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RESUMO

Os bacteri6fagos séo virus estudados como agentes terapéuticos para controlar infec¢des bacterianas. Este projeto visa
identificar fagos em amostras de esgoto de Salvador. As amostras foram tratadas e os fagos identificados através de
enriquecimento em cepas de Pseudomonas aeruginosa para avaliar a atividade litica. Os resultados revelam a
identificac@o e isolamento de fagos em esgoto tratado, com potencial terapéutico para tratar infec¢fes causadas por
bactérias do grupo ESKAPE. Este estudo destaca a promissora aplicacdo dos bacteriéfagos no combate a resisténcia
antimicrobiana, um problema mundial. Nessa perspectiva, 0 projeto visa analisar a presenca de bacteri6fagos em
amostras ambientais para posterior atuagdo contra organismos multirresistentes. Os resultados podem viabilizar a
construcao de uma alternativa rentavel e efetiva contra o problema global de resisténcia antimicrobiana.

PALAVRAS-CHAVE: Bacteri6fagos; Bactérias Multirresistentes; Terapia Fagica.
1. INTRODUCAO

Os bacteriéfagos — também conhecidos como fagos - séo virus que infectam bactérias, mas ndo tem
a capacidade de atingir células eucariéticas, como as células humanas, por exemplo.! Esses organismos
foram utilizados inicialmente pelo estudioso franco-canadense Félix d’Herelle para tratar pacientes com
desinteria, ainda no século XX.2 A ideia de usar fagos como opcao de tratamento foi esquecida pelo ocidente,
mas volta a chamar atengdo da comunidade cientifica na década de 1980. Com o fim da Guerra Fria, 0s
Estados Unidos continuam a ideia da terapia fagica abandonada pelos soviéticos e iniciam em 2000 os testes
clinicos com fagos.3

Na contemporaneidade, a busca por alternativas de tratamento se tornou algo urgente. A resisténcia
bacteriana a antibidticos € um problema socioeconémico e de saude piblica em todas as nagfes do globo.*
Nessa perspectiva, 0 projeto apresenta como objetivo identificar potenciais bacteri6fagos em amostras de
esgoto da cidade de Salvador, realizar o isolamento desses organismos, avaliar a lise celular em cepas
bacterianas ATCC e efetuar a caracterizacdo dos bacteri6fagos isolados. O processo de hunting foi feito em
busca de fagos especificos para a bactéria do grupo ESKAPE - Pseudomonas aeruginosa. Dessa maneira,
os fagos encontrados poderdo ser futuramente testados contra bactérias clinicas, possibilitando analisar a
viabilidade destes para tratamento de infeccBes multirresistentes.

2. METODOLOGIA

Preparacdo das amostras: As amostras de esgoto coletadas foram recebidas, identificadas e datadas de
acordo com informacdes da coleta. Apds o recebimento, houve filtracdo e centrifugacdo das amostras
ambientais até a remoc¢édo de qualquer particula orgéanica.

Enriquecimento da amostra: Nessa etapa, o objetivo foi aumentar a concentracdo de fagos no meio
avaliado. Para isso, adicionou-se meio LB (Luria Bertani) e a bactéria diluidas em densidade 6ptica (OD) de
0,2 a amostra ambiental. O processo de enriquecimento pode ser repetido véarias vezes, porém € crucial
realizar centrifugacédo e filtracdo das amostras entre as etapas de enriquecimento.

Spot Assay: Para realizar uma triagem inicial da atividade litica dos fagos na amostra enriquecida foram
preparadas placas de petri utilizando a técnica de sobreposicao de agar duplo (Double Agar Overlay), sendo
a camada inferior composta por meio LB 1% agar e a camada superior composta pela bactéria diluida em OD
0,2 e meio LB-agar 0,5%. O enriquecimento € entdo adicionado a placa, inoculado com a bactéria alvo, e
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levada a incubacéo. Quando héa presenca de fagos para a bactéria testada, forma-se um halo no local o que
indica que houve lise bacteriana.

Purificacdo: Essa etapa é feita apos a confirmagédo da presenca de fagos. O halo formado deve ser coletado
utilizando uma ponteira e armazenados em solucdo tampdo de SM Buffer. Esse hiperconcentrado de fagos
sofre diluigBes seriadas. Apos isso, placas de sobreposicao dupla de LB-agar séo feitas com a bactéria e o
seu fago em diferentes diluicdes. O fago é entdo testado em concentracdes distintas a fim de encontrarmos
a concentracao ideal dos fagos isolados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram testadas cinco amostras ambientais oriundas de pontos estratégicos da cidade de
Salvador. As amostras foram identificadas como AN (Acesso Norte), BTS (Baia de Todos os Santos), P4
(amostra fornecida pela Fiocruz). E importante ressaltar que foi feita uma amostragem para a amostras P4, e
a esta foi dividida em A, B e C. Foi detectada a presenca de bacteriéfagos contra a cepa bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa nas amostras AN e P4 (A, B e C). Apesar da presenca de fagos nas amostras
utilizadas, notou-se uma perda progressiva da capacidade litica desses microrganismos possivelmente
relacionado a resisténcia induzida pela exposicéo prologada ao seu hospedeiro. Além disso, para algumas
amostras a realizacao de varias rodadas de enriqguecimento (média de 4) foram necessérias até uma atividade
visivelmente expressiva dos fagos, prologando o tempo de execucdo do protocolo. Na figura 1a € possivel
observar que a amostra BTS nédo apresentou halo de lise, indicando que ndo possui bacteriéfagos para
Pseudomonas aeruginosa, diferente do observado para amostra AN. No entanto, como observado na figura
1b, durante o processo de purificacdo do potencial fago presente na amostra AN, nao foi possivel observar
atividade litica satisfatoria da bactéria Pseudomonas aeruginosa. Sendo assim, néo foi possivel prosseguir
com o isolamento e armazenamento desses fagos.

Figura 1. Ensaios de Placas realizados com as amostras identificadas como AN e BTS; a) Triagem inicial
das amostras BTS e AN; b) Processo de purificagdo do fago AN.

Na figura 2, € possivel observar os ensaios de placa (spot assay) das amostras identificadas como
P4. Nessas amostras foram identificadas atividade litica de potenciais bacteriéfagos. Para isso, foram
realizados os processos iniciais de enriquecimento e ainda é necesséario seguir com o protocolo de purificacdo
para de fato atestar a capacidade litica destes potenciais fagos frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Figura 2. Ensaios de Placas realizados com as amostras P4. A) Amostra P4.a; b) Amostra P4.c; c) Amostra
P4.b.

a)

4. CONSIDERAQOES FINAIS
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Os bacteri6fagos séo considerados organismaos onipresentes, encontrados especialmente em locais
onde a vida bacteriana é abundante. Assim, fagos encontrados em aguas residuais tém demonstrado grande
potencial para o tratamento de bactérias do grupo ESKAPE. O uso de fagos pode ser uma alternativa eficaz
aos antibiéticos tradicionais, uma vez que os bacteri6fagos podem infectar e destruir bactérias especificas
sem prejudicar outras espécies benéficas ao organismo. Os resultados demonstram a existéncia de fagos
para Pseudomonas aeruginosa nas amostras estudadas, no entanto, ainda se mostra como um desafio
aumentar a viabilidade da capacidade litica desses microrganismos.

Apesar disso, bacteriéfagos seguem como um potencial e promissora aposta para a crise de
Resisténcia Antimicrobiana no planeta. E fundamental continuar investindo em pesquisas para aprimorar a
selecao e aplicacdo de fagos na terapia bacteriana, bem como para entender melhor a interacéo entre fagos
e bactérias multirresistentes.
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