido aos
mecanismos de transposicdo replicativa. Apresenta elementos transponiveis que
sao sequéncias de DNA que exibem habilidade de se mover de um local para outro

no genoma do hospedeiro (Pato & Oram, 2004).

Figura 09: Microscopia eletrénica do Fago MU
Fonte: www.ucm.com.br
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Bacteriéfago lambda

O bacteriofago lambda é um dos virus temperados mais estudados e amplamente
utilizado na engenharia genética como vetor de clonagem de DNA recombinante. O
bacteriéfago lambda infecta Escherichia coli e Citrobacter freundii. (Fogg et al.,
2010). Morfologicamente, as particulas do fago lambda sao similares as de muitos
outros bacteriéfagos (Figura 10). Seu genoma consiste em uma molécula de DNA
dupla fita linear, que apresenta uma cauda de 12 nucleotideos de comprimento na
extremidade 5’ de cada uma das fitas. Essas extremidades sdo complementares,
ou seja, coesivas. Quando as duas extremidades encontram-se livres na célula
hospedeira associam-se e originam um genoma circular de fita dupla com 48.502
pares de bases. (Madigan et al., 2008, Pal et al., 2007).

Figura 10: Microscopia eletrénica do Fago lambda
Fonte: Chibani-chennoufi et al., 2004

3.5.2 Bacteriofagos de DNA de fita simples: virions icosaédricos

Estes bacteri6fagos correspondem aos virus da classe Il do sistema de
Classificacdo de Baltimore. Os bacteriéfagos da classe Il sdo senso positivo e
apresentam genoma de DNAfs que utiliza um intermediario de DNAfd para
sintetizar RNAmM. Antes que o0 genoma seja transcrito a fita complementar deve ser
sintetizada. Um dos fagos desta classe € o @ X174 importante nos estudos de
replicacdo de DNA que € uma importante ferramenta na engenharia genética

(Tiemann et al., 2004). O bacteriéfago @ X174 foi o primeiro a ser completamente
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sequenciado. Seu genoma apresenta cerca de 5.836 nucleotideos e seqiéncias de
codificacdo para pelo menos 10 proteinas importantes para sua replicacdo. Os
fagos @ X174 sédo pequenos virus de 25 nm e DNA circular, que possuem apenas
uma quantidade limitada de informacdo genética em seu genoma (Figura 11),
utilizando a maquinaria de replicacdo de DNA da célula hospedeira na replicacéo
do DNA viral. Este fago tem como hospedeiro especifico as células de Escherichia
coli (Madigan et al., 2008).

Figura 11: Microscopia eletronica de particulas e DNA do fago @ X174
Fonte: ICTV, 2009

3.5.3 Bacteriofagos de DNA de fita simples: Virions filamentosos

Os fagos filamentosos de DNA apresentam simetria helicoidal. O membro mais
estudado deste grupo € o M13 (Figura 12) (Straus et al.,2008). O fago M13 infecta
Escherichia coli, penetrando apds se ligarem ao pillus da bactéria. Apesar de sua
estrutura ser linear, seu DNA é circular. Estes fagos apresentam uma propriedade
interessante, pois sao liberados sem matar a célula hospedeira. A célula
hospedeira pode continuar se multiplicando enquanto libera as particulas virais
(Hemminga et al., 2010). O fago M13 é muito utilizado como vetor de clonagem e
também como modelo bioldgico para a nanotecnologia. O fago M13 € um virus de
alta taxa de producédo, composto por cinco proteinas modificadas envolvidas na

formacéo do capsideo.
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Figura 12: Microscopia eletronica do fago filamentoso M13
Fonte: ICTV, 2009

3.5.4 Bacteriéfagos de RNA

Os fagos de RNA sao pequenos, com 26nm aproximadamente e de simetria
icosaédrica, com 180 coépias da proteina do capsideo por particula viral. Um
exemplo é o fago MS2 que infecta Escherichia coli, muito utilizado no controle de
contaminacdo de agua. Seu genoma € composto por 3.569 nucleotideos que
codifica apenas quatro proteinas (proteinas de maturacdo, capsideo, lise e RNA
ligase) (Madigan et al., 2008). Muitos bacteri6fagos apresentam genoma de RNA
na configuracdo positiva, mas o grupo de bacteri6fagos de RNA que infectam
bactérias entéricas somente as infecta quando estas apresentam plasmideo
conjugativo que permite a bactéria atuar como célula doadora (F+) no processo de
transferéncia de genes. (Figura 13) (Shin & Sobsey 2003).

Figura 13: Microscopia eletrénica de particulas do fago MS2
Fonte: ICTV, 2009

4 Aplicacdes de bacteriofagos como controle microbiolégico (Aplicacbes
biotecnoldgicas dos bacteriéfagos)
A fagoterapia € o uso do fago litico para prevenir infeccdes e contaminacdes

bacterianas. O conhecimento sobre terapia por fago permite-nos considerar estes
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virus como uma arma poderosa contra bactérias (Hanlon, 2007). Sulakvelidze et al
em 2001, afirmaram que varias caracteristicas tornam os bacteriéfagos atraentes:
podem ser utilizados como agentes terapéuticos, agentes de controle bioldgico, e
sao auto-replicantes, etc.

Os bacteriofagos se constituem em uma ferramenta natural, ndo toxica, viavel para
o controle de diversos patdgenos, podendo ser isolados do solo, da agua, do fundo
do oceano, e do corpo de animais, pois os fagos se propagam em bactérias que
sao simbidticas ou patogénicas aos organismos mais evoluidos. Sabe-se que os
bacteriéfagos sdo muito comuns no trato gastrointestinal e junto com as bactérias
hospedeiras sdo um importante componente da flora intestinal. Muitos resultados
de pesquisas reportadas no passado mostraram eficiéncia variada na aplicacao
dessa terapia, no entanto estudos mais recentes e rigorosos tém demonstrado a
efetividade da terapia fagica. Com o presente conhecimento que se tem dos fagos
e genética bacteriana € possivel driblar os problemas encontrados em tentativas
anteriores de se usar os fagos como agente antimicrobiano natural (Merril et al.,
2003).

4.1 Bacteriofagos como controle microbiol6gico de alimentos

A maioria das doencas alimentares tem sido associada ao consumo de alimentos
mal cozidos e contaminados com agentes bacterianos patogénicos (Ackers, et al.,
1998). No entanto a descontaminacdo de frutas, legumes e carnes € um grande
desafio, uma vez que as técnicas empregadas utilizam tratamento dos alimentos
com produtos quimicos antibacterianos, que podem ser eficazes, mas sua intensa
utilizacdo tem levado a emergéncia de mecanismos de resisténcia, diminuindo a
acdo destes. Ressalta — se também que estas substancias podem ser prejudiciais a
saude. Varios agentes patogénicos estao relacionados com os surtos de infeccao
alimentar em nivel mundial. As cepas de Escherichia coli e Salmonella sp sao as
mais comumente relacionadas aos surtos de contaminacdo alimentar. As carnes de
varejo podem ser um reservatorio destes agentes, causando infec¢des extra-
intestinais em humanos (Vicente et al., 2010). O Campylobacter jejuni € uma das
principais causas de doenca entérica na Inglaterra sendo responsavel por

aproximadamente 350 mil casos no ano de 2000. A infeccdo humana pode ser
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adquirida pelo consumo de carne de frango mal cozida (Newell &. Fearnley, 2003).
Seu reservatério natural sdo as aves de capoeira, e a diversidade genémica do
C.jejuni limita a aplicagdo de métodos como a utilizacdo de antibidticos para
controle do agente (Dworkin & Blaser, 1997).

A Listeria monocytogenes, causadora da listeriose, tem sido detectada em surtos
graves de origem alimentar, podendo ser isolada de uma variedade de alimentos
prontos para consumo. Este agente representa um grande risco para saude publica
no qual a legislacédo européia estabelece como critério de seguranca alimentar a
auséncia do microrganismo em 25g de alimento (Dupont & Augustin 2009). Estima-
se que cerca de 2.000 internacbes e 500 mortes ocorrem anualmente nos EUA

devido a contaminacao por Listeria monocytogenes (Guenther et al., 2009).

Em 2009, a Autoridade Européia da Seguranca dos Alimentos (AESA) publicou um
relatério dos riscos biologicos para seguranca dos alimentos afirmando que os
bacteri6fagos, poderiam ser uma forma eficaz de eliminar patdégenos especificos
dos alimentos. Atualmente a garantia da seguranca microbiologica na alimentacéao
€ baseada em principios que envolvem um vasto leque de medidas de controle
aplicadas coordenadamente em todas as etapas da cadeia alimentar. A
descontaminacdo de um grande numero de diferentes produtos alimentares tem
sido descrita na literatura. Alguns processos envolvem a aplicacdo de
microrganismos vivos para inibir ou erradicar a patogenicidade e / ou bactérias
decompositoras nos alimentos. Para este propdsito, a utilizacdo de bacteriéfagos
tem atraido recentemente um interesse crescente. O relatério da AESA analisou a
fagoterapia principalmente para os tipos de alimentos mais importantes de origem
animal (carne e produtos a base de carne, leite e derivados). No relatorio foi
indicado que os bacteri6fagos tendem a persistir mais tempo do que as bactérias e
se comportam como particulas inertes no ambiente. No entanto, a sua atividade
antibacteriana de longo prazo é reduzida em superficies secas e sua persisténcia
nos alimentos varia em cada tipo de bacteriéfago e com as condi¢cfes de aplicacao.
Fatores que estdo associados com a eficacia do uso dos bacteriéfagos sdo a dose

e fatores fisico-quimicos associados com os alimentos, tais como pH, umidade e
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temperatura. A refrigeracdo, por exemplo, melhora a persisténcia de bacteriéfagos

sobre as superficies de carne e produtos lacteos (Weekly,2009).

Em 2007 Atterbury e colaboradores realizaram um estudo de terapia com
bacteriéfagos para testar a reducdo da colonizacdo de salmonela em frangos.
Neste trabalho foram isolados bacteri6fagos de vérios sorotipos de salmonela, os
fagos isolados foram administrados nas aves. Apés o periodo de 36 a 38 dias as
aves foram avaliadas através da contagem de amostras de salmonela e fago do
ceco, e o0s resultados obtidos indicaram a diminuicdo de salmonela quando
administrado um titulo mais alto de fago especifico do seu hospedeiro. O trabalho
também descreve alguns questionamentos quanto a terapia e que se referem ao
periodo de aplicacdo, idade e dose, e em especial destaca a possivel resisténcia
das bactérias aos fagos. Abulazed et al, em 2007 descreve a redugéo experimental
de E.coli O157 : H7 na contaminacdo de superficies duras e alimentos como ,
tomates, espinafre, brécolis e carne moida. Conforme OMS (2002) outro aspecto
importante € a contaminacdo de equipamentos, instalacdes de processamento de
alimentos por bactérias patogénicas que podem ser veiculadas por bioterroristas. O
uso de quimicos para desinfeccdo de superficies duras pode ser eficaz, mas muitos
apresentam atividade corrosiva e toxica. Para testar a terapia fagica um coquetel
de fago ECP-100 de E.coli O157:H7 de bacteriéfagos especificos foi utilizado para
o estudo nas concentracdes de 10'°, 10° e 10® PFU/mL. A atividade litica foi
avaliada. O resultado obtido foi a reducéo significativa de 99% - 94% de cepas de
E.coli O157:H7 viaveis.

El Shibiny et al em 2005 avaliaram a diversidade de espécies de Campylobacter
presentes em sistema de criagdo de frangos ao ar livre e organicos assim como a
susceptibilidade deste agente aos fagos. A espécie predominante foi o
Campylobacter jejuni e os resultados obtidos na terapia fagica demonstraram a
reducao significativa de Campylobacter jejuni no rebanho organico ao 28° dia da
terapia. Em contrapartida Scott e colaboradores em 2007 avaliaram a dinamica do
genoma de Campylobacter jejuni e a resposta na predacdo de bacteriéfagos. Alguns
trabalhos descrevem a resisténcia aos bacteriéfagos em frangos de corte devido a
rearranjos gendmicos, que causam inversdes intra gendmicas levando a resisténcia

aos bacteriofagos. Uma das maiores preocupacdes em relagcéo a terapia com fagos
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para C. Jejuni € a possibilidade dos fagos MU temperados capazes de induzir
mutacfes, estarem associados a determinantes de viruléncia. Um exemplo sdo os
genes que codificam as toxinas da difteria e E.coli verotoxigénica (Nechaev &
Severinov, 2009). Com estas hipoteses o principal beneficio terapéutico seria reduzir
temporariamente a transmisséao e eliminacao de C.jejuni em vez de elimina-lo. No
trabalho de Scott e colaboradores em 2007 foi realizado um teste in vitro, no qual
identificaram 91% de isolados resistentes aos fagos devido as inversdes intra

gendmicas.

Segundo Kim e colaboradores (2008), as plantas (fabricas) de processamentos de
alimentos nos EUA apresentam frequentes contaminagbes por Listeria
monocytogenes, bactérias formadoras de biofilmes e resistentes a varios tipos de
desinfetantes. Neste trabalho foram identificados 12 tipos de fagos e seus
respectivos hospedeiros (diversas espécies de Listeria e principalmente Listeria
monocytogenes), no qual algumas cepas de Listeria monocytogenes apresentaram
resisténcia aos fagos diminuindo a capacidade de adsorcdo do virus. Em
contrapartida Guenther e colaboradores (2009) realizaram um estudo com fagos
virulentos para o biocontrole de Listeria monocytogenes em alimentos prontos, como
fermentados, queijos e carnes. Neste estudo foram selecionados 8 tipos de
alimentos (salsichas, queijos, leites fermentados, mariscos cozidos, carnes de peito
de peru, etc.) freqientemente contaminados com L. monocytogenes. Os alimentos
foram contaminados experimentalmente e infectados com fagos na concentracdo de
10® PFU/g ou ml de alimento. Os alimentos foram incubados em temperatura prépria
de armazenamento, e também em temperatura mais elevada proxima a temperatura
ambiente. Apdés 0 armazenamento as bactérias viaveis foram quantificadas. As
figuras a seguir apresentam os resultados obtidos com a utilizacdo da fagoterapia

realizada neste experimento.

A figura 14a demonstra a reducao de Listeria monocytogenes em salsichas e leite
achocolatado, o teste foi realizado a 6°C por 13 dias. A reducdo de Listeria
monocytoegens na salsicha foi de 10" para 10> UFC/ ml e no leite achocolatado a
reducao foi de 10° para zero. Na figura 14b o teste foi realizado a 20°C por 6 dias.

Observa-se que a fagoterapia reduziu o n° de Listeria monocytogenes, mas nao foi
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tdo eficaz quanto o primeiro teste. A reducdo na salsicha foi de 10° para

aproximadamente 10° e no leite achocolatado de 10° para aproximadamente 10°.
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Figura 14a: Efeito do fago no crescimento
de L.monocytogenes. Amostras
armazenadas por 13 dias a 6°C. Circulos
abertos controles sem o fago e triangulos
abertos amostras de alimentos tratados com
fagos. Fonte: Guenther et al., 2009

Figura 14b: Efeito do fago no crescimento
de L.monocytogenes. Amostras
armazenadas por 6 dias a 20°C. Circulos
fechados controles sem o fago e tridangulos
fechados amostras de alimentos tratados
com fagos. Fonte: Guenther et al., 2009

O sucesso da fagoterapia no controle microbiolégico de alimentos depende de

varios fatores, como carga viral utilizada, pois quanto maior o titulo utilizado maior

sera a reducdo de microganismos. Outros fatores importantes também séo o tipo

de alimento, pH, umidade, temperatura e fatores intrinsecos como forca iénica que

podem prejudicar na adsor¢cdo do fago a superficie bacteriana. Os parametros

citados sao definidos para cada alimento e podem ser alterados durante o processo

de producao (Carlton et al.,2005). Segundo os autores em estudos anteriores foi

relatada a ineficacia da terapia devido a utilizacdo de fagos temperados incapazes

de realizar o ciclo litico.

4.2 Bacteriéfagos como controle microbiolégico de biofilmes
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Véarios problemas envolvem o biofilme bacteriano, pois sdo importantes na
patogénese de infeccbes, e podem se desenvolver em uma variedade de
ambientes, como materiais cirirgicos em hospitais, sistemas de obtencédo de agua
em industrias, etc. A Pseudomonas aeroginosa e Pseudomonas fluoresecense sao
0s principais microrganismos formadores de biofilme (Figura 15 e 16). Estes
microrganismos apresentam capacidade de deterioracdo devido a producdo de
lipases termo-estaveis, proteases e leticinases, provocando o aumento da
colonizagdo de superficies inertes por outros microrganismos formando o biofilme,
sendo de dificil erradicacdo devido a resisténcia destes microrganismos aos
produtos quimicos utilizados para sua remocdo (Dogan & Boor, 2003). Outro
microrganismo de grande importancia na formacéo de biofilmes é o Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus aureus (Figura 15) freqientemente isolados de
cateter no ambiente hospitalar, sendo o principal agente causador de endocardite e
infeccbes renais. Nos EUA estima-se entre 12-25% de mortalidade devido a
formacdo de biofilmes nos instrumentos cirargicos. Os métodos de esterilizacédo
utilizados nem sempre séo eficazes para destruicdo de biofilmes em instrumentos

hospitalares, e a resisténcia intrinseca dos microrganismos as drogas sao uma

grande preocupacao, levando deste modo ao interesse da utilizacdo de fagos para
o controle (Jikia et al., 2005).

Figura 15: Microscopia eletronica de Figura 16: Microscopia eletronica de P.
biofilme formado por Staphylococcus fluorescens e fagos em lamina de aco
aureus. inoxidavel.

Fonte: Dolan, 2002. Fonte: Silankorva, 2008.
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O tratamento com bacteriofagos segundo Curtin e Donlan (2006) tem sido um
método para controlar o biofilme bacteriano, os fagos tém sido utilizados desde o
inicio do século 20 para tratar infeccbes bacterianas principalmente na Europa
oriental. Entretanto estes métodos de controle de biofilme devem ser considerados
um complemento para as demais terapias ja utilizadas (Merril et al., 2003). O
sequenciamento de DNA em larga escala, a sintese de DNA, e tecnologia de
biologia sintética permitirdo a fagotipagem e a producdo de enzimas heterdlogas
para a melhoria da terapia com fago por muitos anos (Chan et al., 2005). O FDA
em 2006 autorizou a utilizacdo de fagos para o controle de bactérias patogénicas

em ambientes industriais.

Existem varios estudos acerca do tema relacionado ao uso da fagoterapia para
tratamento de biofilmes. Em 2007 Lu & Collins realizaram um trabalho de dispersao
de biofiimes através de engenharia enzimética de bacteriéfagos. O desafio do
trabalho foi desenvolver bacteriéfagos para produzir uma enzima degradadora de
biofilmes. A enzima Dspb que € uma enzima produzida por Actinobacillus
actinomycetemcomitans que hidrolisa adesinas necessarias para a formacdo do
biofilme. A fagoterapia para reducdo de biofilmes requer um coquetel de fagos,
uma vez que a populagéo bacteriana do biofilme € variada (Andrianantoandro et al.,
2006). No trabalho de Lu & Collins em 2007 foi utilizado um Fago T7 de
Escherichia coli para codificar a enzima Dspb intracelular durante a infeccéo nas
células do biofilme, de modo que a enzima seria liberada na lise celular para o meio

extracelular (Figura 17).

Fago T7 que codifica o
gene da enzima DspB
- Lise celular, liberagéo da Dspb e

disperséo do biofilme " s in’f\le(:;\ézo
Infeccéo . o . E
inicial w # :
b
Replicacéo dos fagos e ml-_""l Irp__ & .
expresséo da DspB f » .

Figura 17: Processo de reducdo de biofilme utilizando engenharia enzimatica de
bacteriofagos.
Fonte: Adaptado de Lu e Collins, 2007.
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Em 2004, Silankorva em sua dissertacdo de mestrado estudou o controle de

biofilme de Pseudomonas fluoresecense através da terapia com fago ®S1. Sabe-se

que os estudos de controle e eliminacdo de biofilme tém demonstrado que a
comunidade bacteriana do biofilme tem apresentado resisténcia aos agentes
quimicos, além de produzir um impacto ambiental importante. Conforme os
resultados deste estudo os bacteri6fagos, sob condi¢cdes 6timas e na presenca de
hospedeiros crescidos a temperatura e meio de crescimento 6timo, sdo muito
eficientes na remocdo de biofiilmes em seu estado inicial (células aderidas a
superficies) e biofilmes maduros, tendo-se obtido percentagens de remog¢édo acima
dos 80%. Todavia, verificou-se que a infeccdo fagica € condicionada por diversos
fatores, como a temperatura, fase e meio de crescimento do hospedeiro. Estes
estudos demonstram que a fase exponencial é o ponto crucial da eficacia da
infeccdo fagica. A figura 19 apresenta o experimento de Silankorva em 2004. O
biofilme foi formado em uma placa de vidro e infectado por fagos especificos de
Pseudomonas fluoresecense a uma temperatura de 26°. (ver figura 18 e 19).

Figura 18

Figura 19

(A) (B) ©)

Figura 18 e 19: Infeccao fagica de células de Pseudomonas fluorescens, aderidas a
superficie de vidro. a 26°C.(A- 0 minuto, B — 90 minutos, C — 200 minutos).
Fonte: Adaptado de Silankorva 2004
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Os resultados dos estudos de Silankorva e colaboradores em 2008 corroboram
com os dados produzidos pelo mesmo autor em 2004. Em 2008 Silankorva e
colaboradores realizaram experimentos com a cepa de Pseudomonas fluorescens
isolada de biofilme formado em teteira de aco inox, em uma industria de laticinios.
Desafiando o biofilme formado com fagos T7 philBB-PF7A, para avaliar os eficacia
da fagoterapia em biofilmes de condicGes estaticas e dinamicas, e também nos
biofilmes novos e velhos. A concentracdo de fagos aplicada foi 10° PFU/mI. Os
testes mostraram reducdo celular maxima dentro de 4 horas para biofilmes
formados entre 24 e 72 horas. Entretanto, nos biofilmes velhos (120 e 168 horas), o
processo foi mais lento, devido ao fato das células ja estarem na fase estacionaria
atrasando o processo de lise celular e também a replicagdo viral. Mas em todas as
condi¢cdes testadas ocorreu uma reducdo de 3-5 unidades logaritmicas da
contagem de células viaveis. Os trabalhos demonstraram o potencial do fago T7
philBB-PF7A como agente de controle de biofilmes. No entanto a erradicacéo

completa nédo foi atingida em nenhum dos estudos.

Curtin & Donlan (2006), investigaram a utilizacdo de fagos para prevenir a
formacdo de biofilmes por Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus
em cateteres. Neste estudo avaliaram em sistema in vitro se um pré - tratamento
de um cateter de hidrogel, com fagos, poderia prevenir ou reduzir a formacéo de
biofilme. Os resultados sugeriram que os fagos podem ser utilizados para reduzir o
crescimento de cepas de estafilococos crescidas em biofilmes. A reducdo do
biofiilme em cateter revestido com hidrogel foi significante ap6s 24 horas de
infeccdo. Mas estes estudos nédo avaliaram a capacidade dos fagos de infectar e
lisar células em biofilmes estabelecidos, pois o biofilme de Staphylococcus
epidermidis ocorre em duas fases. Que correspondem a adesdo das células
bacterianas a superficie, seguida pelo seu acumulo e mdltiplas camadas de
bactérias formando o glicocalice (Gotz, 2002).

Outra aplicacdo do uso de fagos como agente de controle microbiolégico é a
utilizacado de endolisinas (endopeptidase e amidase) para destruicdo de biofilmes
de Staphylococcus aureus. Sass & Bierbaum em 2006, clonaram o0 gene que
codifica as endolisinas 11 e 12 que sdao enzimas hidrolases da parede celular

bacteriana. Estas enzimas sao modulares e consistem em dois dominios com
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funcdes distintas: um dominio catalitico e um dominio de ligacdo a parede celular.
As endolisinas foram produzidas e testadas in vitro em microplacas para avaliar a
capacidade litica. A endolisina 12 ndo mostrou nenhuma atividade hidrolitica em
biofilmes, mas a endolisina 11 foi eficaz na reducéo do biofilme constituindo-se em
uma estratégia promissora para combater o S.aureus nas infec¢cdes hospitalares
mediadas por biofilmes. Este trabalho est4 de acordo com os estudos de Yoong e
colaboradores (2005) que testaram endolisinas de fagos contra cepas resistentes
de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. E importante ressaltar que uma
caracteristica importante das endolisinas em relacdo aos antibioticos € seu
espectro de acdo. As enzimas sao especificas para o género bacteriano do qual o
fago deriva, ja os antibidticos apresentam um espectro de acdo muito amplo néo
distinguindo as bactérias comensais das patogénicas (Dancer, 2004).

4. 3 Bacteriéfagos como controle microbiolégico no meio ambiente.

A qualidade da agua é uma preocupacdo publica mundial, nos paises em
desenvolvimento, que apresentam o uso inadequado de agua potavel e suas
fontes. A dgua contaminada por diversos microrganismos patogénicos e insalubre
sem saneamento causa aproximadamente 1,7 milhdes de mortes por ano no
mundo. O aumento populacional, com o crescimento desordenado das cidades tem
elevado o indice de poluicdo de aguas assim como o despejo incorreto de esgotos
industriais e domésticos, sem se quer passar por um processo basico de
tratamento. Estes aspectos contribuem para o aumento de doencas transmissiveis
por fontes de aguas contaminadas como a célera, diarréia infecciosa, etc. dificultam

o tratamento destas aguas (Craun et al., 2005).

Os microrganismos indicadores fecais como os coliformes, Escherichia coli e
Enterococcus sao utilizados para avaliar a potabilidade da agua (Poullis et al.,
2005). Entretanto muitos pesquisadores acreditam que as bactérias nao sao
indicadores confiaveis e que os virus sdo mais resistentes nas aguas doce, salgada
e nas aguas em tratamento (Jofre et al., 1995). Alguns peritos da unido Européia
recomendaram a pesquisa de bacteriéfagos como bioindicadores da qualidade das

aguas em detrimento da utilizacdo de virus patogénicos. As técnicas de detecgéo
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de virus patogénicos sdo dispendiosas, complexas e demoradas. Para muitas
destas espécies virais ndo é possivel aprofundar o diagndstico de rotina para a
identificacdo de amostras diferentes de uma mesma espécie e, além disto, alguns
virus patogénicos podem apresentar distribuicdo sazonal o que dificultaria sua

identificacdo ao longo de todas as estacdes do ano (Espinosa et al., 2009).

Um bom indicador fecal deve ser sempre presente na auséncia ou presenca do
patdgeno, as caracteristicas de crescimento e persisténcia de ambos devem ser
semelhantes, o indicador deve estar presente na fonte de poluicdo em niveis
maiores que o patdgeno, deve ser resistente ao ambiente e aos desinfetantes
(Colford et al., 2007). O estudo de novas técnicas de tratamentos com o intuito de
poupar o0 uso das fontes naturais e sim tratar o esgoto para sua reutilizagcdo, sem
causar danos a saude do homem é o ponto principal a ser alcancado. Os
bacteriéfagos podem ser bons indicadores de contaminacdo fecal, devido a sua
morfologia, tamanho, estrutura e composi¢cdo, semelhantes aos virus entéricos na
agua, assim como a sobrevivéncia no ambiente por longos periodos e a tolerancia
as mudancas das condi¢des ambientais. Entretanto os métodos utilizados para a
sua deteccdo sdo mais rapidos e baratos. Nesse sentido os colifagos sdo os
bacteriéfagos mais utilizados como indicadores da qualidade da agua por sua

estrita correlacdo com as bactérias coliformes.

Livina e colaboradores em 2005 avaliaram a presenca de bacteri6fagos em duas
praias na area de Barcelona. Os resultados obtidos demonstraram a presenca de
colifagos em todas as amostras avaliadas, mesmo na auséncia de uma alta
contagem bacteriana confirmando a tese de que podem atuar como bons

indicadores.

Segundo Bryce et al (2005), o Vibrio cholerea é uma importante causa de morte
em criancas menores de 5 anos a nivel mundial, a cllera atinge véarios milhdes de
casos por ano Asia e na Africa. Nelson et al (2008), estudaram a transmissdo de
Vibrio cholerae antagonizado por fagos liticos em aguas, os resultados deste
trabalho demonstraram que os fagos exercem um impacto negativo sobre a
colonizacdo nas aguas e no homem. De acordo Jensen et al., 2006, somente
bacteriéfagos liticos podem limitar a gravidade dos surtos de cdlera, matando as

bactérias presentes nos reservatorios e em individuos infectados.
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Skraber e colaboradores em 2004, no estudo de comparacdo entre coliformes e
colifagos como ferramentas para avaliacdo da contaminacéo viral da agua do rio de
Mosela (Alemanha), foram utilizados trés indicadores bacterianos de polui¢ao fecal
(coliformes termotolerantes, enterococos e esporos de anaerdbio sulfito redutores)
com trés bacteridfagos (colifagos somaticos que sdo um grupo heterogéneo de
virus com morfologia variada e boa resisténcia ambiental, bacteriéfagos especificos
gue se constituem em um grupo ndo homogéneo do ponto de vista morfoldgico
com hospedeiros especificos e fagos de B. fragilis). O objetivo do estudo foi definir
quais indicadores seriam 0s mais adequados para avaliar a contaminacéo viral da
agua. Os resultados alcancados mostraram que coliformes termotolerantes e
colifagos somaéticos representaram a maioria, indicando a poluicdo fecal. Os
coliformes termotolerantes foram mais sensiveis a variacdes de temperatura do
que os fagos. Ainda neste estudo os virus patogénicos, Enterovirus e Norovirus
foram avaliados nas 90 amostras de agua, no qual 38% foram positivas para
Enterovirus e 27% para Norovirus. As amostras de agua positivas para Enterovirus
e Norovirus, foram testadas quanto a presenca de colifagos. Os resultados
mostraram que 0 numero de amostras de virus reduziu com a diminuicdo de
colifagos. Os autores afirmam que pode existir uma relacao entre as concentracdes
de indicadores e contaminacao viral, mas esta relacdo deve ser estudada atraves
de biologia molecular. No entanto os resultados deste trabalho concluem que os
bacteriéfagos ndo sdo somente indicadores de contaminagdo bacteriana, mas

também de virus entéricos patogénicos.

Em 2007, Love & Sobsey desenvolveram um método simples e rapido de deteccéo
de indicadores de contaminacdo fecal, quando comparado com os métodos
atualmente utilizados de cultura bacteriana e de recuperacdo de fagos. O método
baseava-se na cultura de amostras ambientais para aumentar a recuperacdo do
fago, seguido pelo teste de deteccdo do fago por aglutinagdo em latex visto que as
amostras ambientais ao contrario das humanas apresentam baixos titulos de fagos.
Foi utilizado o colifago litico que infecta bactérias do grupo coliforme e anticorpos
policlonais contra fagos de DNA e RNA (ver figura 20). O teste foi eficaz na
deteccao da presenca de fagos em amostras ambientais, e a presenca ou auséncia

de aglutinacao foi interpretada como positiva e negativa respectivamente. Segundo



46

0s autores, este ensaio para deteccdo de fagos fornece informacfes Uteis sobre
sua ecologia, propriedades e riscos a saude publica. Este método pode ser usado
para prevencdo de surtos e disseminacdo de doencas, devido a agilidade nos
resultados.
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Figura 20: Diagrama de aglutinacdo utilizando colifagos em volumes iguais de
enriqguecimentos e anticorpo marcado.
Fonte: Love & Sobsey., 2007

Em 2004, Reis realizou um estudo de controle biol6gico bacteriano e tratamento de
afluentes utilizando fagos liticos que podem ser aplicados nas Estacdes de
Tratamento de Esgoto (ETEs). O trabalho apresenta um estudo com bacteriéfagos
mutantes liticos, na reducdo de unidades formadoras de colbnias de bactérias
potencialmente patogénicas. Reis utilizou neste trabalho fagos mutantes capazes
de realizarem apenas o ciclo litico, capazes de infectar Staphylococcus aureus. Os
resultados obtidos demonstraram que o uso de fagos litico mutantes reduziu
potencialmente o numero de células viaveis de S. aureus, comprovando que
podem ser utilizados nas ETEs para diminuir a carga bacteriana contaminante
(figura 21).
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Figura 21: Curva de avaliacdo de morte celular bacteriana de S.aureus.( A) Curva
contendo apenas S.aureus, (B) Curva contendo S.aureus e fago ndo mutante. (C) curva
contendo fago mutante litico e S.aureus.

Fonte: Reis, 2004

4.4 Aplicacdes de bacteriéfagos na antibioticoterapia

Segundo Coates et al (2002), um grande problema de salude publica, € o crescente
desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos tradicionais antibiéticos, que tem
atingido niveis preocupantes. Como exemplo temos o Streptococcus pneumoniae
que foi altamente sensivel a penicilina e hoje 25% das cepas sdo resistentes.
Cerca de 70% das infeccBes hospitalares bacterianas no EUA séo resistentes a um
ou mais antibiéticos e 50% das cepas de Staphylococcus aureus isolados no Japéo
sdo multiresistentes. Atualmente resolugbes em curto prazo consistem na
modificacdo quimica das drogas utilizadas, para melhorar a poténcia e o espectro
de acdo. O impacto econémico das infeccbes resistentes aos antibioticos € de

aproximadamente 24 bilhdées de ddlares por ano nos EUA (Hall, 2004).

Benjamin et al em 2008, realizaram um trabalho abordando a fagoterapia e a janela
de selecdo de mutantes, que ocorre no intervalo entre a primeira e segunda dose
da antibioticoterapia. O objetivo do trabalho era inibir a resisténcia bacteriana
adquirida entre a primeira e segunda dose, para que futuramente alguns problemas

de resisténcia aos antibidticos fossem amenizados. Uma maneira de fazer isto é
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utilizar terapias de combinacdo, como coquetel de bacteriéfagos liticos (Leverentz
et al., 2003, McVay et al., 2007 ). Segundo os autores, um aspecto inovador seria a
utilizacdo de baixas doses de fagos, confiando no aumento de particulas virais
(replicagdo) durante a terapia de bacteri6fagos. Mas isto dependeria da
sensibilidade das bactérias aos virus, visto que no caso de uso de drogas, as altas

concentracfes seriam necessarias para inibir o crescimento das cepas resistentes.

Yacoby e colaboradores em 2006 e 2007 estudaram uma nova aplicacdo de
bacteriéfagos filamentosos (M13) como uma plataforma para carreamento de
drogas, para a bactéria alvo que poderia inibir parcialmente a multiplicacdo de
bactérias como o Staphylococcus aureus. O objetivo dos pesquisadores foi
elaborar uma conjugacao quimica baseada na ligacéo de drogas hidrofébicas como
o cloranfenicol, que apresenta caracteristicas como a facilidade de conjugacéo ao
fago através de antibidticos aminoglicosideos. Foi testada a capacidade da droga
alvo transportada por nanoparticulas de fago em inibir o crescimento de bactérias
patogénicas mais comuns, como 0 S. aureus resistente a meticilina, o
Streptococcus pyogenes e a Escherichia.coli. No trabalho de 2006 Yacob e
colaboradores concluiram que a conjugacéo de apenas cloranfenicol e fago néo foi
muito eficaz, pois o cloranfenicol devido a sua caracteristica hidrofobica, provocou
a precipitagdo dos bacteriéfagos e com isso somente retardou o crescimento da
bactéria. Ja no trabalho de 2007 um novo modelo de conjugacdo quimica foi
proposto, adicionando um aminoglicosideo (Neomicina) a plataforma causando a
solvatacdo de materiais hidrofobicos, obtendo assim resultados mais satisfatorios,
ou seja, a inibicdo do crescimento bacteriano. Neste trabalho os autores afirmam
que a gendmica de bactérias e fagos apresentam uma nova alternativa para a

melhoria da antibioticoterapia.

A figura 22a ilustra o desenho reacional do experimento realizado por Yacoby et al
em 2006. Em (1) esté representado a preparacao da pré-droga (Cloranfenicol), (2)
Conjugacao da pro-droga e fago, em (3) os fagos transportam a droga para o
interior das células alvo e (4) a liberacdo da droga potencializando o efeito através
da internalizacdo do antibiotico . A figura 22b apresenta a adicdo de neomicina ao

fago M13, para potencializar a a¢édo do cloranfenicol (Yacoby et al., 2007).
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Figura 22 b: Fago filamentoso M13 e conjugacéo da pré
droga cloranfenicol e neomicina
Fonte: Yacoby et al em 2007

Figura 22a: Conjugacao quimica e liberagédo da droga.

Fonte: Yacoby et al em 2006
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Em 2009 Lu & Collins projetaram um bacteriéfago para codificar proteinas alvo com
a finalidade de melhorar a morte bacteriana por antibiéticos. Pois as bactérias
apresentam um sistema de reparo de DNA denominado de resposta SOS, que faz
reparos no DNA cujo antibi6tico danificou, tornando a bactéria resistente a droga.
Neste trabalho os genes a serem expressos codificam a proteina LexA3 que néo
sofre diretamente a acdo dos antibidticos. A proteina LexA3 impede a atividade da
resposta SOS, potencializando a acdo da droga provocando a morte bacteriana. O
fago utilizado foi o M13 projetado para expressar o gene LexA3, um repressor da
resposta SOS Na figura 23 esta representado o mecanismo de inibicdo da resposta
SOS. Em (1) esta representado o bacteriofago M13 que expressa 0 gene da
proteina LexA3, em (2)- o gene codifica a proteina LexA3, a proteina interfere no
sistema SOS (3), que inibe o reparo do DNA (4). As particulas do antibiotico agem
no DNA bacteriano (5), e consegue manter sua atividade provocando a morte

celular (6), pois o sistema de reparo foi inibido.

1 Bacterlophage with exA3

¢'th3

DNA repair RBS lexASl gm 2
3
Antlblotics "'ff%“ﬁ% SOS ji— !

kg
** 5 DNA damage

I

6
En tnmd

Cell Death

Figura 23: Desenho reacional do processo de inibicdo da resposta SOS pelo fago
M13
Fonte: Lua & Collins (2009)

Segundo os autores a combinacéo de fagoterapia funciona como um adjuvante que

facilita a acdo da droga no DNA da célula hospedeira.

Outra preocupacdo da Organizacdo Mundial de saude é a multiresisténcia de

bactérias as drogas para tratamento de tuberculose, dentre elas a rifampicina e
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isoniazida. Métodos fenotipicos sao utilizados para detectar resisténcia as drogas,
mas sdo demorados. Técnica de biologia molecular tem sido empregadas para
avaliar mutagcbes que induzem a resisténcia a rifampicina, mas estes testes n&o
foram implementados em ambientes de recursos limitados (MCNerney et al., 2000).
No entanto had a necessidade de métodos mais simples, baratos e rapidos para
investigar a suscetibilidade M.tuberculosi a rifampicina. Traore et al (2007)
desenvolveram um método simples a ser aplicado nos paises em desenvolvimento.
Os autores utilizaram um micobacteriéfago, no qual o sucesso da replicacdo do
fago indicaria a presenca de micobactérias viaveis e resistentes. A rifampicina
interrompe a replicacdo do fago impedindo a sintese de RNAm bacteriano,
demonstrando que as bactérias sdo sensiveis as drogas. Os autores compararam a
eficacia do ensaio com fagos com o BACTEC 460, método atualmente utilizado
para deteccdo de cepas de M.tuberculosi e a resisténcia a rifampicina. Das 149
amostras testadas na concentracdo de 2mcg/ ml de rifmapicina, 91 foram
susceptiveis e 58 resistentes no ensaio com fagos. No Bactec 460, 35 amostras
foram resistentes. Mas com o0 aumento da concentracdo da droga para 4 e 10
mcg/ml o numero de resistentes foi de 39 no ensaio com o fago comparado com 35

resistentes no Bactec 460 (Tabela 3) .

Tabela 3: Suscetibilidade de isolados no teste BACTEC 460 e no Fago ensaio

Assay Drug concentration pg/ml Susceptible lsolates Resistant isolates

BACTEC 460 1 114 35
Phage 1 91 58
Phage 4 1o 39
Phage 10 10 39

Tabela 3: Suscetibilidade dos isolados no teste Bactec 460 e no fago ensaio.*Os 35
isolados resistente no BACTEC 460, também foram resistentes pelo fago ensaio em todas
as concentragoes.

Fonte: Adaptado de Traore et al., 2007

A incapacidade do Bactec 460 em detectar quatro isolados resistentes a rifmapicina
€ preocupante, pois o teste constitui no padrao ouro utilizado. Os autores concluem

qgue o Bactec 460 pode apresentar resultados falsos negativos e que a utilizacdo de
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fagos para detectar cepas resistentes pode ser mais eficaz, pois apresentou maior

sensibilidade e especificidade.

5 Mecanismos de resisténcia x fagos

Apesar dos potenciais beneficios descritos, alguns aspectos na terapia fagica
devem ser analisados cautelosamente. Dentre eles ressalta-se a imunogenicidade
do fago, eficacia e identificacdo da célula hospedeira, especificidade de
hospedeiro, liberagdo de toxinas e concentracéo de particulas virais (Hagens et al.,
2004, Merril et al ., 2003).

Uma das limitacdes da terapia € o risco de se encontrar bactérias resistentes aos
fagos, sendo um fendtipo de sobrevivéncia crucial para uma variedade de nichos
ecolégicos. As bactérias utilizam diversos mecanismos para a prevencao da

infeccdo mediada por bacteriéfagos (Okafor, 2007).

As enzimas de restricdo € o mecanismo mais antigo que as bactérias utilizam para
resistir & infeccdo pelos fagos. Quando o DNA do fago entra na célula este é
reconhecido pelas enzimas de restricdo que rapidamente degrada o DNA. Os fagos
tém desenvolvido estratégias para evitar a clivagem do DNA pelas enzimas de
restricdo, quando o DNA do fago é metilado este fica protegido contra as enzimas,
outra forma € a falta de reconhecimento da endonuclease devido a mutacfes

pontuais no genoma (Pingoud et al., 2005).

As bactérias desenvolvem varias barreiras para impedir a adsorcéo do fago. Estas
barreiras se caracterizam por bloqueadores dos receptores dos fagos, producao de
matriz extracelular e producao de inibidores competitivos (Labrie et al., 2010). Na
figura 24 estdo exemplificados de forma esquematica 0s mecanismos de

resisténcia das bactérias e o contra ataque dos fagos para driblar cada mecanismo.
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0 Proteina A ¢ Polissacarideo liase e hidrolase o O Receptores do fago 8 8 EPS

Proteinas (mascaram o receptor)

Figura 24: Forma esquematica dos mecanismos de resisténcia bacteriana. A — 1 e 2)
modificacdo de receptores da superficie celular e adaptacdo do fago e reconhecimento do
receptor. 3) Producao de proteinas que mascaram o receptor do fago. 4) Producédo de
proteina A. B) Producdo de EPS(polissacarideos extracelular) e bloqueio dos fagos,
producao de polissacarideos liase e hidrolase e ligacdo no receptor da célula. C) os fagos
podem reconhecer antigeno K modificado.

Fonte: Labrie et al., 2010

Outro mecanismo utilizado pelas bactérias é a prevencdo da injecdo do DNA do
fago no interior da célula bacteriana, através da producdo de proteinas que
bloqueiam a entrada do DNA, conferindo imunidade contra fagos especificos. Um
exemplo sdo as bactérias gram negativas infectadas pelo colifago T4. A proteina
Imm impede a transferéncia do DNA do fago para o citoplasma bacteriano
alterando a conformacéo do local da injecdo, mas sozinha nao confere imunidade
completa, por isso é associada a proteina de membrana SP que inibe a atividade
da lisozima de T4, que impede a degradacé&o do peptideoglicano e posterior injecao
do DNA do fago (Figura 25) (Labrie et al., 2010).
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Figura 25: Forma esquematica de prevencdo da injecdo do DNA do fago. A) Infeccdo
normal de fago T4. B) Producédo da Proteina Imm que bloqueia a translocacdo de DNA
para o citoplasma. C) Proteina Sp inibe degradagcédo dos blocos de peptideoglicano
deixando o DNA entre a camada de peptideoglicano e a membrana externa.

Fonte: Labrie et al., 2010

Zegans et al. (2009) avaliaram outro mecanismo de resisténcia e estudaram a
interacdo de fagos DMS3 (lisogénicos) com hospedeiros que apresentam
seqUéncias de DNA (CRISPR). As sequéncias de DNA CRISPR séo capazes de
bloquear plasmideos e DNA do Virus impedindo sua multiplicacdo. Mas Mutacdes
nestas regides do genoma podem resultar na perda de resisténcia aos fagos.
Outros mecanismos, como a degradacdo de acidos nucléicos, e infec¢cdo abortiva
sdo mediados pelas bactérias alvos como estratégias de sobrevivéncia. Muitas
barreiras de resisténcia aos fagos podem ser descobertas assim como muitos

mecanismos deste virus para a continuidade de sua replicacéo (Labrie et al., 2010).
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6 Concluséo

Os fagos atualmente sdo reconhecidos como grandes ferramentas biolégicas em
varias areas. A pesquisa com fagos vem passando por um renascimento,
principalmente devido as perspectivas da fagoterapia. Neste estudo foi realizada
uma revisao bibliogréafica sobre a estrutura, diversidade e as diversas aplicacdes da
fagoterapia com foco no controle de alimentos, biofilme, meio ambiente e
antibioticoterapia. Os estudos avaliados aqui revelaram a eficacia desta abordagem
na reducdo de microrganismos patogénicos em alimentos, e também na reducéo
de biofilmes, utilizando ndo s6 fagos liticos para realizar infeccdo da célula
hospedeira, como as endolisinas produzidas pelos fagos. Como controle
microbiolégico do ambiente os artigos apresentaram varias aplicacdes, como a
melhoria de indicadores de contaminacédo fecal, que de acordo com os resultados
os fagos apresentaram melhor eficacia para avaliacdo de contaminacao bacteriana
e viral em agua. Outra abordagem foi a melhoria das técnicas empregadas para
identificacdo de potabilidade da agua, o método de aglutinagcdo em latex foi
desenvolvido apresentando vantagens sobre os métodos atualmente utilizados. Os
fagos também foram avaliados como ferramentas para melhorar a acado de drogas
antimicrobianas, através de terapia combinada e expressao de enzimas especificas
para aumentar a atividade do farmaco. De uma maneira geral os fagos séo
ferramentas promissoras, mas muitos estudos devem ser realizados, pois
necessitam de condi¢cdes adequadas para manutencéo de sua replicacdo na célula
alvo. Os mecanismos de resisténcia bacterianos ainda é o ponto crucial para o
insucesso da fagoterapia, assim como o estudo dos mecanismos dos fagos para
resistir as células hospedeiras. Outros aspectos que devem ser considerados sdo a
transferéncia de genes de resisténcia a antibiéticos para outras linhagens de
hospedeiros, assim como a inducéo de fatores de viruléncia como a verotoxina em
Escherichia coli, influéncia na imunidade inata quando aplicada a terapia humana e
problemas ambientais como o desequilibrio ecologico bacteriano quando utilizados

Nno meio ambiente.
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