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Resumo

Os ambientes industriais sdo propicios a formagdao de biofilmes devido a
presenca de microrganismos e as condig¢des favoraveis para o seu desenvolvimento. Os
biofilmes sdo responsaveis por perdas econdémicas elevadas e alteragdes da qualidade
dos produtos industriais. Devido a estes factores t€ém surgido diversos estudos com o
intuito de se obter a melhor metodologia para a sua eliminagdo. A maior parte destes
estudos baseia-se na utilizacdo de agentes quimicos que causam impactos ambientais
adversos devido a sua toxicidade e para além disso tém demonstrado fraca eficiéncia na
remogao de biofilmes das superficies industriais. Assim, ¢ fundamental investigar
agentes alternativos para a erradicacao de biofilmes.

Neste trabalho estudou-se a utilizacdo de virus bacterianos, os bacteridfagos
(fagos), na eliminacao de células de Pseudomonas fluorescens. Os fagos sdo ubiquos na
natureza, bastantes especificos e ndo tdxicos para o Homem e animais.

Esta dissertagdo encontra-se dividida em diferentes capitulos. Apds uma breve
introdugdo tedrica sobre fagos e biofilmes (Capitulo 1), encontram-se descritos, no
Capitulo 2, todos os métodos desenvolvidos e utilizados neste trabalho. Seguem-se os
capitulos referentes aos estudos de infeccdo fagica realizados com células suspensas
(Capitulo 3), biofilmes (Capitulo 4) e células aderidas a superficies (Capitulo 5). A
finalizar encontram-se as conclusodes e propostas para trabalho futuro (Capitulo 6).

De acordo com os resultados deste trabalho, os fagos, sob condi¢gdes Optimas e
na presenca de hospedeiros com qualidade (crescidos a temperatura 6ptima e meio de
crescimento Optimo) sdo bastante eficientes na remogao de biofilmes no estado inicial
de formacao (células aderidas a superficies) e biofilmes maduros, tendo-se obtido
percentagens de remoc¢do acima dos 80%. No entanto, verificou-se que a infeccdo
fagica ¢ condicionada por diversos factores, tais como a temperatura, fase e meio de
crescimento do hospedeiro, meio de infeccdo e concentracio de fago. Este facto podera
limitar a aplicabilidade destes agentes biologicos no controlo bacteriano em ambientes

industriais devido a diversidade das condi¢oes ambientais.



Abstract

In industrial environments the development of biofilms is favorable due to the
presence of microorganisms and the existing conditions. These biofilms are responsible
for severe economic losses and alterations of the industrial products quality. Due to
these factors, several studies have been made in order to develop a good methodology
for their removal. The majority of these studies involve the use of chemical agents that
are responsible for negative environmental impacts due to their toxicity and have poor
biofilm removal action. Therefore, it is of utmost importance the investigation of
alternative strategies to eradicate biofilms.

In this study, bacteriophages (phages) were used to eliminate Pseudomonas
fluorescens cells. Phages are ubiquitous in nature, highly specific and non-toxic for
humans and animals.

This Thesis is divided in different chapters. After a brief introduction to the
phage subject, the methods developed and used in this work are described (Chapter 2).
This follows of the chapters considering phage infection of planktonic cells (Chapter 3),
biofilms (Chapter 4) and biofilms in the early stage of formation (Chapter 5). Finally
Chapter 6 consists of the conclusions and proposals for future work.

According to the results of this work, phages are very effective in the removal of
planktonic cells, biofilms in the early stage of formation and 5 days old biofilms, when
optimal conditions are gathered. In optimal conditions the removal percentages
obtained were higher than 80%. Nevertheless, phage infection of cells revealed to be
conditioned due to several factors, such as temperature, growth stage and media,
infection media and phage concentration. Biological control of P. fluorescens cells

using phages is limited by these factors.
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CAPITULO 1 Introducao Geral

Capitulo 1 - Introducao Geral

1.1. BACTERIOFAGOS

1.1.1 Descoberta dos Bacteriofagos

A histéria da descoberta dos bacteriofagos ou fagos tem sido controversa e
sujeita a varios debates. Ernest Hanking, um bacteriologista britanico, relatou em 1896
a existéncia de elevada actividade antibacteriana (contra Vibrio cholerae) observada em
aguas de dois rios na India, o Ganges e o Jumna. Hanking sugeriu que uma substincia
ndo identificada seria responsavel por este fendmeno limitando a expansdo das
epidemias de coélera. Em 1898 o bacteriologista russo Gamaleya observou um fenémeno
similar enquanto trabalhava com Bacillus subtillis. Observacdes idénticas foram
efectuadas por varios outros investigadores e pensa-se, actualmente, que estariam todas
relacionadas com o fenémeno fagico. Estes investigadores ndo exploraram as suas
descobertas e foi quase 20 anos mais tarde que se voltou a reintroduzir o assunto através
das pesquisas de Frederick W. Twort, um bacteriologista de Inglaterra e
superintendente do Instituto Brown de Londres (Sulakvelidze et al, 2001). Twort
encontrava-se a pesquisar virus que pudessem crescer em meios laboratoriais artificiais.
Para testar esta hipdtese, Twort inoculou uma placa de agar nutritivo com o virus da
varicela na esperanga de encontrar um modo de replicagdo deste agente sem ter de
recorrer a animais. Embora esta experiéncia ndo tido um sucesso, na placa de agar
cresceram rapidamente alguns contaminantes bacterianos. Twort notou que algumas
colonias bacterianas tinham sofrido uma mudanga visivel e apresentavam agora um

aspecto aquoso, ou seja, mais transparente. Notou também que essas coldnias tinham
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CAPITULO 1 Introducao Geral

perdido a capacidade de se replicar e por esse motivo lisavam. Twort decidiu chamar a
este fenomeno de transformagdo transparente ¢ comecgou a demonstrar que infectando
células em bom estado com solugdo transparente as bactérias lisavam. Esta solugdo
podia ser diluida mil vezes no entanto, sempre que colocada em solugdes com bactérias
“recuperava a sua for¢a”. O agente podia ser guardado durante 6 meses, mas quando
aquecido perdia a actividade. Twort publicou um pequeno artigo sobre este tema em
1915 sugerindo que a explicagdo para a sua experiéncia era a descoberta de um virus
capaz de lisar células (Levine, 1939). Twort ndo continuou com as suas investigacdes e
s6 2 anos mais tarde ¢ que os fagos foram “oficialmente” descobertos por Félix
d’Hérelle, um microbiologista do Instituto Pasteur de Paris.

A descoberta ou redescoberta dos fagos por d’Hérelle ¢ frequentemente
associada a um grave surto de desinteria hemorragica entre as tropas francesas
estacionadas nos limites da cidade de Paris, em Maisons-Laffitte, em Julho-Agosto de
1915. Aparentemente, em 1910, d’Hérelle ja tinha observado um fenémeno idéntico
quando estudava meios microbiologicos para controlar uma praga de gafanhotos no
México (Sulakvelidze et al, 2001). Entre as tropas francesas a doencga era causada por
um Bacillus que d’Hérelle detectou em emulsdes de fezes provenientes de pessoas
doentes. D’Hérelle espalhou esta bactéria em placas de petri contendo agar para
permitir a sua replicacdo ¢ o seu isolamento. D’Hérelle reparou que enquanto as
bactérias cresciam e cobriam a superficie da placa de petri, por vezes apareciam
pequenas manchas circulares onde ndo havia crescimento. Ele denominou estas
pequenas manchas por taches vierges (placas) e iniciou o isolamento da bactéria e das
placas de apenas um paciente. Para isso retirou amostras do paciente em cada dia de
infeccdo, cultivou a bactéria e procurou encontrar placas, de modo a tentar relacionar as
mudangas na doenca com as mudangas nas placas. Durante 3 dias obteve, em todos os
frascos de cultura, apenas crescimento bacteriano e nenhum sinal de placas. No entanto,
no quarto dia, algumas horas apos a colocagdo de gotas de amostra numa cultura de
Bacillus de desinteria, a cultura tinha ficado perfeitamente limpida. Verificou também
que o paciente estava a recuperar (Levine, 1939). D’Hérelle denominou este grupo de
virus - de bacteriofagos, nome que sugere que “estes virus comem as bactérias”

(Sulakvelidze ef al, 2001). Em 1917, d’Hérelle publicou estas observagdes, descrevendo
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os procedimentos gerais de isolamento de virus bacterianos, com ensaios avaliando as
placas formadas numa superficie com células. D "Hérelle continuou os seus ensaios e
em pouco tempo isolou fagos de outras bactérias causadoras de doencas (ex.: colera,
antrax, difteria, praga bubonica, etc.), desenvolvendo, também, o método principal para
quantificagdo de virus e outras teorias, nomeadamente o do ciclo de replicacdo dos
fagos (Levine, 1939).

Esperava-se que a capacidade dos fagos para lisar bactérias pudesse ser usada
para prevenir e tratar doencas bacterianas. Apesar de alguns trabalhos indicarem que os
fagos tém um efeito positivo numa variedade de doencas, a descoberta dos antibioticos
originou a paragem da investigacdo nesta area. No entanto, os estudos das propriedades
genéticas dos fagos levaram ao desenvolvimento de uma nova drea nas ciéncias
bioldgicas — a biologia molecular — que permitiu grandes avangos tanto nas ciéncias

bioldgicas como médicas.

1.1.2 Classificacdo de Fagos

A classificagdo utilizada actualmente foi descrita por Ackerman et al. em 1992.

D1 2
L

Cadeia Simples F1

(SSADN-:I “‘w
F2 -

Cadeia Simples — El.
FAGOS ADN FAGOS ARN (ss ARI)

A Cadeia Dupla — EZ2
% (ds AR @
E
Cadeta Dupla @_
(dsADT) C @_

Figura 1.1 — Classifica¢ao dos fagos com base na morfologia e no tipo de acido

nucleico (Ackerman et al., 1992).
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Os fagos encontram-se divididos em 6 grupos consoante o tipo morfolédgico,
tipo de acido nucleico e hospedeiro. Os fagos podem ser tanto de ADN (cadeia simples
(ss) ou de cadeia dupla (ds)) ou de ARN (cadeia simples (ss) ou de cadeia dupla (ds)).

Os fagos de ADN de cadeia dupla podem ser: fagos com cauda contractil (A),
com cauda ndo-contratil (B), com cauda curta (C), fagos sem cauda (D3) e fagos
pleomorficos protegidos por um invoélucro lipidico (G). Os fagos de ADN de cadeia
simples sao bastante diferentes podendo ser icosaédricos (D1 e D2) ou filamentosos (F1
e F2).

Os fagos do grupo E sdo icosaédricos com ARN de cadeia simples (E1) ou
dupla (E2).

Cerca de 96% dos fagos estudados possui cauda e estdo divididos em trés
familias distintas, tendo em conta as caracteristicas morfologicas destas. Cerca de 60%
dos fagos com cauda longa e ndo contractil pertencem aos Siphoviridae, 25% dos fagos
com cauda contractil sdo Myoviridae e os de cauda curta e ndo contractil sdo
Podoviridae.

O sistema de classificacdo taxondomico € regularmente actualizado e aprovado
pelo Comité Internacional da Taxonomia de Virus (ICTV'). De acordo com o ICTV os

fagos sdo classificados com base nas propriedades indicadas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Algumas propriedades dos fagos utilizadas na taxonomia (ICTV).

. Tamanho, forma, presenca ou auséncia de envelope, simetria do capsideo,
Morfologia

estrutura

. Massa molecular, coeficiente de sedimentagdo, estabilidade (com o pH,
Propriedades

. _ temperatura, catides, solventes, detergentes, etc.)

fisico-quimicas

Tamanho do genoma (kb/kbp), acido nucleico (simples ou cadeia dupla), genoma

e fisicas ) . ,
linear ou circular, nimero e tamanho de segmentos, etc.

. Numero, tamanho, actividade funcional das proteinas estruturais e ndo-estruturais.
Proteinas ; o ) )
Detalhes de proteinas com actividade funcional especial.

Lipidos Conteudo, caracteristicas, etc.

Propriedades  Hospedeiro, modo de transmissio no ambiente, distribuicio geografica,

biolégicas patogenicidade, etc.

" http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV/
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1.1.3 Etapas do Ciclo de Replicacao de Fagos

Os fagos ndo tém metabolismo proprio e, por esse motivo, necessitam do
metabolismo, dos recursos energéticos ¢ dos recursos materiais dos seus hospedeiros
para se replicarem. Varios passos de um processo de replicacdo de fagos sdo comuns a
todos os virus (Duckworth, 1987). Na Tabela 1.2 estdo resumidas as varias etapas de

um processo de replicagdo fagico.

Tabela 1.2 — Etapas de um processo de replicagdo fagico.

1. Adsorcao

2. Separagdo do acido nucleico da proteina

3. Expressao e replica¢dao do 4cido nucleico
a. mRNA pré-inicial e sintese proteica
b. mRNA inicial e sintese proteica
c. replicag@o do acido nucleico

d. mRNA final e sintese proteica

4. Formagao de novas particulas fagicas

5. Libertacdo de novos fagos

Etapa 1 - Interaccio fago-hospedeiro ou adsorcdo

O primeiro estadgio da infec¢do, designado por adsorgdo, ¢ bastante complexo,
sendo constituido por trés fases: o contacto inicial, a ligacdo reversivel e a ligagdo
irreversivel. Tal como todos os virus, os fagos ligam-se a receptores especificos
existentes na superficie dos hospedeiros para iniciar a replicagdo (Levine, 1939).

O contacto inicial do fago com as células ¢ conseguido através de efeitos de
difusdo e movimentos Brownianos.

Segue-se uma ligagdo reversivel (ligagao fraca) que pode incluir a associagdo de
qualquer estrutura fagica a superficie celular, existindo forgas electrostaticas a actuar
para implementar a adesao nao especifica. Esta associagdo nao especifica ¢ seguida por
uma interac¢do reversivel especifica com uma estrutura na superficie celular. Esta

estrutura pode ser ou ndo o receptor para a ligagdo irreversivel.
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Na ultima fase da adsor¢do ocorre a ligagdo irreversivel (ligagdo forte) entre o
fago e os receptores. O numero e tipo de receptores da superficie bacteriana varia
bastante e por vezes as moléculas reconhecidas pelo fago sdo componentes essenciais
da superficie celular (Goyal ef al., 1987). A superficie externa de células procaridticas
apresenta um conjunto de particularidades que inclui material estrutural (glicoproteinas
e lipopolissacaridos), maquinaria de transporte (aminodcidos ou complexos
transportadores de agucares) e aparelhos de interac¢ao entre células (o F pilus). A
adesdo de fagos as células hospedeiras pode empregar qualquer uma destas estruturas,
dependendo do fago (Wagner e Hewlett, 1999).

Na tabela 1.3 encontram-se alguns dos receptores para determinados fagos de
Escherichia coli.

Tabela 1.3 — Receptores de alguns bacteriofagos de E. coli.

Virus Estrutura Fun¢ao normal
Proteina da Membrana Externa F Porina proteica
12 Lipopolissacaridos Estrutura da membrana externa
Proteina da Membrana Externa C Porina proteica
T Lipopolissacaridos Estrutura da membrana externa
T6 Tsx Proteina transportadora de nucle6sidos
TleT5 TonA Transporte de ferricromo
A LamB Proteina transportadora de maltose
MS2 F pilus Conjugagao

Virtualmente, qualquer componente existente na superficie ¢ usado por algum
fago como sitio especifico de adesdo, nem que tenha de haver, em certos casos, um
rearranjo fisico da particula fagica.

No caso especifico da interac¢ao do fago T4 com a superficie de células de E.
coli, a ligagdo ocorre em duas etapas. Primeiro, hd uma interac¢do relativamente fraca,
entre as pontas das fibras e os residuos lipopolissacaridos existentes na superficie da
membrana externa da célula. Esta interaccdo despoleta uma segunda interaccdo mais

forte e irreversivel. Neste passo, os pinos da cauda interactuam com estruturas
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existentes na membrana externa da célula requerendo uma alteracdo na conformagdo
das fibras da cauda. Posteriormente ocorre a compressdo da cauda contractil e injec¢do
do ADN fagico para o interior da célula hospedeira através da penetragdao da parede
celular pelo tubo da cauda do fago (Figura 1.2). O ADN fégico tem ainda de atravessar
a membrana interna da célula com a ajuda de um produto viral denominado por proteina

piloto (Wagner e Hewlett, 1999).

DHA

Bainha
contratil — —

Pinos da
cauda

Bainha
contraida

Tubo

Membrana
estern:n'\

0N
| i
Peptidenglican\\ / / 1J | H';\
Espago 03?, ” e
periplasmatico T T TR T R T P e

Membrana —
citoplasmatica

. Superficie
rda
bactéria

Citoplasma—

Figura 1.2 — Adsor¢do do fago a uma célula hospedeira e consequente

penetracao por injec¢do do acido nucleico (Pelczar et al.., 1993).

A quantidade actual de fago que entra na célula hospedeira ¢ varidvel. No caso
de fagos com cauda, apenas o ADN fagico e certas proteinas acessorias entram na
cé¢lula. Em fagos sem cauda (ex.: MS2) a particula fagica entra inteiramente na célula

passando para o citoplasma.

Etapa 2 - Separacdo do acido nucleico da proteina

Apos a ligagdo irreversivel do fago a superficie da célula parte ou todo o virido
entra na célula resultando na libertagdo do material gendmico do fago no seu interior.
Durante a transforma¢do bacteriana, a membrana celular ¢ modificada, de forma a
tornar a célula competente para a entrada do ADN fagico, através da introducdo de
novas proteinas na membrana celular (Zoon et al., 1976). A parede celular da célula
torna-se penetravel podendo a penetracdo dos virus nas células ocorrer de quatro modos

distintos: injec¢do do dacido nucleico, endocitose, fusdo do envelope fagico e

translocagao.
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Os fagos que penetram por endocitose, apods a sua ligagdo ao receptor, sio
englobados pela membrana plasmatica, ficando no interior de vesiculas nas células.
Estas vesiculas podem fundir com endossomas para posterior digestao da capside viral
libertando, desse modo, o &cido nucleico. Os fagos com envelope adoptam o método de
fusdo no qual ocorre uma fusdo entre o envelope e a membrana celular, libertando-se o

capsideo nucledtico dentro da célula.

Etapa 3 - Expressdo e replicacdo do acido nucleico

Ap6s a entrada do acido nucleico fagico numa bactéria existem varias respostas
possiveis (Figura 1.3).

Mutation to adhesion-

@ impaired or deficient state

Atmchmmt l
‘ Nueleic acid

injection

Prophage inlegration

@m
Genome replication / \
l {+virion .nsqembi))
Segregahon

-

Prophage curing

IS @ Budding or

extrusion

Chronic Lytic Pseudolysogenic Lysogenic

Figura 1.3 — Tipos de ciclos fagicos. O modelo foi adaptado de Weinbauer
(2003).

No caso de fagos com resposta litica (causada por fagos virulentos) o fago
redirecciona o metabolismo do hospedeiro para a produgdo de novos fagos que sdo
libertados através da lise da célula.

A resposta lisogénica de fagos resulta na criacio de ADN fagico a partir do
cromossoma do hospedeiro. Nestes casos, o fago replica-se sem causar a lise das células
(Kornberg, 1980; Luria et al., 1978; Stent e Calendar, 1978) ou seja, o fago permanece

num estado dormente (profago) e replica juntamente com o hospedeiro.
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A resposta pseudolisogénica ou infecgdo persistente de fagos resulta na
multiplicagdo de apenas uma frac¢do da populagdo. Neste tipo de resposta a taxa de
infeccao ¢ reduzida devido a uma disponibilidade limitada de receptores, perda
enzimatica de receptores ou imunidade de fagos temperados a superinfeccao. Este facto
permite a presenca simultanea de fagos e bactérias numa cultura (Barksdale e Arden,
1974).

A resposta do tipo infec¢do cronica ocorre quando uma célula ¢ infectada e o
progeny do fago ¢ constantemente libertado da célula hospedeira por exclusdo sem
ocorrer a lise da célula.

E comum agruparem-se os fagos em virulentos (resposta litica) e em fagos
temperados (resposta lisogénica). Nos fagos temperados as células infectadas
permanecem vivas enquanto o fago se encontra na fase de laténcia. O estado de laténcia
ocorre como resultado da sintese de um repressor proteico pouco apos a entrada do
ADN fagico na célula. Este repressor adere a certos locais do ADN fagico e previne a
replicagao normal do ADN da célula. Por outro lado, se a célula for sujeita a algum
stresse, o repressor pode ser inactivado o que iniciara a resposta litica. Sendo assim, um
fago temperado pode iniciar tanto uma resposta litica como lisogénica (Hershey, 1971;
Kornberg A, 1980, Luria et al., 1978; Stent ¢ Calendar, 1978). Os fagos filamentosos
nao sdo classificaveis em virulentos ou temperados. Estes fagos aderem ao pili de F' e
as células infectadas continuam a crescer e a produzir novos fagos que sao segregados

através da parede celular sem que ocorra lise celular (Denhart, 1975).

Etapa 4 - Formacdo de novas particulas fagicas

Os processos bioquimicos que ocorrem em células infectadas sdo controlados e
tém uma progressdo ordenada. As fases do processo sdo geralmente referidas como pré-
iniciais, iniciais e tardias ou finais.

Nas reacgdes da fase pré-inicial o fago apodera-se da maquinaria de sintese
proteica da célula hospedeira e prepara a célula para a produ¢do de macromoléculas.
Outras fungdes pré-iniciais asseguram que apenas o acido nucleico do fago ¢ replicado
e que nenhum outro fago estranho interfira no processo. Um dos aspectos da replicagao

fagica mais fascinantes ¢ menos compreendida é o facto de uma pequena porgdo de
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acido nucleico, ap6s a entrada na célula, consegue ser responsavel pela subversdo
completa de toda a capacidade sintética da célula para a conversdo de novos fagos.

Na fase inicial ocorre a sintese de enzimas e substratos necessarios para a
posterior replicacao do acido nucleico.

Na fase final ou tardia sdo sintetizadas proteinas estruturais virais e enzimas
necessarias para a morfogénese da capsula e, também, para o empacotamento do acido
nucleico.

A progressdao ordenada das reac¢des durante a infeccdo fagica resulta da
expressao sequencial do fago.

Depois da sintese das proteinas e do acido nucleico é necessario que ocorra a

juncao dos dois para se formarem particulas virais maduras.

Etapa 5 - Lise celular

A lise celular liberta as particulas virais e outros componentes celulares para o
meio extracelular e ¢ a etapa final de um processo litico de infec¢dao. Este processo ¢
realizado através de um sistema de lise dupla em que:

a) o peptidoglicano tem de ser hidrolisado através de endolisinas que atacam a
por¢do de mureina da parede celular;

b) a membrana citoplasmatica tem de ser destruida pelas holinas (Goyal et al.,
1987; Ackermann, 1999).

Uma lise celular natural pode ter consequéncias letais para os virus. Quando
ocorre lise prematura o fago pode ainda ndo estar completamente formado e, por

conseguinte, pode dar-se a perda de espécies fagicas (Levine, 1939).

Para um grupo especifico de fagos, os fagos com cauda, a morfogénese ¢ tao
idéntica que foi sugerida um processo padrao (Ackermann, 1999). A produgdo de uma
descendéncia fagica em funcdo do tempo pode ser descrita por uma curva de one-step-
growth. Este método consiste na mistura de bactérias e fagos. A adsorcao ¢ permitida
durante alguns minutos e os fagos ndo adsorvidos sdao removidos por centrifugagdo ou
adi¢do de soro “antifago”. As bactérias sdo reinoculadas num grande volume de meio, a

partir do qual sdo retiradas duas amostras em simultaneo e ao longo do tempo. Uma das
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amostras ¢ tratada com cloroférmio, levando a ruptura das bactérias para enumeragao
das particulas fagicas totais (linha A, Figura 1.3) e a outra amostra ¢ utilizada para

permitir o calculo do titulo de fagos libertados (linha B, Figura 1.3).
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Figura 1.4 — Representagdo grafica de uma curva de one-step-growth para um

fago litico como o fago T4.

A fase do periodo de laténcia antes da formagao dos fagos maduros ¢ designado
por periodo de eclipse, ou seja, este periodo termina com a formagdo de, pelo menos,
uma particula fagica madura (Ferreira e Sousa, 2002). O periodo de laténcia
caracteriza-se pela acumulagdo intracelular de fagos a qual se segue a libertagao para o
meio extracelular dos primeiros fagos delimitando-se, assim, este periodo. O periodo de
aumento ¢ caracterizado pela libertagdo exponencial de fagos maduros no ambiente
extracelular devido a lise celular e pela detecgdo de fagos livres, atingindo-se um valor
maximo no final do ciclo. Pode-se, calcular, para cada sistema fago/hospedeiro, o
nimero médio de fagos libertados por célula infectada designado vulgarmente por burst

size (Ackermann, 1999).

1.1.4 Estratégia de Sobrevivéncia dos Fagos

Para garantir a sobrevivéncia do fago ¢ fundamental que ndo ocorra a lise total
das células hospedeiras, uma vez que sem a presenca de cé€lulas hospedeiras o fago nao
consegue sobreviver por muito tempo. Alguns fagos desenvolveram estratégias

alternativas para os normais ciclos virais de multiplicagdo — os ciclos “/ive-and-let-live”
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e outros mutaram alterando as proteinas da cépsula o que lhes permite a ligagdao a novos
receptores.

Os fagos que sofreram mutagdo desenvolveram, através da alteragdo da gama de
hospedeiros, a capacidade de entrar em ambientes completamente novos (Levine,
1939).

Tanto os fagos temperados como os virulentos tém a capacidade de inibir os
fagos infecciosos, homologos ou heterdlogos, resultando no que se denomina de
exclusdo mutua entre fagos relacionados e ndo relacionados. Estas interac¢des entre
elementos extracromossomais bacterianos, mais do que qualquer outro factor, ditam se
uma bactéria serd infectada por um determinado fago. Os mecanismos usados pelos
elementos extracromossomais (plasmideos ou fagos) para prevenir a infec¢do dos
hospedeiros pelos fagos inclui a indu¢do da imunidade, a alteracdo da superficie celular
para produzir resisténcia (impossibilitando a adsor¢do do fago), exclusdo de ADN
superinfectante, restri¢do endonucleotida do ADN e infecgdo abortativa ou interferéncia

no crescimento (Duckworth ef al., 1981).

1.1.5 Mutaciao dos Hospedeiros

Ocasionalmente ocorrem mutacdes das bactérias hospedeiras que impossibilitam
a sintese dos receptores da parede necessarios a adsor¢do do fago. As células mutantes
adquirem, desta forma, resisténcia ao fago. As populagdes de células resistentes
sobrevivem a infeccdo fagica e continuam a replicar-se podendo, eventualmente,

sobrepor-se como o tipo dominante da populagdo (Levine, 1939).

1.1.6 Ecologia dos Fagos

A ecologia fagica ¢ o estudo das interacgdes do fago com os ambientes biodtico e
abidtico. Este estudo é extremamente importante para compreender como ¢ que oS
fagos interactuam entre si € com outros elementos extracromossomais. A ecologia
fagica pode ser diferenciada em 4 categorias gerais:

(1) ecologia fagica dos organismos — que ¢ o estudo das adaptagdes que o fago

emprega para aumentar a probabilidade da sua transmissdo entre hospedeiros (ex.:
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habilidade para reparar, durante a infec¢do, os estragos provocados no acido nucleico
devido a luz ultravioleta);

(11) ecologia fagica da populag¢do — € o estudo das caracteristicas da “vida”
fagica. Aplica-se para compreender o crescimento figico e a competicdo intra
especifica;

(i11) ecologia fagica da comunidade — foca a estabilidade dos ambientes
contendo fagos (ex.: capacidade dos fagos para levar a extingdo de bactérias sensiveis
ao fago). Os estudos realizados sdo dificeis devido a co-evolucdo das bactérias com os
seus fagos predadores;

(iv) ecologia fagica do ecossistema — considera o impacto dos fagos no fluxo de
energia ¢ no ciclo de nutrientes dentro de um ecossistema (ex.: os fagos conseguem
destruir bactérias existentes no solo responsaveis pelo ciclo do nitrogénio) (Gill e

Abedon, 2003).

1.1.7 Terapia fagica

Antes do aparecimento e da larga expansao dos antibidticos foi sugerido que as
infec¢des bacterianas poderiam ser prevenidas e/ou tratadas com a administracdo de
fagos. Realizaram-se, nos inicios do século 20, varios estudos tanto com humanos como
com animais e chegaram mesmo a ser produzidas, em 1940 pela companhia Eli Lilly
(Indianapolis, Ind.), 7 preparagdes fagicas para diferentes doencas causadas por
exemplo por Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia e outras bactérias patogénicas.

Hoje em dia os fagos sdo considerados agentes terapéuticos potencialmente
atraentes devido as diversas caracteristicas que possuem, nomeadamente: (i) sdo
extremamente especificos e muito eficazes na lise de bactérias patogénicas, (ii) ndo sdo
patogénicos para o homem e animais e (iil) sdo rapidamente modificaveis para
combater o aparecimento de novas ameacas bacterianas. Para além destas
caracteristicas os fagos apenas se replicam nos locais aonde se encontra a infec¢do. As
bactérias que adquirem resisténcia a fagos sdo susceptiveis a outros fagos com
hospedeiros similares. Os fagos liticos podem, portanto, ser agentes terapéuticos

eficientes em alguns ambientes clinicos seleccionados (Sulakvelidze ef al., 2001).
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Os fagos tém sido igualmente propostos para agentes controladores de
patogénicos nas plantas de forma a reduzir o uso de agentes quimicos (Okabe e Goto,
1963; Leverentz ef al., 2001; McKenna et al., 2001).

O interesse na terapia fagica esta de novo a aumentar devido ao aparecimento de
bactérias patogénicas resistentes a maioria, se nao a todos, dos agentes antimicrobianos

disponiveis no mercado.

1.2. BACTERIAS

1.2.1 Bactérias Formadoras de Biofilmes

Os microrganismos que participam em processos de adesdo e posterior formagao
de biofilmes sdo causadoras de graves prejuizos em diferentes superficies de ambientes
do foro alimentar, doméstico e areas institucionais (Lappin-Scott e Bass, 2001). Na
industria alimentar os biofilmes constituem um risco higiénico e causam perdas
econdmicas devido a falhas técnicas nos sistemas de aguas, torres de arrefecimento,
permutadores de calor, etc. Na medicina, os biofilmes contribuem para o aumento de
riscos de infeccdo devido ao seu crescimento em implantes, catéteres e outros
dispositivos médicos (Meyer, 2003).

Existe, hoje em dia, uma procura notavel para identificar os organismos
patogénicos em termos de adesdo a superficies. Salienta-se a pesquisa efectuada em
diferentes géneros tais como: Pseudomonas, Vibrio, Escherichia, Salmonella, Listeria,

Streptococcus, Staphylococcus € Mycobacteria.

A familia das Pseudomonadaceae e o género Pseudomonas

Os géneros mais importantes da familia das Pseudomonadaceae sdo os géneros
Pseudomonas, Xantomonas (patogénica de plantas), Frateuria ¢ Zooglea (organismo
dominante nas lamas activadas). Para uma bactéria ser incluida na familia das
Pseudomonas € necessario ter as seguintes caracteristicas: ter forma de bastonetes
direitos ou ligeiramente curvos (0.5-1.0um de didmetro por 1.5-5.0um de largura)

(Figura 1.5); ser Gram negativas; aerdbias; nao formadoras de enddsporos;
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quimiorganoheterotroficas e, principalmente, ter um modo de inser¢do polar dos
flagelos. Os flagelos polares conferem mobilidade as bactérias e raramente se

encontram Pseudomonas que nao apresentam mobilidade, embora em certos casos a

inser¢do flagelar seja do tipo subpolar.

o

Figura 1.5 — Bactéria da familia das Pseudomonadaceae.

O metabolismo das Pseudomonas € tipicamente do tipo respiratorio sendo o
oxigénio o aceitador final de electrdes. No entanto, em alguns casos, o nitrato pode ser
usado como aceitador de electroes alternativo permitindo que nesses casos o
crescimento ocorra em condigdes de anaerobiose (Krieg e Holt, 1984). Todas as
espécies de Pseudomonas estudadas apresentam o ciclo de Krebs funcional e para fins
biossintéticos, o ciclo do glioxilato encontra-se operativo como um sistema
anaplerdtico. O catabolismo da glucose e outros monossacaridos pela via de Entner-
Doudoroff ocorre em muitas espécies substituindo a via glicolitica. As Pseudomonas
fluorescentes oxidam a glucose pela via do 6-fosfogluconato. O sistema do
fosfoenolpiruvato-fosfotransferase encontra-se operativo para o metabolismo de frutose
em varias espécies de Pseudomonas.

Algumas das espécies de Pseudomonas sao pigmentadas sendo os pigmentos
soltiveis mais notdrios a pioverdina e a piocianina. A estrutura da piocianina ¢ bem
conhecida e tem uma cor azul enquanto que a estrutura da pioverdina apenas esta
parcialmente caracterizada. As pioverdinas sdo bastante instaveis sendo os componentes
principais um cromoforo quinolino associado a um peptideo ciclico cuja composicao

varia conforme a espécie (Krieg e Holt, 1984).
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Os membros do género Pseudomonas tém exigéncias nutricionais muito simples
e crescem quimi-organo-heterotroficamente a pH neutro. Algumas espécies conseguem
utilizar mais de 100 compostos organicos como fonte de carbono e energia e s6 um
nimero muito limitado utiliza um niimero de compostos inferior a 20 (Ferreira e Sousa,
2000).

Crescem a temperaturas na gama mesofilica sendo, no entanto, a temperatura
optima de crescimento, da maior parte das estirpes, aproximadamente 28°C (Krieg e
Holt, 1984).

As Pseudomonas encontram-se largamente dispersas no ambiente e algumas
espécies sdo patogénicas para os humanos, animais ¢ plantas (Krieg e Holt, 1984).
Desempenham um papel impar no ciclo do carbono na natureza através da
mineralizacdo completa de varios compostos organicos. Estdo também envolvidas na
degradagdo de quimicos produzidos e introduzidos no ambiente pelo Homem. As
Pseudomonas sdo, em geral, incapazes de hidrolisar compostos poliméricos nos seus
monomeros constituintes e, por esse motivo, s6 actuam apods a despolimerizacgao ter sido
levada a cabo por outros microrganismos (Ferreira e Sousa, 2000).

A Pseudomonas fluorescens esta envolvida na alteracdo de alimentos
refrigerados pois consegue crescer a 4°C e hidrolisar lipidos e proteinas. Como
exemplos de alteracdes ocorridas em alimentos referem-se as alteragdes de cor, sabor e
aroma do leite e derivados. As P. fluorescens podem mesmo contaminar o sangue €
derivados sob refrigera¢do. Contudo, como se multiplica com dificuldade a 37°C,

raramente ¢ patogénica.

1.2.2 Teorias de Formacao de Biofilmes

Os biofilmes podem ser encontrados numa vasta gama de superficies bioticas e
abidticas e podem ser constituidos por uma populacdo que se desenvolveu de uma tnica
espécie ou por uma comunidade resultante de multiplas espécies (Davey e O Toole,
2000). A teoria de formagdo dos biofilmes tem evoluido ao longo de vérios anos de
pesquisa. Uma das primeiras teorias foi descrita em 1971 por Marshall et al. sugerindo

que o processo de adesdo ocorreria em apenas duas etapas. Na primeira fase, o processo
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¢ ainda reversivel e a adesdo de microrganismos as superficies ocorre devido as forgas
de Van der Waals e a atraccdo electrostatica. Na segunda etapa do processo ocorre uma
interaccao da célula com a superficie por meio de material extracelular produzido pela
bactéria. Este material ird suportar a formacao do biofilme.

Poucos anos depois, surgiu uma outra teoria sugerindo que a comunidade de
células aderidas, em sistemas aquaticos, encontrava-se envolvida numa matriz que
revelou ser constituida de polissacaridos e que funcionava como mediador da adesao
das células as diferentes superficies (Costerton et al., 1978). Em meados dos anos 80 a
teoria de formacdo de biofilmes foi significativamente alterada e foi sugerido um
processo que ocorreria em 5 fases: (i) condicionamento da superficie pela adsor¢do de
material organico, (ii) transporte de células e nutrientes para o local de adesdo, (iii)
inicio do processo de adesdo bacteriana, ainda reversivel, devido a atrac¢do
electrostatica, (iv) crescimento celular, colonizagdo e adesdo irreversivel ¢ (v) o
biofilme desenvolve-se e apresenta uma elevada actividade metabolica (Duddridge e
Pritchard, 1983, Characklis e Cooksey, 1983, Characklis, 1984).

Em 1991, Notermans et al. propds a teoria pela qual a formagdo de biofilmes
seria conseguida em 3 fases: (i) fixacdo da bactéria, (ii) consolida¢do da bactéria na
superficie e (iii) colonizag¢do e crescimento da bactéria. Na segunda etapa desta teoria
ocorre a produgdo de material extracelular que facilita a fixacdo dos microrganismos ¢
impossibilita a remog¢ao das bactérias aderidas.

Recentemente foi sugerida uma teoria, também decorrente em 3 fases, para a
formag¢do de biofilmes (Figura 1.6). Numa primeira fase ocorre a adesdo de
microrganismos a superficie seguida do crescimento celular, formando-se uma estrutura
complexa. Apds a adesdo e maturacao do biofilme ha libertacao de células para o fluido

(Costerton e Stewart, 2001; Sauer et al., 2002).

Mestrado em Tecnologia do Ambiente da Universidade do Minho 17



CAPITULO 1 Introducao Geral

Attachment Growth Detachment |

Figura 1.6 — Esquema representativo da formacdo de biofilmes (Center for

Biofilm Engineering, 20037).

1.2.3 Composicao dos Biofilmes

Existem varias definigdes de biofilme mas, no geral, os biofilmes podem ser
vistos como aglomerados de células microbianas e dos seus produtos excretados
aderidos a superficies inertes (Sutherland et al., 2004).

A composicao dos biofilmes depende de varios factores, nomeadamente: do tipo
de microrganismo, do seu estado fisiologico, ambiente fisico (incluindo condi¢des
laminares ou turbulentos) e da superficie na qual as células estdo aderidas. As varias
fases da interaccdo microbiana com a superficie parecem requerer a producdo de
estruturas extracelulares microbianas que ajudam na adesdo inicial, na manutencdo da
estrutura do biofilme e mesmo no desprendimento de agregados (Sauer et al., 2002). Os
biofilmes consistem, assim, de estruturas dindmicas dentro das quais as células
permanecem viaveis e metabolicamente activas dependendo da sua localizagdo no
biofilme.

Os produtos excretados pelos biofilmes incluem enzimas e outras proteinas,
bacteriocinas, solutos de baixa massa e acidos nucleicos, libertados devido a lise

celular.

? http://www.erc.montana.edu/
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As bactérias dos biofilmes encontram-se unidas por uma matriz de “substancias
poliméricas extracelulares” ou “polissacaridos extracelulares” ou mais propriamente
EPS como vulgarmente abreviada (Sutherland et al., 2004). Os EPS sintetizados por
células microbianas variam muito na sua composicdo € consequentemente nas
propriedades quimicas e fisicas. Os polissacaridos sdo, essencialmente, cadeias
moleculares longas e finas com uma massa molecular da ordem de 0.5 - 2.0 x 10° Da,
que podem estar associados de formas diferentes. O EPS presente nos biofilmes
assemelha-se, quase certamente, aos polimeros sintetizados pelas correspondentes
células em suspensdo. A quantidade de EPS sintetizado nos biofilmes depende
grandemente da disponibilidade de substratos de carbono e do balango entre carbono e
outros nutrientes limitantes (Sutherland, 2001). De acordo com alguns autores esta
matriz tem o potencial de prevenir o acesso fisico de certos agentes antimicrobianos
restringindo a difusdo destes para o interior dos biofilmes (Elvers e Lappin-Scott, 2000;
Gilbert et al., 1997).

As andlises a composi¢do dos biofilmes sdo dificeis de realizar devido a
constante alteracdo do microcosmo. Os dados laboratoriais sdo, também,
frequentemente enganadores pois os biofilmes sdo geralmente formados utilizando
meios de cultura ricos ao contrario do que sucede, realmente, no ambiente natural

(Sutherland et al., 2004).

1.2.4 Estrutura de Biofilmes

Ao longo da historia tém surgido descrigdes diferentes de estrutura dos
biofilmes. O aparecimento de novas tecnologias, incluindo a microscopia confocal
(CLSM — Confocal Laser Scanning Microscopy), a microscopia de contraste diferencial
(DIC- Differential Interference Contrast), microeléctrodos e outras técnicas, langou
sérias duvidas relativamente a estrutura homogénea e achatada dos biofilmes até entdo
descrita. Surgiram, entdo, pelo menos trés tipos de estruturas diferentes:

- estrutura tradicional do biofilme - vista como uma estrutura plana e
homogénea através das observacdes de amostras de biofilmes com TEM (Nyvad e

Fejerskov, 1997);
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- modelo homogéneo em mosaico — Keevil e Walker em 1992 observaram
amostras com DIC e descobriram “pilhas™ constituidas por microcoldnias de bactérias
unidas por substancias poliméricas extracelulares que apareciam como colunas
rodeadas por uma fase liquida na qual se distinguiam protozoarios. Por baixo das pilhas
parecia existir uma camada de células, com cerca de Sum de espessura, aderidas ao
substrato;

- forma em cogumelo ou tulipa — a observacdo de amostras por CLSM
juntamente com o uso de corantes fluorescentes revelou uma estrutura de biofilme
semelhante a cogumelo com varios canais através dos quais passa a fase liquida (de

Beer et al., 1994; Stoodley et al., 1994).
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CAPITULO 2 - METODOS EXPERIMENTAIS

DESENVOLVIDOS E IMPLEMENTADOS

Desde o aparecimento dos fagos, em 1915, os avangos realizados para
compreender o modo de replicacdo e a biologia molecular dos fagos tém sido notaveis.
Tém surgido inumeros métodos de recuperacdo de fagos através do seu isolamento,
purificacdo e concentragdo. Os factores fundamentais para a escolha de um método
recaem, basicamente, na sua eficiéncia bem como nos custos associados, rapidez e
facilidade de execucao.

Existem varios métodos para quantificar fagos que podem ser distinguidos entre
métodos directos de contagem total de fagos e métodos indirectos. As contagens
indirectas sdao obtidas através da contagem das unidades formadoras de placas ou halos
(PFU — Plaque forming units) numa placa de petri com um relvado de células
hospedeiras. As contagens dos PFUs representam apenas uma frac¢do dos fagos totais
existentes. Quando se realizam contagens directas, o nimero de fagos ¢ normalmente
100 a 1000 vezes superior. Este tipo de contagem pode ser realizada utilizando
diferentes técnicas, tais como: microscopia electronica (ME), microscopia de
epifluorescéncia (MEP) e citometria de fluxo (CF). Para a contagem por MEP e CF ¢
necessario a coloracdo dos fagos com fluorocromos adequados (ex.: DAPI, SYBR
Green I, SYBR Gold, etc.). Estes métodos de contagem sdo bastante rapidos € menos
dispendiosos comparativamente com a utilizagdo de ME. A utilizagdo de ME,
principalmente de ME de transmissdo, tem sido vantajosa para a caracterizacao
morfologica dos diferentes fagos conseguindo-se a observagdo de estruturas (ex. cauda,
cabeca) e, também, a determinacdo do tamanho dos capsideos. A sua utilizagdo para
efectuar a contagem de fagos totais ndo €, no entanto, a mais correcta uma vez que

ocorrem problemas de ordem técnica na recolha e coloragdo de fagos, o washing off de
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fagos das superficies e tém baixos limites de deteccdo. Para além destas desvantagens
os métodos de contagem total ndo fornecem a indicagdo da infectividade do fago ao
contrario da contagem por PFUs (Weinbauer, 2003).

Para estudar as interacgdes que decorrem entre fago e hospedeiro ¢ essencial
utilizar métodos quantitativos para avaliar o que se sucede ao longo de um periodo de
infeccdo fagico e para compreender o efeito de alguns pardmetros, tais como:
temperatura, meio de cultura, fase de crescimento celular, pH, etc. Estes métodos
devem permitir uma deteccdo baixa de fagos, ser reprodutiveis, praticos, simples,
rapidos e ndo dispendiosos.

Neste trabalho utilizou-se o método de ATP para avaliar o fenémeno de lise
celular provocado devido a infeccdo fagica de células de Pseudomonas fluorescens.
Encontram-se também descritos neste capitulo os métodos utilizados na enumeracao de
células de P. fluorescens bem como de fagos presentes em amostras. Investigou-se,
também, um método espectrofluorimétrico para permitir a enumeracao de fagos de um

modo mais simples e rapido.
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2.1. MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Microrganismo e fago

Neste estudo utilizou-se a bactéria Pseudomonas fluorescens Migula da
colecgdo americana de culturas (ATCC 27663).

A bactéria foi cultivada em meio de Caldo Nutritivo (MCN) (10gl” de Caldo
Nutritivo, 1 gl'1 de glucose, 1.45gl'1 de K,HPO4.3H,0 e O.49gl'1 de KH,PO,) de Agar)
ou em placas de Petri com meio sélido de Caldo Nutritivo (MSCN) (MCN ao qual se
juntaram 15g1™") e também armazenadas em 15% de glicerol ¢ a -80°C.

O bacteriofago (fago) utilizado foi o ®S1 também da coleccdo americana de
culturas.

De acordo com a ATCC a bactéria e o fago foram isolados do solo.

2.1.2 Purificacao do Fago

Para a purificagao do fago utilizaram-se duas metodologias.

i) Solucgao de fago parcialmente purificada e de baixo titulo

Fez-se crescer uma cultura de Pseudomonas fluorescens Migula (ATCC 27663)
em MCN durante 24 horas. Posteriormente, infectou-se a mesma com uma solugao
contendo fago ®S1. Quando a lise era notdria, ou seja, quando a cultura estava
praticamente limpida, centrifugou-se a solucdo (7,000xg, 10min, 4°C) e filtrou-se o
sobrenadante através de uma membrana com 0.2um de porosidade. A solugao contendo

fago foi armazenada a 4°C até ser necessaria.

ii) Solucio de fago purificada e de titulo elevado

Cresceram-se culturas de P. fluorescens em MCN durante 24 horas. A
suspensao foi, posteriormente, centrifugada (7,000xg, 10min, 4°C) e o pellet
ressuspendido em MCN até uma densidade optica (D.O.) a 640nm de

aproximadamente 1.5. Adicionaram-se num frasco de vidro de 50ml, Iml desta

Mestrado em Tecnologia do Ambiente da Universidade do Minho 26



CAPITULO 2 Meétodos Desenvolvidos e Utilizados

suspensdo ¢ Iml de fago diluido em meio de preservagdo de fago (MPF) (0.73gl™ de
Trizma base, 0.5gl" de gelatina e 2.5gl" de MgSO,.7H,0) até um titulo de
aproximadamente 10°. Apés 15 minutos, adicionaram-se 30ml de meio Top Agar a
45°C (MTA) (10gl" de Caldo Nutritivo, 1.45gl" de K,HPO,.3H,O, 0.49¢l" de
KH,PO4, 2% (p/vol) de glucose e 0.6% (p/vol) de agar) e verteu-se a mistura para um
frasco de cultura de 100ml contendo previamente uma camada fina de MSCN. Apos a
solidificacdo da camada de MTA, incubou-se o frasco de cultura durante 7 horas a
26°C. Ap6s o periodo de incubagdo adicionaram-se 30ml de MPF ao frasco de cultura e
incubou-se o frasco a 4°C durante 24h. A fase liquida foi recolhida para Erlenmeyers
aos quais adicionaram-se, lentamente e sob agitacdo, NaCl de modo a ter uma
concentracdo final de 1M. Apo6s a dissolucao completa do NaCl os Erlenmeyers foram
colocados em gelo durante 1h. Posteriormente, centrifugou-se a solugdo (11,000xg, 10
minutos, 4°C) e verteu-se o sobrenadante para outros Erlenmeyers. Ao sobrenadante
adicionou-se polietileno glicol 10,000 (PEG 10,000) a 10% (p/vol). A mistura foi
incubada durante 16h a 4°C e posteriormente centrifugada (11,000xg, 10 minutos,
4°C). Ressuspenderam-se os pellets, contendo as particulas fagicas, em MPF. Em tubos
de ensaio de 10ml adicionaram-se 6ml de solugdo contendo fago e 3 ml de cloroférmio.
Os tubos foram agitados vigorosamente no vortex durante 30s e seguidamente
centrifugados (3,000xg, 15 minutos, 4°C). A fase superior, contendo fago com um
titulo elevado, foi recolhida cuidadosamente e filtrada através de uma membrana de
0.2um de porosidade. A solucdo fagica purificada foi armazenada a 4°C até ser
necessaria.

A liofilizacao da solugdo fagica ¢ outra possivel forma de armazenamento do

fago.

2.1.3 Métodos para Quantificacio de Lise Celular

Neste item serdo descritos os métodos estudados para acompanhar a lise celular

provocada pela infeccdo fagica de culturas de P. fluorescens.
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i) Densidade Optica (D.O.)

Mediu-se a D.O., ao longo do periodo de infeccdo fagica, de suspensdes de P.
fluorescens, a um comprimento de onda de 640nm.

Fez-se uma curva de calibragdo entre a D.O. e o nimero de células existente. O
namero de células foi contado por microscopia Optica com a ajuda de uma camara de

Neubauer.

ii) Adenosina Trifosfato (ATP)

O procedimento de medi¢do de ATP consistiu em colocar 100ul de amostra
numa cuvete propria. Em seguida, adicionaram-se 100ul de uma solugdo contendo
luciferina (FL-AAM) e luciferase diluida 25 vezes através do injector automatico do
bioluminémetro (Biocounter M 25000).

Os resultados das leituras de ATP sdao obtidos em termos de RLU (RLU -
Relative Light Units). Para converter os resultados em concentragdo de ATP fez-se uma
curva de calibracdo entre os valores de RLU e diferentes concentragdes de ATP

Standard (FL-AAS).

2.1.4 Meétodos para a Avaliacao da Replicacdo Fagica

Todos os métodos de avaliacao da replicacdo fagica, utilizados e desenvolvidos,

serdo descritos em pormenor neste item.

i) Determinacio do Titulo do Fago em Amostras Puras

A titulacdo do fago @ S1 foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Adams (1959). O método consiste em diluir sucessivamente as amostras contendo fago
em meio MPF. A um tubo de ensaio de 4ml adicionaram-se 100ul de fago diluido e
100ul de uma suspensao de P. fluorescens (D.O. ~ 1.0). Ap6s 15 minutos adicionaram-
se 3 ml de MTA a 45°C e verteu-se a mistura para uma placa de Petri com uma fina
camada de MSCN. A placa de Petri foi incubada durante 18 a 24 h a 26°C ¢ finalmente

contou-se o numero de halos ou placas fagicas (PFU - Plague Forming Units).
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Todas as contagens de PFUs foram realizadas em triplicado para trés dilui¢des

diferentes de fago.

ii) Determinacio do Titulo do Fago em Amostras com Células

Para a determina¢do do titulo do fago de uma amostra contendo células foi
necessario centrifugar a suspensao (9,600rpm, 10 minutos) para remover as células
bacterianas, antes da dilui¢ao das amostras em MPF.

O restante procedimento foi igual ao previamente descrito em 2.1.4 1).

iii) Microscopia Optica de Epifluorescéncia

A observagdo do numero de fagos por microscopia de epifluorescéncia foi
realizada de acordo com o protocolo desenvolvido por Noble e Fuhrman (1998). A
amostra contendo fagos foi centrifugada (9,600rpm, 10 minutos) e em seguida filtrou-se
o sobrenadante através de uma membrana de porosidade 0.2pum. Entretanto, colocou-se
num sistema de filtracdo de 25mm uma membrana de 0.45um e filtraram-se 500ul de
agua ultra-pura filtrada (0.02um). Por cima desta membrana, pré-molhada, colocou-se
uma membrana de 6xido de aluminio de 0.02um (anodisc, Whatman, 25mm) e
filtraram-se 100ul de amostra. O objectivo da utilizagdo de uma membrana de 0.45um
por baixo ¢ evitar que a membrana de 0.02um quebre devido a forga de vacuo aplicada
durante a filtracao.

Uma vez filtrada a amostra utilizaram-se os seguintes fluorocromos especificos
para coloragdo de ADN — SYBR Green I (Molecular Probes, S-7567) e 4',6-diamidino-
2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) (Molecular Probes, D1306).

= Utilizacdo de SYBR Green [

A solugdo de trabalho de SYBR Green I consiste em 5ul de solugdo stock
(SYBR Green I diluida 10 vezes em agua ultra-pura filtrada (0.02um)) e 95ul de agua
ultra-pura filtrada (0.02um).

Ap6s a filtragdo da amostra, retirou-se a membrana do sistema de filtragdo (com
o vacuo ligado), limpou-se a parte inferior da membrana com papel absorvente e

colocou-se a membrana num excicador para secar. Apds a secagem, colocou-se uma

Mestrado em Tecnologia do Ambiente da Universidade do Minho 29



CAPITULO 2 Meétodos Desenvolvidos e Utilizados

gota de solucdo de trabalho de SYBR Green I numa placa de Petri coberta com papel de
aluminio e por cima da gota colocou-se a membrana (com a parte superior, que contém
o fago, virada para cima). A placa de Petri foi incubada durante 15 minutos no escuro.
Ap0s este periodo, retirou-se a membrana de cima da gota de SYBR Green I e colocou-
se a secar dentro de um excicador (coberto com papel de aluminio).

Esta solugdo de trabalho de SYBR Green I foi preparada sempre antes de cada
utilizacao, pois perde rapidamente as suas caracteristicas.

A observacao de fagos foi feita num microscopio de epifluorescéncia utilizando

um filtro de 320nm (filtro 2).

= Utilizacao de DAPI

A solucdo de trabalho de DAPI consiste em: 4950l de agua ultra-pura filtrada e
50l de solugdo stock de DAPI (5mg ml"' de DAPI em agua ultra-pura filtrada).

Uma vez filtrada a amostra colocou-se, por cima da membrana, 400ul de
solucao de trabalho de DAPI e deixou-se a actuar durante 30 minutos no escuro. Apos
este periodo, a solucdo de DAPI foi filtrada, a membrana retirada do sistema de
filtragdo e colocada a secar num excicador coberto com papel de aluminio.

A observacdo das amostras foi feita por microscopia de epifluorescéncia

utilizando os filtros de 320nm e 390nm.

iv) Método Espectrofluorimétrico

As amostras, contendo fago, foram centrifugadas (7,000%g, 10min, 4°C) e,
posteriormente, filtradas através de uma membrana de 0.2pum de porosidade.

Preparou-se uma solugdo de DNase I de 60Uml™” em tampdo acetato 1M (pH=5)
e a respectiva solucdo substrato que contém: 300ul de amostra contendo fago; 60ul de
tampao acetato 1M (pH=5) e 60ul de sulfato de magnésio 0.05M.

A 75ul de substrato adicionaram-se 25ul de DNase I e incubou-se a amostra a
26°C durante 30 e 60 minutos. Prepararam-se também amostras de controlo que
consistem em 75ul de solugdo substrato e 25l de tampao acetato 1M.

Apos a actuagdo da DNase I utilizaram-se dois fluorocromos especificos para

coloragcdo de ADN - o SYBR Green I (Molecular Probes, S-7567) e o DAPL
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= Utilizacdo de SYBR Green [

A solucdo de trabalho de SYBR Green I, utilizada nos ensaios, ¢ constituida por
Sul da solugdo stock (SYBR Green I foi diluida 10 vezes em agua ultra-pura filtrada
(0.02um)) e 95ul de agua ultra-pura filtrada (0.02um). Esta solugdo de trabalho foi
preparada sempre antes de cada utilizagao.

Apbs o periodo de actuacdo da DNase I adicionaram-se 100ul da solucdo de
trabalho de SYBR Green I a 25ul da amostra (substrato + DNase I, substrato + tampao
acetato). A amostra foi incubada durante 15 minutos no escuro e, posteriormente,
mediu-se a intensidade de fluorescéncia no espectrofluorimetro (utilizando uma cuvete
escura). Uma vez que o SYBR Green I resulta em trés picos de excitacdo fez-se um
varrimento ao longo do comprimento de onda de excitagdo (220nm — 510nm),
mantendo-se o comprimento de onda de emissdo fixo (520nm).

A area dos trés picos obtidos foi determinada antes e apos a actuagao da DNase
Para relacionar os valores obtidos com a concentragdo de ADN fez-se uma
curva de calibracdo com diferentes concentracdes de ADN de esperma de salmdo que

foram posteriormente coradas com solucdo de trabalho de SYBR Green I.

= Utilizacdo de DAPI

Preparou-se uma solu¢do tampdo Tris-DAPI do seguinte modo: a 100ml de
tampao Tris (100mM Titriplex III, 10mM Tris-base ¢ 100mM NaCl (pH=7))
adicionaram-se 20pl de solugdo de DAPI (Img ml™)

Apbs o periodo de actuacdo da DNase I adicionaram-se 2.5ml de tampao Tris-
DAPI a 100 pl de amostra contendo fago. Deixaram-se as amostras a incubar durante 5
minutos no escuro ¢ mediu-se a absorvéncia no espectrofluorimetro, utilizando uma
cuvete transparente de quartzo.

A absorvéncia antes e ap6s a actuacdo da DNase I foi medida mantendo os

comprimentos de onda de excitacdo (342nm) e de emissdo (450nm) fixos.
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Fez-se uma curva de calibragdo com diferentes concentracdes de ADN de

esperma de salmao que foram, posteriormente, coradas com tampao Tris-DAPI.
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2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo em alguns ensaios de uma solucdo fagica ndo purificada (ensaios
ndo incluidos nestes resultados) com restos celulares e um titulo relativamente baixo
ndo era ideal. Para o efeito, era necessario utilizar um volume maior de solugdo fagica e
também de células. Esta solu¢do ndo continha, também, componentes no meio que
permitissem a preservacao do fago. Foi necessario optimizar o processo de purificagdo
fagica, testando-se varios protocolos de purificagdo € o que apresentou melhores
resultados foi o método que envolve a precipitacdo das particulas fagicas com PEG
10,000 e a sua purificacdo final com cloroférmio (descrito no item 2.1.2). Este método
permitiu a obtengdo de uma solu¢do de fago bastante concentrada (titulo elevado)
permitindo a utilizacdo de volumes inferiores de fago. A presenga de alguns
componentes do meio MPF (ex.: gelatina e sulfato de magnésio) promove a

preservacdo da actividade do fago.

2.2.1 Avaliacio de Lise Celular — Validacido do Método de ATP

Todos os organismos conttm ATP como fonte principal de energia e quando
ocorre ruptura celular ha libertagdo de ATP para o meio extracelular. Este facto torna a
medi¢do de ATP um meio para avaliacdo do fenomeno de lise celular.

Os valores de ATP medidos nos ensaios utilizando um bioluminémetro sdo
sempre medidos em RLUs. Através de uma curva de calibragdo entre diferentes
concentracoes de ATP Standard (FL-AAS) e os respectivos valores de RLU foi
possivel converter os valores para concentracdo de ATP. A equacdo resultante desta
curva de calibragio foi a seguinte: [ATP] (ug/ml) = (RLU-102.98) x 10°. Para
uniformizar todos os valores, as concentragdes de ATP obtidas durante a infeccao
fagica foram ainda divididas pelo peso seco da biomassa celular utilizada em cada
ensaio.

Para validar o método foram necessarios diferentes ensaios. Comegou-se por

estudar se o ATP libertado era dependente tanto da concentracao de fago como também
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do numero de células existentes. Na Figura 2.1 encontram-se os valores para diferentes

titulos de fago.
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Titula do fago (PFUAMID

Figura 2.1 — Valores de ATP (RLU) obtidos para diferentes titulos de fago
(PFU/ml).

Como se pode verificar existe uma pequena variagdo de ATP. Esta variagdo nado
¢, no entanto, dependente da concentragdo de fago existente. Os valores de RLU obtidos

sd30 minimos e aproximadamente iguais aos valores de ATP obtidos com agua (16-18).

Para avaliar o efeito do nimero de células ¢ da sua fase metabolica na medigao
de ATP cresceram-se células a diferentes temperaturas e durante 24h, 48h e 72h. As
células foram centrifugadas e seguidamente ressuspendidas em meio MCN. Fizeram-se
diferentes diluicdes das suspensdes e posteriormente mediu-se o ATP. Os valores

obtidos encontram-se registados na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Valores de ATP (RLU) obtidos para diferentes concentragdes de
células crescidas a 4°C, 26°C, 37°C e durante 42h ¢ 72h.

A Figura 2.2 mostra que em todos os ensaios, com as células crescidas a
diferentes temperaturas e durante os diferentes tempos, hd um ligeiro aumento do ATP
medido quando o numero de células ¢ superior. No entanto, a variagdo pode ser
considerada minima.

Para se verificar se a quantidade de ATP medido varia com a quantidade de
ATP existente no interior de células, crescidas a diferentes temperaturas e durante 24h,
48h e 72h, promoveu-se a ruptura celular sonicando as suspensodes (com diferentes

nimeros de células) durante 30s, 60s e 120s e a uma poténcia de 60W (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — Concentracdes de ATP (ug/ml) apds sonicagdo de diferentes
concentragoes de células crescidas a 4°C, 26°C, 37°C e durante 42h e 72h.

Como se pode verificar através da analise da Figura 2.3, a concentragdo de ATP
aumenta com o numero de células. Células crescidas as diferentes temperaturas e em
diferentes fases de crescimento tém, aproximadamente, a mesma concentragdo de ATP.
A seguinte curva de calibracdo foi obtida para o aumento da concentracdo de ATP apos
sonicagdo: [ATP] (ug/ml) = 2x10"'x N°celulas - 7x10~.

Sendo assim, partindo do principio de que a quantidade de ATP medida nao
varia nem com a concentragdo de fago nem com a quantidade existente no interior das
células, iniciaram-se os estudos de validagdo do método de ATP para avaliagdo do
fenomeno de lise celular decorrente de uma infec¢do fagica. Quando as células
comegam a lisar a quantidade de ATP aumenta enquanto que a D.O. diminui, devido a
uma diminui¢do da turbidez do meio. Neste periodo de infeccdo fagica ¢ possivel
relacionar ATP com D.O.. A Figura 2.4 mostra a relacdo obtida entre ATP e D.O. nesse

periodo.
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Figura 2.4 — Variacdo de ATP (pg/g ps) € D.O durante o periodo de infecgdo
fagica.

Como se pode verificar obteve-se uma relacdo linear (AATP = 1.3715 x AD.O.
- 0.0238) entre o aumento de ATP libertado e o decréscimo da D.O. apds a infec¢ao
fagica. Esta relacdo permite validar a utilizacdo do método de ATP para analisar a lise

celular provocada pela infecgao fagica.

Vantagens do método de ATP

A avaliagdo de lise celular através da medigdo do ATP tem algumas vantagens
relativamente ao método da D.O.. Na figura 2.5 mostra-se o resultado obtido durante a

infecgdo fagica de culturas de P. fluorescens crescidas a 37°C e infectadas a 26°C.
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Figura 2.5 — Valores de D.O. (640nm) ¢ ATP (ug/g,) obtidos durante a

infecg¢do a 26°C de uma suspensao celular de P. fluorescens crescida a 37°C.

Neste ensaio a lise celular causada pela infec¢ao fagica ¢ baixa. No entanto, ela
ocorre uma vez que ha um aumento da quantidade de ATP nas amostras contendo fago.
O método de ATP ¢ bastante sensivel permitindo a detec¢do de valores extremamente
baixos de lise celular.

A medicdo da D.O. ndo permite a detecc¢do da lise ocorrida uma vez que a D.O.
aumentou, como resultado do crescimento celular, em vez de diminuir. Sendo assim, a
aplicabilidade do método da D.O. ¢ limitada ndo podendo ser utilizada em ensaios em
que o crescimento supera a lise celular.

Outra vantagem da técnica de ATP, como se verificard no Capitulo 4, é que a
avaliagdo do fenémeno de lise celular em biofilmes s6 € possivel utilizando este

método.

2.2.2 Avaliacao da Replicacao do Fago

A medicdo quantitativa de centros infecciosos pela técnica descrita por Adams
(1959) ¢ a mais utilizada para a enumeracao de fagos activos. Os efeitos da infec¢ao de
células hospedeiras causam uma destruicdo ou alteragdes nas células onde o fago se
replica, podendo-se observar estas alteracdes através do aparecimento de placas ou
focos de infecgdo em placas de Petri com células hospedeiras. Uma particula fagica

capaz de iniciar uma infec¢cdo produtiva ¢ designada por PFU (Plague Forming Unit).
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As primeiras células infectadas libertam muitos virus e se ndo ocorrer difusdo, eles
permanecerdo na proximidade da célula infectada e infectardo células vizinhas. Este
processo ¢ repetido inimeras vezes, no entanto apenas se contara uma placa (Wagner e
Hewlett, 1999).

A titulacdo do fago envolve a dilui¢do da amostra contendo fago, uma vez que
so0 ¢ valida quando a contagem de halos se encontra entre 30 e 300. Neste trabalho
houve, ainda, necessidade de diluir a cultura de P. fluorescens, porque verificou-se que
com D.O.s mais elevadas a contagem dos PFUs era impossivel, uma vez que as células
conseguiam cobrir toda a placa de Petri.

Na Figura 2.6 encontram-se algumas imagens obtidas com diferentes dilui¢des

de uma amostra contendo fagos.

Figura 2.6 — Diferentes dilui¢des de uma amostra contendo fagos.

Este método permite a determinagdo do numero de fagos activos, no entanto ¢
bastante trabalhosa e morosa, uma vez que se tem de esperar entre 18 a 24 horas para

se proceder a contagem dos halos.
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Um dos grandes problemas nos estudos com fagos ¢ o tamanho minasculo dos
fagos. Para a enumeragao de fagos totais os métodos mais utilizados sdo a microscopia
electronica e, mais recentemente, a utilizacao de fluorocromos para a coloragao do fago
e posterior observacdo por microscopia de epifluorescéncia ou citometria de fluxo. A
utilizacdo de microscopia electronica ¢, no entanto muito dispendiosa. Estudaram-se
entdo técnicas alternativas nomeadamente a utilizagdo de microscopia Optica de

epifluorescéncia e de um método espectrofluorimétrico.

O método de coloracdio de fagos para observacdo por microscopia de
epifluorescéncia envolve a filtragdo de fagos (membrana 0.02um) Este método serve
para se fazer a contagem do nimero total de fagos, ou seja fagos activos e fagos
inactivos. A secagem da membrana antes e apds coloracdo com fluorocromos ¢
essencial para se obter uma fluorescéncia de boa qualidade e também para minimizar o
desaparecimento da fluorescéncia do corante.

As experiéncias efectuadas, tanto com SYBR Green I como com DAPI nao
resultaram plenamente, devido ao tamanho muito reduzido dos fagos o que torna dificil
€ a sua observagdo por microscopia Optica a uma ampliacao de 1000x. A captura de
imagem também ndo foi conseguida, possivelmente devido a resolugdo do
equipamento.

A utilizagdo de um método espectrofluorimétrico envolve, tal como em
microscopia de epifluorescéncia, a coloragdo do ADN com fluorocromos especificos
para esse efeito (SYBR Green I e DAPI).

O SYBR Green I e 0 DAPI sdo fluorocromos utilizados para a quantificagdo de
células microbianas por espectrofluorimetria portanto, foi necessario adoptar esta
técnica para a deteccdo de fagos. Estes corantes reagem com o par de bases adenina
timina e portanto s6 tém aplicagdo em fagos de ADN de cadeia dupla.

Foi necessario fazer-se uma curva de calibragdo com esperma de salmao para se
conhecer a gama de concentragdes para a qual a intensidade de fluorescéncia ¢ linear.
Prepararam-se solu¢des com diferentes concentracdes de ADN de esperma de salmao.
A Figura 2.7 mostra o espectro obtido apds a coloragdao do ADN do esperma de salmdo

com SYBR Green L.
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Figura 2.7 — Espectro de uma amostra de ADN de esperma de salmdo corada

com SYBR Green L.

Como se pode observar a partir da Figura 2.7, a coloragdo com SYBR Green |
resulta em trés picos de excitagdao distintos (265nm, 370nm e 490nm). A Figura 2.8
mostra a relagdo entre concentracdo de ADN de esperma de salmdo e a area de cada

pico (1,2 e 3 por correspondéncia coma Figura 2.7) ap6s coloragdo com SYBR Green I.
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Figura 2.8 — Curvas de calibragdo de ADN de esperma de salmao com SYBR

Green I.

Quando se pretende quantificar fagos por este método numa amostra contendo
hospedeiro lisado ¢ necessario eliminar o ADN do hospedeiro para nao interferir com
os fluorocromos. Assim, utilizou-se uma DNase I do pancreas bovino que actua em
ADN de cadeia simples ou dupla e também em cromatina, no entanto para actuar

. ++ . , . . ~
necessita a presenca de Mg no meio dai que foi essencial preparar-se uma solugéo
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contendo Mg”*" a qual se chamou solugdo de substrato. A Figura 2.9 mostra o modo de

actuagdo da DNase I em presenca de Mg2+.

, , , I I EE—
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Figura 2.9 — Actuacdo da DNase I na presenca de Mg2+.

A aplicagdo de DNase I a amostras contendo ADN celular ¢ ADN fagico
resultou numa diminuicdo das &areas dos picos. As figura seguintes mostram os

resultados obtidos antes e apds a accdo da DNase I para cada um dos trés picos de

excitagao.
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Figura 2.10 — Relagdo entre a area do pico 1 e a concentragdo de fago antes e
apos a actuagdo da DNase 1.
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Figura 2.11 — Relacdo entre a area do pico 2 e a concentragdo de fago antes e
apos a actuagdo da DNase I.
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Figura 2.12 — Relagdo entre a area do pico 3 e a concentragdo de fago antes e

apos a actuagdo da DNase I.

Como se pode verificar pela analise das Figuras 2.10, 2.11 e 2.12 hd um
decréscimo bastante acentuado da area dos picos de excitacdo 2 e 3. Nestes ensaios para
além dos testes espectrofluorimétricos, seguiu-se o efeito da DNase I na actividade do
fago através da determinacao do titulo do fago. O titulo do fago antes e apds a DNase I

encontra-se na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Numero de PFUs obtidos antes e apds a accdo da DNase 1.

Antes DNase I Apés DNase |
(PFU/mI x10°) (PFU/mI x10°)
10.2+1.34 1.87+£0.73
5.12+0.98 0.76 £ 0.15

Como se pode verificar, a diminuigdo da area dos picos ndo se deveu apenas a
accdo da DNase I sobre o ADN celular mas também sobre o ADN fagico, uma vez que
houve uma diminui¢do do niimero de halos obtidos apos a actuacdo da DNase I. A
actuacao da DNase I sobre o ADN fagico ¢ resultado das caracteristicas deste tipo de
fago. Provavelmente o facto de ndo possuir envelope faz com que o fago fique

susceptivel a accdo da DNase 1.

Nos ensaios com DAPI procedeu-se do mesmo modo que nos ensaios com

SYBR Green I, tendo sido feita uma curva de calibragdo com ADN de esperma de
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salmdo. No entanto, uma vez que ndo ¢ possivel a aplicacdo deste método devido a
sensibilidade do fago a DNase I esses valores nao serdo apresentados, no entanto fica a
descricdo, tanto do método com SYBR Green I como com DAPI no capitulo de
materiais € métodos.

O desenvolvimento de um método espectrofluorimétrico tinha como objectivo
facilitar a enumeragao de fagos presentes em amostras. Uma curva de calibracao entre a
quantidade de ADN fagico por espectrofluorimetria e a contagem do numero de fagos
totais (por microscopia de epifluorescéncia) poderia simplificar bastante a enumeragao
de fagos. No entanto, devido a sensibilidade deste fago a DNase I ndo foi possivel
concluir este estudo.

Pensa-se, no entanto, que a obteng¢ao de uma curva de calibracao entre o nimero
de fagos totais por microscopia de epifluorescéncia e a quantidade de ADN fagico por
espectrofluorimetria pode ser possivel utilizando-se uma fago com envelope (ndo

sensivel a DNase I).
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CAPITULO 3 - INFECCAO FAGICA DE CELULAS EM

SUSPENSAO

A bactéria Pseudomonas fluorescens pertence a familia das Pseudomonadaceae
e ¢ uma bactéria psicrotrofica que se caracteriza por ser Gram-negativa, em forma de
bastonete, com flagelos polares e com metabolismo respiratério. Esta espécie ¢ ubiqua
no ambiente podendo ser encontrada em ecossistemas naturais e ambientes industriais
(Cousin, 1982; Shah, 1994; Swart et al., 1990).

Os fagos sdo agentes muito importantes no equilibrio dos ecossistemas, por
outro lado, pelas suas caracteristicas, constituem ferramentas importantes no controlo
de bactérias (Ashelford et al., 2003).

O fago @ S1 pertence a familia Podoviridae caracteriza-se por possuir cabeca,
uma cauda pequena e ndo contractil com 6 fibras, ndo possuir envelope e conter uma
molécula de ADN de dupla cadeia linear. Este fago quando infecta células hospedeiras
tem uma resposta litica.

A infec¢do fagica de bactérias ¢, muitas vezes influenciada por parametros
ambientais. O meio de crescimento da célula pode influenciar a sua fisiologia e
consequentemente a actuacdo do fago. Em estudos relacionados com a ecologia de
fagos em meios aquaticos ¢ essencial estudarem-se parametros tais como: a forga
i0nica, a temperatura, a pressao hidrostatica. Estes parametros afectam, muitas vezes, a
adsor¢do do fago, a propria infeccdo fagica ou até mesmo a replicagdo fagica (Goyal et
al., 1987). Estudos feitos com fagos especificos para espécies de E. coli revelaram que
a distribuicdo dos fagos num ambiente natural depende das condigdes ambientais desse

ecossistema, que determina a qualidade do hospedeiro (Hadas et al., 1997).
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Neste capitulo serdo abordados os efeitos do meio de infec¢do, da temperatura e
do meio de crescimento na infec¢do fagica, bem como da fase de crescimento das

células hospedeiras.
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3.1. MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Efeito do Meio de Infeccao

Neste trabalho testaram-se trés meios para verificar qual o melhor meio de
infec¢do - o meio MCN; 4gua ultra-pura estéril ¢ o meio MPF.

Cresceram-se culturas de P. fluorescens em meio MCN, durante 24 horas que
foram posteriormente centrifugadas (7,000xg, 10 minutos, 4°C). Ressuspendeu-se o
pellet resultante em cada um dos trés meios e acertou-se a D.O. de modo a se terem
aproximadamente 6.3x10° células/ml. Em ensaios de infecgdo fagica utilizaram-se
Erlenmeyers contendo propor¢des iguais do respectivo meio, suspensdo celular e
solu¢do fagica. Em todos os ensaios realizados utilizou-se uma multiplicidade de
infeccdo (MOI - Multiplicity Of Infection) inicial, que corresponde ao nlimero médio de
fagos por bactéria, de aproximadamente 0.5. Avaliaram-se também controlos que
consistem em Erlenmeyers com 2 volumes de meio e 1 volume de suspensao celular.
Os Erlenmeyers foram incubados a 26°C e a 130rpm. A lise celular foi medida
recorrendo ao método de ATP conforme descrito em 2.1.3. Os resultados sdo
apresentados em numero de células lisadas, obtidas pela curva de calibragdo
apresentada na Figura 2.4 (pagina 36) e pela relagao entre D.O a 640nm e numero de

células (N.° células = 6E+09xD.0O. + 4E+08).

3.1.2 Efeito da Temperatura

Cresceram-se culturas de P. fluorescens a diferentes temperaturas (4°C, 26°C e
37°C) até a fase exponencial. Centrifugaram-se as culturas (7,000xg, 10 minutos, a 4°C)
e ressuspendeu-se o pellet resultante em MCN de modo a se terem aproximadamente
6.3x10° células/ml. Para os ensaios de infeccdo utilizaram-se Erlenmeyers com
proporgdes iguais de fago, células crescidas as diferentes temperaturas e meio MCN. A
MOI inicial utilizada nestes ensaios foi de aproximadamente 0.5. Prepararam-se

também controlos que consistem em 2 volumes de meio MCN e 1 volume de suspensdo
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celular crescida a cada uma das temperaturas. Os Erlenmeyers foram incubados a 4°C,
26°C e 37°C e a 130rpm. Retiraram-se amostras periodicamente para: a avaliacao de lise
celular através medi¢do da quantidade de ATP e da D.O. (descrito em 2.1.3) e para a
quantifica¢do do titulo do fago (descrito em 2.1.4). Os resultados de lise celular sdo
apresentados em numero de células lisadas, obtidas pela curva de -calibragdo
apresentada na Figura 2.4 (pagina 36) e pela relagdo entre D.O a 640nm e niimero de

células (N.° células = 6E+09xD.O. + 4E+08).

i) Efeito da Temperatura de Infecciao
A avaliacdo do efeito da temperatura de infec¢do no processo seguiu um
procedimento semelhante ao anteriormente descrito, no entanto, nestes ensaios as

células cresceram a 26°C e a infec¢ao decorreu a 4°C, 26°C e a 37°C.

ii)Efeito da Temperatura de Crescimento

O procedimento de avaliagdo do efeito da temperatura de crescimento foi
semelhante ao previamente descrito, no entanto as culturas de P. fluorescens foram
crescidas a trés temperaturas diferentes (4°C, 26°C e 37°C) e a infec¢do fagica foi

efectuada a 26°C.

3.1.3 Efeito da Fase de Crescimento

Cresceram-se culturas de P. fluorescens durante 24, 48 e 72 horas a 26°C ¢ a
130rpm. A infecgdo fagica foi realizada a temperatura de infeccdo de 26°C tal como

descrita em 3.1.2.

3.1.4 Efeito do Meio de Crescimento

Culturas de P. fluorescens foram crescidas a 26°C em 2 meios distintos — o
meio MCN e meio de Glucose (MG) (5gl” de glucose, 2.5gl” de peptona, 1.25g1" de
extracto de levedura, 4.3 gl'1 de Na,HPO4.12H,0 e 3.75gl'1 de KH2PO,) até atingirem a
fase exponencial de crescimento. De seguida realizou-se a infec¢do fagica tal como

descrito previamente em 3.1.2 sendo a temperatura de infec¢io 26°C.
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3.1.5 Proteinas da Membrana Externa

i) Extraccio das Proteinas da Membrana Externa (PME)

Utilizou-se um protocolo de extrac¢do das proteinas da membrana externa
(PME) da P. fluorescens conforme descrito por Masuda et al. (1995). Cresceram-se
culturas de P. fluorescens a diferentes temperaturas (4°C, 26°C e a 37°C), durante
diferentes periodos de crescimento (24h, 48h e 72h) e em dois meios de cultura
distintos (MCN e MGQG). Posteriormente as culturas foram centrifugadas (7,000xg, 10
minutos, 4°C) e o pellet foi ressuspendido em tampao Tris-HCl 30mM (pH=8). Em
seguida, cada suspensdo foi sonicada durante 2 minutos a 60W. As células ndo lisadas
foram removidas por centrifugacdo (7,000xg, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante foi
recolhido para ser posteriormente ultracentrifugado (100,000xg, 1 hora, 4°C). O pellet
resultante, contendo as membranas interna e externa, foi ressuspendido em 1ml de
tampao Tris-HCl (pH=S8). Adicionou-se a esta solugdo 1% (p/vol) de N-
lauroilsarcosinato de sodio e incubou-se durante 30 minutos a 30°C. Apds este periodo
a solu¢do foi centrifugada (18,000xg, 30°C, 40 minutos) ¢ o pellet resultante, contendo
apenas as proteinas da membrana externa, foi ressuspendido em tampao Tris-HCI para

posterior analise por SDS-PAGE.

ii) Calculo da Concentracao de Proteina

A concentragdo de PME foi determinada pelo método do 4cido bicinconinico
(Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (BCA) (Sigma)) utilizando BSA (bovine serum
albumin) como padrdo. O protocolo consiste em colocar 25l de amostra em pogos de
uma placa de Elisa e adicionar 200ul de uma solug¢do de trabalho composta por 50
partes de solugdo BCA A e 1 parte de solugdo BCA B. A placa de Elisa foi, entdo,
incubada durante 30 minutos a 37°C e posteriormente arrefecida até a temperatura
ambiente. Apos o arrefecimento, a absorvéncia foi medida a um comprimento de onda
de 562nm. A concentragdo de PME foi acertada, com tampao Tris-HCl (pH=S), de

modo a se ter aproximadamente 250ug ml" de proteina.
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iii) Electroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
Recorreu-se a técnica de electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

conforme descrita por Laemmli (1970) para analise das PME.

= Preparacdo do gel de poliacrilamida

Na Tabela 3.1 encontram-se os volumes necessarios para se produzirem 2 géis

de poliacrilamida de 12%.

Tabela 3.1 — Volumes utilizados na preparagdo de 2 géis de poliacrilamida de

12%.
Agua 30% Bis- ~ o
GEL* (Cj/e; destilada Acrilamida Tan?;fl()) gel L (/;n?)DS
0 (ml) (ml)
R 12 5.10 6.00 3.75 0.15
S 12 3.40 4.00 2.50° 0.10

* 1 — Gel resolving; S — Gel stacking
' Tampao gel pH=8.8
* Tampéo gel pH=6.8
O gel resolving, ao qual foram adicionados 90ul de persulfato de amoniaco 10%
(PSA) e 9ul de TEMED, foi colocado no sistema e deixado a polimerizar durante
aproximadamente 30 minutos. Ao gel stacking adicionaram-se 60ul PSA 10% e 6ul de
TEMED e apo6s a polimerizacdo do gel resolving este foi colocado no sistema
juntamente com os pentes para se formarem os pocos. ApoOs a polimerizacdo removem-

se os pentes e colocaram-se os vidros na tina de electroforese contendo tampao TGS.

= Preparacio das amostras para SDS-PAGE

A 15ul de amostra foram adicionados 5ul de tampao da amostra (25mM Tris-
HCI a pH 6.8, 10% B-mercaptoetanol, 10% SDS, 0.1% de bromofenol blue e 30% de
glicerol). A amostra foi colocada durante 5 minutos num banho a 100°C para desnaturar
as proteinas e em seguida em gelo para arrefecer. Adicionaram-se, a cada poco do gel
de poliacrilamida, 15ul de amostra resultante da desnaturagdo. O gel foi submetido a

uma corrente de 7mA durante aproximadamente 3 horas e 30 minutos.
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iv) Coloracao com Coomassie blue e com Prata

= Coloracdo com Coomassie blue

No final da electroforese separaram-se os vidros e colocaram-se os géis durante
30 minutos numa solu¢do de Coomassie blue (50% de metanol, 10% de acido acético,
0.05% de Coomassie brilliant blue R e 40% de 4gua destilada). Apos este periodo, a
solucao de Coomassie blue foi retirada e adicionou-se uma solugao descorante (30%
metanol, 10% acido acético e 60% de agua destilada), durante 5 minutos. A solugdo foi,
seguidamente, retirada para se adicionar novamente solu¢do descorante. Os géis foram
deixados nesta solugdo durante 16 horas sob agitacao (80rpm). No final, retirou-se a

solu¢do descorante e colocaram-se os géis em agua destilada.

= Coloracdo com Prata

A coloracdo com prata foi realizada colocando os géis, apos coloracdo com
Coomassie blue, durante 10 minutos em agua destilada. No final a agua destilada foi
retirada e adicionou-se tiossulfato de sodio (0.2gl™), apenas por cima de cada gel,
deixando-se a actuar durante 1 minuto. O tiossulfato de sédio foi retirado e adicionou-
se, posteriormente, agua destilada (2x20 segundos). Apds a agua destilada colocou-se,
por cima de cada gel, solugdo de nitrato de prata (2gl™") e deixou-se a actuar durante 30
minutos. O nitrato de prata foi recolhido e colocou-se dgua destilada por cima dos géis
(10 segundos). Retirou-se a dgua destilada e adicionou-se, por cima de cada gel, solugdo
de revelagdo (0.7mll" de formaldeido 37%, 30gl” de carbonato de potassio anidro e
10mgl™ de tiossulfato de sodio) e deixou-se a actuar até os géis ficarem com a cor
desejada (2%3 minutos, aproximadamente). No final adicionou-se solugdo de paragem
(50gl" de Tris-base e 2,5% de 4cido acético) e deixou-se a actuar durante 1 minuto. Os
géis foram envolvidos em pelicula aderente para evitar a desidratagdo ou colocados em

agua destilada.
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3.1.6 Analise Estatistica

Para comparar as taxas de lise celular e de libertacdo de fagos utilizou-se o
método estatistico “one-way analysis of variance” (One-way ANOVA) seguido de
testes post hoc utilizando o teste de Tukey. Em todas as andlises realizadas o intervalo
de confianga utilizado foi de 95%. Estes testes foram realizados utilizando o programa

SPSS (versdo 11.5) para Windows.
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3.2. RESULTADOS

3.2.1 Efeito do Meio de Infeccao

O meio de infec¢do ¢ fundamental para que o fago consiga infectar células em
suspensdo. As células para estes estudos foram crescidas em meio MCN, no entanto
apos centrifugacdo foram ressuspendidas em: MCN, MPF e dgua ultra-pura estéril. A

Figura 3.1 mostra a variacao obtida em cada um destes ensaios.
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5.0E+03
G.0E+03
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—8— controlo Agua —ai— MPF —#— controlo MPF

Figura 3.1 — Infeccao fagica de suspensdes em diferentes meios de infecgao.

Conforme se pode verificar, a lise celular foi mais extensa quando a infecgdo
decorreu em meio MCN. Assim, este foi o meio de infeccdo utilizado no restante

trabalho experimental.

3.2.2 Efeito da Temperatura

A Figura 3.2 mostra o resultado obtido apds a infecgdo fagica a 4°C, 26°C e
37°C de culturas de P. fluorescens crescidas a diferentes temperaturas. Os controlos sao
culturas de P. fluorescens crescidas as mesmas temperaturas, mas nao incubadas com

fago.
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Figura 3.2 — Infeccao fagica a 4°C, 26°C e 37°C de culturas de P. fluorescens

crescidas as mesmas temperaturas (4°C, 26°C e 37°C).

Conforme se pode verificar, a partir da Figura 3.2, a lise celular ocorreu apenas
nas amostras contendo fago, uma vez que o nimero de células lisadas ndo aumenta nos
controlos. A accao do fago foi, também, distinta as diferentes temperaturas, obtendo-se
uma lise superior com células crescidas e infectadas a 26°C.

A taxa de lise celular (k) foi calculada através da equacao log;o (N/Np)/t em que
Ny e N sdo o nimero de células lisadas antes e ap6s o periodo exponencial de lise.

A partir dos valores da titulagcdo fagica calculou-se a taxa de libertacao de fago
(PFU/t) a partir da seguinte equagdo: PFU/t = (PFUpax - PFUmiv)/t. Em que PFUpax €
PFUwmN sdo os valores maximo e minimo de PFU obtidos e t o periodo de tempo entre

esses valores.
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Tabela 3.2 — Parametros de infeccdo fagicos obtidos para culturas celulares

crescidas e infectadas a 4°C, 26°C e a 37°C.

PFUpaxx107° PFU/tx10°

T(°C) k (min™) L (min)
(PFU mI™) (PFU mI'min™)
4 0.010 + 0.001 1.50 + 0.85 1.85+ 1.09 75
26 0.024 + 0.008 8.50+0.14 16.90 = 0.28 50
37 0.003 + 0.001 ® ® ®

® Nao houve aumento do titulo do fago

Os parametros de infeccdo (k e PFU/t) obtidos a cada temperatura variaram
bastante (p < 0.05). A 37°C ndo houve aumento do nimero de fagos e esse facto
observou-se também na taxa de lise celular. Células crescidas e infectadas a 26°C
resultaram em taxas de lise celular e de libertagdo de fagos elevadas. O periodo de
laténcia (L) definido como o intervalo de tempo entre a infec¢do fagica e o
aparecimento de fagos, foi superior quando a infec¢do e crescimento ocorreram a 4°C.

Para verificar se estes resultados eram devido ao facto de se terem crescido as
culturas a diferentes temperaturas ou se eram resultado da temperatura de infecgao

fagica, decidiu-se investigar estes dois efeitos.

i) Efeito da Temperatura de Infeccio Fagica

Estes estudos foram realizados crescendo suspensdes celulares a uma
temperatura fixa (26°C) e infectando-as a diferentes temperaturas. Nestes ensaios
estudou-se a lise celular (ATP) e a replicagdo do fago (PFU) para melhor se
compreender o fendmeno de infeccdo fagica.

A Figura 3.3 mostra o nimero de células lisadas, em cada periodo de infec¢ao,

para as diferentes temperaturas de infec¢do estudadas.
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Figura 3.3 — Infeccdo fagica a 4°C, 26°C e 37°C de culturas de P. fluorescens

crescidas a 26°C.

Através da Figura 3.3 pode-se afirmar que a temperatura com a qual se obteve
uma melhor lise celular foi 26°C. Nos controlos ndo houve lise celular, uma vez que nao
se observou um aumento do numero de células lisadas.

Na Tabela 3.3 encontram-se os parametros de infeccdo obtidos apds infeccao

fagica a cada temperatura de infec¢ao estudada.

Tabela 3.3 — Parametros de infeccdo fagicos obtidos para culturas celulares

crescidas a 26°C e infectadas a Tj.

PFUpaxx107° PFU/tx10®

Ti(°C) k (min™") L (min)
(PFU mI™) (PFU mI"'min™)
4 0.009 + 0.003 3.47+0.32 3.22+0.26 50
26 0.024 + 0.008 8.50+ 0.14 16.90 + 0.28 50
37 0.011 = 0.002 0.19 + 0.06 0.12 £0.05 75

Os valores obtidos mostram que, tal como anteriormente referido, 26°C foi a
temperatura Optima de infecgdo e que houve diferengas significativas entre os
parametros obtidos as diferentes temperaturas (p < 0.05). As suspensdes infectadas a

26°C resultaram nos valores maximos tanto de taxa de lise celular, bem como de taxa de
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libertacdo de fago. Comparativamente com 4°C, a taxa de libertagdo de fagos foi
aproximadamente 5.25 vezes superior quando a infec¢do ocorreu a 26°C. A libertagdo
de fagos a 37°C foi a menor. A esta temperatura também o periodo de laténcia foi o
superior.

Para avaliar se a temperatura de infeccdo afectava a viabilidade do fago,
determinou-se a quantidade de fagos activos (PFU/ml) ao longo do tempo apos se
submeterem amostras as diferentes temperaturas em estudo. Na Figura 3.4 encontram-

se os resultados desse estudo na actividade do fago.
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Figura 3.4 — Efeito da temperatura na actividade do fago.

Pelos valores apresentados na Figura 3.4 pode-se concluir que a temperatura nao
influencia, durante o periodo de tempo estudado, a viabilidade do fago, tendo-se obtido

valores praticamente constantes de PFUs.

ii) Efeito da Temperatura de Crescimento Celular

Nos estudos para avaliagdo do efeito da temperatura de crescimento cresceram-
se suspensodes celulares a diferentes temperaturas que foram posteriormente infectadas a
uma temperatura fixa de 26°C, ou seja, a temperatura 6ptima de infecgdo, tal como
previamente demonstrado.

A Figura 3.5 mostra os resultados obtidos em termos do ntimero de células

lisadas durante a infeccdo fagica das suspensdes.
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Figura 3.5 — Infeccdo fagica a 26°C de culturas de P. fluorescens crescidas a

4°C, 26°C e a 37°C.

A temperatura de crescimento Optima para a infec¢do fagica foi 26°C, uma vez
que a esta temperatura o fago conseguiu lisar um maior numero de células.

Na Tabela 3.4 encontram-se os parametros de infeccdo fagica obtidos com
culturas de P. fluorescens crescidas as diferentes temperaturas, bem como a taxa de

crescimento obtida (p (h")) a cada temperatura.

Tabela 3.4 — Parametros obtidos apos infec¢do fagica a 26°C de culturas de P.

fluorescens crescidas a 4°C, 26°C e 37°C e respectivas taxas de crescimento ().

PFUmaxx10""  PFU/tx107®

Ts(°C) u (b k (min™) P (PFU mi*min) L (min)
4 036+0.11 0.014+0.008 2.377+0.11 429 +0.07 50
26 0.53+0.10 0.024+0.008  8.50+0.14 16.90 + 0.28 50
37 0.29+0.16 0.010+0.001  0.26+0.01 0.35+0.01 50

Os resultados indicam que 26°C foi a temperatura de crescimento com a qual se
obteve os valores maximos das taxas de lise celular e de libertacdo de fagos. Os
parametros de infeccdo das células crescidas a esta temperatura foram
significativamente diferentes das da infeccao de células crescidas a 4°C e a 37°C (p <

0.05). A taxa de libertacdo de fagos foi aproximadamente 3.94 vezes superior a 26°C do
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que a 4°C. A 37°C a lise mostrou ser bastante inferior, sendo por isso a libertacdo de
fagos, também, minima. Verificou-se também que a temperatura de crescimento ndo
afectou o periodo de laténcia.

Para se tentar compreenderem as razdes que levaram a estas diferencas de
comportamento do fago, decidiu-se analisar as PME existentes em células crescidas a

cada uma das temperaturas. A Figura 3.6 mostra o resultado da electroforese realizada.

250 KD =
150 kD
100 kD <—  99.0+5kDa

95 kD
50 kD

37 kD

25 kD
17.5+1kDa

12.5 kD

Figura 3.6 — Electroforese em gel de poliacrilamida das proteinas da membrana

externa de células crescidas a 4°C (coluna 1), 26°C (coluna 2) e a 37°C (coluna 3).

A partir da Figura 3.6 verifica-se que culturas crescidas a 4°C e a 37°C tém
perfis de bandas distintos dos de culturas crescidas a 26°C. Tanto em células crescidas a
4°C como células crescidas a 37°C ndo se observa a banda proteica de 17.5 + 1kDa.
Células crescidas a 37°C também ndo apresentam a banda proteica a 99.0 £ S5kDa

existente em células crescidas tanto a 4°C como a 26°C.

3.2.3 Efeito da Fase de Crescimento Celular

Nestes ensaios infectaram-se células de P. fluorescens na fase exponencial,
estaciondria e de declinio. A Figura 3.7 mostra a diminui¢ao da D.O. a 640nm ao longo

do periodo de infeccao fagica.
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Figura 3.7 — Diminuicdo da D.O. durante o periodo de infeccdo fagica de

células na fase exponencial, estaciondria e de declinio.

Como se verifica na Figura 3.7, a infec¢do foi mais lenta para periodos de

crescimento celular mais longos.

Na Tabela 3.5 encontram-se os parametros de infeccao obtidos com células na

fase exponencial (24h), estaciondaria (48h) e de declinio (72h).

Tabela 3.5 — Pardmetros obtidos apos infec¢do fagica a 26°C de culturas de P.

fluorescens na fase exponencial, estacionaria e de declinio.

PFUpaxx 107" PFU/tx107®

Fase k (min™) L (min)
(PFU mI™) (PFU mI'min™")
Exponencial 0.024 +0.008 8.50+0.14 16.90 = 0.28 50
Estacionaria 0.017 £0.002 8.15+£2.05 7.45+0.18 50
Declinio 0.012 £ 0.001 3.06 £0.57 1.96 + 0.37 100

De acordo com estes resultados a eficiéncia de infec¢cdo, em termos dos valores
de k e PFU/, diferiu significativamente (p < 0.05) e foi diminuindo & medida que as
células foram envelhecendo. A taxa de libertacdo de fagos foi aproximadamente 2.27
vezes superior com células na fase exponencial comparativamente ao obtido com
células nas fases estacionaria e 8.62 em relacdo a infeccdo de células na fase de

declinio. O periodo de laténcia também foi alterado com a fase de crescimento celular,
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verificando-se um longo periodo de laténcia quando a infec¢do ocorreu em células na
fase de declinio.

Tal como nos estudos do efeito da temperatura de crescimento, as PME foram
extraidas e analisadas por SDS-PAGE. A Figura 3.8 mostra os perfis dos géis obtidos
com cé¢lulas na fase exponencial, estacionaria e de declinio.

1 2 3

250
150
100

T5

EEBE

50 kD

Figura 3.8 — Electroforese em gel de poliacrilamida das proteinas da membrana
externa de células na fase exponencial (coluna 1), estaciondria (coluna 2) e de declinio

(coluna 3).

Conforme se pode observar a partir da Figura 3.8, as bandas proteicas das
células nas diferentes fases de crescimento sdo idénticas. A tunica diferenga observada

tem a ver com a concentracao de algumas das bandas existentes.

3.2.4 Efeito da Meio de Crescimento

Nestes ensaios decidiu-se testar dois meios de cultura bastante utilizados para o
crescimento de P. fluorescens — o meio MCN e o meio MG. Na Tabela 3.6 apresentam-

se os parametros de infec¢ao obtidos com os dois meios testados.
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Tabela 3.6 — Parametros obtidos apds infec¢do fagica de culturas de P.

fluorescens crescidas em meio MCN e MG.

Meio de Infeccao

MG MCN
Meio de K (min™) PFU/tx107® K (min™) PFU/tx10™
Crescimento (PFU ml"min™) (PFU mI"min™)
MG 0.005 +0.001 0.29+0.02 0.003 +0.001 0.09+0.01
MCN 0.021 £0.001 428 +0.63 0.024 +£0.008 16.90 £ 0.28

De acordo com os resultados da Tabela 3.6 a infec¢ao de células crescidas em
meio MG foi pouco eficaz e significativamente diferente da infec¢do de células
crescidas em MCN (p < 0.05). Células crescidas em meio MG resultaram em baixas
taxas quer de lise celular como de libertagdo de fagos. Culturas crescidas em meio
MCN quando infectadas em meio MG resultaram num decréscimo da taxa de libertagao
de fagos, no entanto a taxa de lise foi semelhante a obtida quando a infec¢do decorreu
em meio MCN.

Para compreender se estas alteragdes se devem a presenca de diferentes bandas
proteicas realizou-se electroforese em gel de poliacrilamida das PME. A Figura 3.9
mostra os perfis das PME extraidas de células crescidas nos dois meios testados.

1 2

250 kD
150 kD
100 kD

75 kD

50 kD

37 kD biu

25 kD

12.5kD

Figura 3.9 — Electroforese em gel de poliacrilamida das proteinas da
membrana externa de células crescidas em meio MCN (coluna 1) e em meio MG

(coluna 2).
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Tal como se observou nos estudos sobre o efeito da temperatura de crescimento,
as células crescidas em meio MG ndo apresentaram as bandas correspondentes as

proteinas com os seguintes pesos moleculares: 17.5 + 1kDa e 99.0 + 5kDa.
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3.3. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A maioria dos estudos realizados com fagos sdo efectuados sob condi¢des
optimas de infec¢do e crescimento celulares. Este estudo permite o conhecimento do
comportamento do fago ®S1 em condi¢des ndo ideais, estudando-se assim: o efeito da
variagdo da temperatura de crescimento celular e da temperatura de infeccdo fagica, o
efeito da fase de crescimento do hospedeiro e o efeito do meio de infec¢do fagica e do
meio de crescimento celular.

A variacdo do meio de infeccdo mostrou que a infeccdo fagica de células em
meio MCN foi a que resultou numa maior lise celular. A infeccdo em MPF foi ineficaz
(Figura 3.1).

Quando se fez crescer e se infectou as células do hospedeiro a mesma
temperatura foi possivel verificar que a temperatura afecta tanto a lise celular obtida
como também a quantidade de fagos produzidos (Figura 3.2 e Tabela 3.2). Para se
compreender o efeito da temperatura estudou-se a ac¢do da temperatura de infecgdo e
da temperatura de crescimento em separado, realizando-se ensaios nos quais se manteve
uma temperatura de crescimento celular fixa e variou-se a temperatura de infec¢do
fagica e também ensaios nos quais se variou a temperatura de crescimento celular e se
manteve a temperatura de infec¢do fixa. A temperatura fixa escolhida, tanto para os
ensaios sobre o efeito da temperatura de infeccdo bem como para os ensaios sobre o
efeito da temperatura de crescimento, foi 26°C, uma vez que esta temperatura foi a que
permitiu a obten¢do de valores superiores de lise celular bem como de libertagdo de
fagos (Figura 3.2 e Tabela 3.2).

A temperatura de infec¢ao optima foi 26°C. Com esta temperatura obtiveram-se
as maiores taxas de lise celular e de libertagdao de fagos (Tabela 3.3). A infec¢do a 37°C
resultou na menor eficiéncia de infec¢do. De acordo com um estudo realizado por Rossi
e Aragno (1999) a exposi¢ao de fagos a temperaturas elevadas provoca a inactivagdo do
fago. Para estudar a possibilidade de ocorréncia deste facto com as amostras infectadas

a 37°C, colocaram-se solucdes contendo fago e meio MCN durante 5 horas, a 130rpm, a
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cada uma das temperaturas de infec¢do. Durante este periodo ndo se observou a perda
da actividade do fago (Figura 3.4) uma vez que o titulo do fago se manteve constante. A
inactivacao do fago a 37°C ndo pode, portanto, ser a explicacdo para o que se sucede a
esta temperatura. A 37°C observou-se um aumento da fase de laténcia provavelmente
devido a uma inibi¢do da sintese de proteinas celulares. De acordo com Young et al.
(2000) uma diminui¢do do periodo de laténcia pode ser associado com a modificagdo
das endolisinas responsaveis pela digestdo da parede celular que sdo controladas pelas
holinas.

O efeito da temperatura de crescimento afecta a infec¢do fagica (Figura 3.5). As
células crescidas a 26°C resultaram num maior nimero de fagos por célula infectada. A
esta temperatura, a taxa especifica de crescimento foi superior a taxa de crescimento a
4°C e 37°C (Tabela 3.4). Alguns autores relataram que a taxa de libertacdo de fagos
aumenta com a taxa especifica de crescimento, enquanto que se observa também uma
diminui¢do do periodo de laténcia (Hadas et al., 1997). As alteragcdes do crescimento
celular podem ocorrer simultaneamente com modificagdes da composicao
macromolecular, taxa metabodlica e tamanho da célula (Donachie e Robinson, 1987,
Ingraham et al., 1983). Hadas et al. (1997) sugeriu que o tamanho da célula, ao
contrario da taxa metabodlica, ¢ um dos factores que afecta a actividade do fago T4
sobre células de E. coli. No caso de células de P. fluorescens a temperatura de
crescimento influencia o tamanho e a forma da célula (Guillou et al., 1995). De acordo
com Guillou e Guespin-Michel (1995) a temperatura 6ptima de crescimento as células
de P. fluorescens exibem uma maior concentracdo de proteinas e ARN. Por esse
motivo supde-se que neste estudo as células crescidas a 26°C sdo maiores com uma
maior superficie a qual os fagos podem adsorver, o que provavelmente explica a maior
eficiéncia obtida.

Um dos factores mais importantes num processo de infec¢do fagico ¢ a
presenca de receptores na parede celular. A membrana externa das culturas crescidas a
37°C nao exibem as bandas proteicas de 17.5 £ 1 kDa e de 99 + 5 kDa, enquanto as
células crescidas a 4°C ndo exibem a banda proteica a 17.5 + 1 kDa, que estdo
presentes em células crescidas a 26°C (Figura 3.6). Estas duas bandas proteicas sdo

provavelmente essenciais para a adsor¢ao de fagos.
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No ambiente, as células existem sobretudo na forma de biofilme. Um biofilme é
caracterizado por ter células em diferentes fases de crescimento envolvidas numa
matriz polissacarida. Foi portanto estudado o efeito da fase de crescimento celular na
infeccdo fagica. Os resultados obtidos mostram que a infec¢do de células na fase
exponencial foi mais eficiente do que a infeccao de células nas fases estacionaria e de
declinio, uma vez que se obtiveram valores superiores de lise celular e de nimero de
fagos libertados e também um menor periodo de laténcia (Tabela 3.5). A transi¢ao da
fase exponencial para a fase estaciondria resulta numa alteracdo dramdtica da
morfologia celular, das taxas de sintese macromolecular e de degradacdo, da
constituicdo e caracteristicas superficiais da parede celular (Kjelleberg et al., 1987;
Rossi e Aragno, 1999). De acordo com Hadas et al. (1997) o periodo de laténcia, o
periodo de eclipse, o periodo de libertacido e a taxa de adsorcdo fagica sdo
influenciados pela fisiologia da célula hospedeira (ex.: qualidade da célula). Este facto
pode ser responsavel pelo aumento do periodo de laténcia quando as células se
encontram na fase de declinio. Em termos de qualidade do hospedeiro € possivel que as
células na fase de declinio tenham uma qualidade inferior a qualidade das células na
fase exponencial. Os trabalhos de Propst-Ricciuti (1972, 1976) sugerem que um atraso
da lise celular pode ser devido a divisdo celular, uma vez que as células na fase
estaciondria libertam novos virus apenas quando estas voltam a crescer. Esta parece ser
uma das explicacdes para os valores baixos de taxa de lise celular e de libertacao de
fagos quando as células se encontram nas fases estaciondria e de declicio. Em termos
de composi¢do de proteinas da membrana externa de células na fase exponencial,
estacionaria ¢ de declinio ndo ha grandes diferencas, a ndo ser na concentragdo de
certas bandas proteicas (Figura 3.8). Portanto, a diminui¢cdo da eficiéncia de infecgao
fagica quando as células se encontram na fase estaciondria e de declinio ¢
provavelmente devido a qualidade do hospedeiro e ndo a presenca de receptores na
parede celular.

A infecgao fagica pode ser influenciada quando as condi¢des de crescimento
ndo sdo favoraveis. Certas caracteristicas na composi¢cdo do meio tais como a forca
i6nica (Thompson e Yates, 1999; Williams e Berg, 1992) e o pH (Babish e Stotsky,
1980; Corapcioglu e Shiyan, 1993; Rossi ¢ Aragno, 1999) podem ser determinantes no
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desempenho do fago. A infec¢do de células crescidas em MG foi ineficaz (Tabela 3.6).
Uma das possiveis razoes para este facto pode ser a auséncia de receptores na parede
celular (Figura 3.9), uma vez que as bandas proteicas de 17.5 £ 1 kDa e de 99 + 5 kDa,
identificadas como provaveis receptores celulares, ndo se encontram presentes nestas

células.
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CAPITULO 4 - INFECCAO FAGICA DE BIOFILMES

Os biofilmes t€ém um impacto negativo na industria, principalmente na industria
alimentar, podendo ser responsaveis pela perda de qualidade dos produtos. Segundo
alguns autores a estrutura do biofilme e as caracteristicas fisiologicas das células
conferem aos biofilmes resisténcia a biocidas dificultando por esse motivo a sua
erradicacdo (Donlan e Costerton, 2002; Gilbert et al., 1997). Certos mecanismos tais
como: (i) a penetragdo limitada dos agentes quimicos através da estrutura do biofilme;
(i1) a reac¢do dos biocidas com componentes da matriz (Simdes et al., 2003); (iii) as
diferentes taxas de crescimento dos organismos do biofilme e (iv) outras alteracdes
fisioldgicas inerentes ao modo de crescimento do biofilme (Donlan e Costerton, 2002)
tém sido descritos como factores que podem ser responsaveis pela resisténcia dos
biofilmes aos biocidas. Por outro lado, sdo necessarias concentracdes elevadas de
biocidas para erradicar os biofilmes industriais, o que conduz a um impacto ambiental
muito negativo. E portanto fundamental desenvolver novos meios para eliminar os
biofilmes de instalacdes industriais.

A utilizacdo fagos liticos pode ser uma boa alternativa para o controlo de
biofilmes. Os fagos sdo extremamente especificos, afectando apenas as espécies
bacterianas hospedeiras e assim ndo interferem com a comunidade microbiana
autoctone. Esta especificidade ¢ bastante vantajosa por exemplo na industria de
lacticinios em que a presenca de certas bactérias (ex.: Lactobacillus sp.) ¢ indispensavel
para o processamento dos produtos alimentares e por esse motivo ndo devem ser
eliminadas. Acresce ainda que os fagos ndo sdo toxicos para os humanos, animais ¢
plantas, conseguem ser eficientes no combate de bactérias resistentes a biocidas e a sua

producdo ¢ relativamente simples e econdomica. Embora a utilizacdo de fagos em
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bactérias resistentes a antibidticos em areas como a veterinaria e medicina tenha ja sido
descrita (Sulakvelidze et al., 2001; Barrow, 2001), existem apenas alguns estudos sobre
interacc¢oes de fagos com biofilmes (Corbin et al., 2001; Hanlon et al., 2001; Hughes et
al., 1998; Tait et al., 2002). Esses estudos demonstraram que os fagos conseguem
perfeitamente infectar biofilmes bacterianos. Segundo Wiggins e Alexander (1985) a
replicagdo do fago pode até ser favorecida em biofilmes, uma vez que as células se
encontram mais proximas umas das outras comparativamente com células em
suspensao.

Quase todos os trabalhos publicados sobre fagos referem-se a estudos realizados
com suspensdes bacterianas e aplicados a diferentes meios tais como: ambientes
aquaticos (Wommack e Colwell, 2000; Fuhrman e Suttle, 1993); tratamentos de dguas
residuais (Muniesa e Jofre, 1998; Mocé-Llivina et al., 2003) e em instalagdes
industriais (Briissow et al., 1994; Kili¢ et al., 1996), existem apenas alguns estudos
relativamente a infeccio fagica de biofilmes. E sabido que nesses ambientes o
crescimento bacteriano estd muitas vezes associado a biofilmes e como as células nos
biofilmes apresentam fisiologia diferente das crescidas em suspensdo ndo se pode
extrapolar os resultados obtidos com suspensdes bacterianas para o biofilme. Nos
biofilmes as bactérias encontram-se embebidas numa matriz polimérica. Por outro lado,
as c¢lulas bacterianas ndo se encontram distribuidas uniformemente mas sim agregadas
em microcolonias (Lawrence ef al., 1991; Sternberg et al., 1999). A taxa de crescimento
no interior das microcolonias ¢ menor devido ao acesso limitado as bactérias de
nutrientes e oxigénio (Anwar et al., 1992; Costerton et al., 1987; Fletcher, 1991),
encontrando-se as células metabolicamente mais activas na periferia de cada
microcoldnia (Sternberg et al., 1999; Azeredo e Oliveira, 2000).

Neste estudo determinou-se a capacidade do fago litico @ S1 no controlo de
biofilmes de Pseudomonas fluorescens. Esta bactéria ¢ especialmente problematica na
industria de lacticinios uma vez que ¢ responsavel pela perda de qualidade do leite
devido a produgdo de enzimas proteoliticas. Para além disso os biofilmes formados por
P. fluorescens sao dificeis de erradicar através da utilizacdo de biocidas quimicos

(Simdes et al., 2003). Este estudo baseou-se na determinagdo dos efeitos da idade do
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biofilme, da temperatura de infec¢do fagica e da temperatura de crescimento do

hospedeiro no desempenho do fago.
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4.1. MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Formacao de Biofilme

Cresceram-se culturas de P. fluorescens em meio MCN durante 24 horas as
temperaturas de 4°C, 26°C e 37°C até atingiram a fase exponencial de crescimento. As
células foram, posteriormente, centrifugadas (7,000xg, 4°C, 10 minutos) ¢ o pellet foi
ressuspendido em meio MCN de modo a se ter uma D.O. a 640nm de
aproximadamente 0.75. Colocaram-se 9ml de suspensdo de P. fluorescens em cada
pogo de uma microplacas de 6 pogos contendo placas de ago inox 2x2cm’. A
microplaca foi incubada a temperatura desejada (4°C, 26°C e 37°C) sob agitagdo

(100rpm) durante 5 e 13 dias com mudanga de meio de 12 em 12 horas.

Figura 4.1 — Formacao de biofilme em microplacas de 6 pogos.

Formaram-se também biofilmes em condicdes estaticas, ou seja, sem agitacao,
durante 5 dias fazendo-se a mudanca de meio de 12 em 12 horas.

Apo6s a formacgao dos biofilmes, os pogos contendo placas de aco inox foram
lavados com meio MCN e o biofilme foi raspado para Erlenmeyers com a ajuda de uma

espatula ou uma lamina.
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4.1.2 Determinacio do Nimero de Células dos Biofilmes

Para a determinacdo do nimero de células existente em biofilmes 0.5g (peso
htimido) de biofilme foram submetidos a um processo de extraccdo de polissacaridos
descrito por Azeredo et al. (2003) utilizando resina Dowex de modo a separar a matriz
das células. O peso seco foi determinado ap6s 24h a 105°C. O ntmero de células
correspondente foi obtido através de uma curva de calibragdo entre o peso seco € o
namero de células. A contagem do numero de células foi realizado utilizando, para tal,
uma camara de Neubauer. O peso seco de 0.5g (peso humido) de biofilme corresponde

a 1.54x10'"" + 0.20x10"" células.

4.1.3 Infeccao Fagica de Biofilmes

Efeito da Idade do Biofilme

Formaram-se biofilmes de P. fluorescens, tal como descrito em 4.1.1, a 26°C e
em condi¢gdes dinamicas durante 5 e 13 dias. Os ensaios foram realizados em
Erlenmeyers aos quais se adicionaram 16ml de meio MCN, 0.5g (peso humido) de
biofilme raspado e 8ml de solugdo fagica (9.0x10° PFU/ml) de modo a se ter uma
multiplicidade de infec¢do de aproximadamente 0.5. Para além de Erlenmeyers para o
estudo da infec¢do fagica foram realizados ensaios sem a presenga de fago — os
controlos. Nos controlos utilizaram-se 3 volumes de meio MCN e 0.5g (peso huimido)
de biofilme raspado. Os Erlenmeyers foram incubados a trés temperaturas de infec¢ao —
4°C, 26°C e 37°C e a 130rpm. Retiraram-se, periodicamente, amostras para medicao da

quantidade de ATP de acordo com o procedimento descrito em 2.1.3.

Efeito das Condicoes (estatica/dinamica) de Formacido e Infeccio de
Biofilmes

Formaram-se biofilmes de P. fluorescens, tal como descrito em 4.1.1, a 26°C e
em condicoes estaticas e dindmicas durante 5 dias. A infeccao fagica foi realizada tal
como descrito anteriormente com medi¢do, ao longo do tempo, da quantidade de ATP

(descrito em 2.1.3).
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Efeito da Temperatura de Infeccido

Formaram-se biofilmes de P. fluorescens, tal como descrito em 4.1.1, a 26°C e
em condicdes dindmicas. Os ensaios foram realizados tal como descrito previamente.
Os Erlenmeyers foram incubados a trés temperaturas de infeccdo — 4°C, 26°C e 37°C e
a 130rpm. Retiraram-se, periodicamente, amostras para medi¢do da quantidade de ATP

(descrito em 2.1.3) e para determinacado do titulo do fago (descrito em 2.1.4).

Efeito da Temperatura de Crescimento
O protocolo ¢ semelhante ao anteriormente descrito no entanto, os biofilmes de
P. fluorescens foram formados a trés temperaturas diferentes (4°C, 26°C ¢ 37°C) ¢ a

infeccao fagica foi efectuada a 26°C.

4.1.4 Analise Estatistica

Para comparar as taxas de lise celular e de libertacdo de fagos utilizou-se o
método estatistico “one-way analysis of variance” (One-way ANOVA) seguido de
testes post hoc utilizando o teste de Tukey. Em todas as analises realizadas o intervalo
de confianca utilizado foi de 95%. Estes testes foram realizados utilizando o programa

SPSS (versdo 11.5) para Windows.
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4.2. RESULTADOS

4.2.1 Infeccao de Biofilmes Crescidos Durante 5 e 13 Dias

Nestes ensaios compararam-se os perfis de infec¢do fagica de biofilmes de
idades diferentes de modo a verificar se a idade do biofilme influencia a actuacdo do
fago. A Figura 4.2 mostra a quantidade de células lisadas apos infeccdo de biofilmes,

formados em condi¢des dinamicas, durante 5 e 13 dias a 4°C, 26°C e a 37°C.
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Figura 4.2 — Numero de células lisadas em biofilmes de P. fluorescens

formados e infectados a 4°C, 26°C e a 37°C.

A infec¢do de biofilmes formados durante 5 dias foi bastante mais eficaz do que

a infeccao de biofilmes mais velhos, uma vez que a lise celular foi menor (Figura 4.2).

4.2.2 Biofilmes Formados e Infectados em Condicoes Estaticas e
Dinamicas
Nestes ensaios formaram-se biofilmes de P. fluorescens durante 5 dias em

condigoes estaticas e dinamicas. Posteriormente esses biofilmes foram infectados com

fago também nas mesmas condi¢des, ou seja sem e com agitacdo. Nas Figura 4.3 ¢ 4.4
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apresentam-se o numero de células lisadas apos infec¢ao fagica de biofilmes formados
em condi¢des dindmicas e estaticas. Também se apresentam os resultados obtidos com

os controlos, ou seja amostras que nao foram incubadas com fago.
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Figura 4.3 — Numero de células lisadas em biofilmes de P. fluorescens

formados e infectados em condi¢des dinamicas.

Como se pode verificar ocorre uma maior lise em biofilmes formados e

infectados a 26°C (Figura 4.3).
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Figura 4.4 — Numero de células lisadas em biofilmes de P. fluorescens

formados e infectados em condi¢des estaticas.

Na Figura 4.4 nao se colocaram os resultados referentes aos controlos, pois

dificultavam a observagao do que se sucedia com os biofilmes formados a 4°C e a 37°C.
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No entanto, a extensao de lise celular ocorrida nos controlos foi semelhante a obtida no
ensaio apresentado na Figura 4.3.

Como se verifica pela analise das Figuras 4.3 e 4.4, o fago actua de modo
diferentes sobre os biofilmes formados ¢ infectados em condigdes estaticas ¢ dinamicas,
sendo o nimero de células lisadas superior quando a forma de formagao e infeccdo de
biofilmes ocorre em condi¢des dinamicas. Os biofilmes crescidos a 26°C, tanto em
condi¢des estaticas como em condi¢des dindmicas, sofreram uma maior lise celular. A

infeccdo de biofilmes formados a 4°C e a 37°C em condigdes estaticas foi pouco eficaz.

4.2.3 Efeito da Temperatura de Infecciao

O estudo do efeito da temperatura de infeccdo foi realizado com biofilmes de P.
Sfluorescens formados a 26°C e infectados a 4°C, 26°C e a 37°C. A Figura 4.5 mostra os

resultados, em termos de células lisadas, obtidos as diferentes temperaturas de infecgao.
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Figura 4.5 — Numero de células lisadas em biofilmes de P. fluorescens

formados a 26°C e infectados a 4°C, 26°C e a 37°C.

A infecgdo de biofilmes formados a 26°C mostrou diferengas quando a infec¢ao
decorreu as diferentes temperaturas. A infeccdo a 26°C mostrou ser a temperatura de
infeccdo mais eficaz, tendo-se obtido um nimero maximo de células lisadas apos 75
minutos de infec¢do. Na Tabela 4.1 encontram-se os parametros de infeccdo obtidos
apos infec¢do de biofilmes formados a 26°C e infectados as diferentes temperaturas

testadas.
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Tabela 4.1 — Parametros de infec¢do obtidos apos infec¢ao fagica de biofilmes

de P. fluorescens a diferentes temperaturas (Ty).

PFUpaxx107° PFU/tx10™°

Ti (°C) k (min™)
(PFU mI'™) (PFU mI'min™)
4 0.010 £0.001 3.74+0.28 348 +0.12
26 0.021 £0.002 1.28 £0.74 4.60 £2.87
37 0.015 £ 0.001 0.15+0.61 0.49 £0.23

O significado dos parametros apresentados na Tabela 4.1 encontra-se descrito
no capitulo 3 item 3.2.2. A temperatura de infeccdo Optima de biofilmes foi 26°C. A
esta temperatura obtiveram-se os valores maximos quer de taxa de lise celular (k) sendo
estatisticamente diferentes da infeccao de células a 4°C (p < 0.05). A taxa de libertagdo
de fagos (PFU/t) foi 1.32 vezes superior em biofilmes quando infectados a 26°C

comparativamente com a infec¢ao de biofilmes a 4°C.

4.2.4 Efeito da Temperatura de Crescimento

Na Figura 4.6 encontram-se imagens de biofilmes formados a 4°C, 26°C ¢ a

37°C.

4°C 26°C 37°C

Figura 4.6 — Biofilmes de P. fluorescens formados a 4°C, 26°C e a 37°C.

Como se pode verificar pela observagdo das imagens da Figura 4.6, os biofilmes
formados a diferentes temperaturas tem caracteristicas distintas. Biofilmes crescidos a

4°C tém tendéncia a se formarem na interface ar/liquido, os biofilmes formados a 26°C
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apresentam-se bastante viscosos e os biofilmes formados a 37°C destacam-se

facilmente.
Na Figura 4.7 mostram-se os resultados, em termos de numero de células

lisadas, apos infecgdo fagica a 26°C de biofilmes formados a 4°C, 26°C e 37°C.
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Figura 4.7 — Numero de células lisadas em biofilmes de P. fluorescens

formados a 4°C, 26°C ¢ a 37°C e infectados 26°C.

A infeccdo de biofilmes formados tanto a 4°C como a 26°C foi bastante eficaz.
A infeccao de biofilmes formados a 4°C resultou num maior nimero de células lisadas,
no entanto o valor méximo foi obtido ap6s 150 minutos de infec¢do, enquanto que com
biofilmes formados a 26°C o méaximo foi obtido apds 75 minutos de ensaio.

Na Tabela 4.2 encontram-se os parametros de infec¢do obtidos apos infecgao

fagica a 26°C de biofilmes formados a 4°C, 26°C e 37°C.

Tabela 4.2 — Parametros de infec¢do obtidos apds infecg¢do fagica a 26°C de

biofilmes de P. fluorescens formados a diferentes temperaturas (T¢).

PFUpaxx107™° PFU/tx107®

Tc (°C) k (min™)
(PFU mlI™) (PFU mI"min™)
4 0.016 £0.001 3.42+0.03 2.17+0.04
26 0.021 £0.002 1.28 +0.74 4.60 +£2.87
37 0.011 £0.001 0.15+0.21 0.11+0.02
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A eficiéncia de infeccdo dos biofilmes formados a 26°C foi superior e
estatisticamente diferente (p < 0.05) da infec¢do de biofilmes formados a 4°C e a 37°C.
A esta temperatura de crescimento a taxa de lise celular foi superior, bem como a taxa
de libertagdo de fagos do que a infecg¢do de células crescidas a 4°C. A infec¢do a 26°C
de biofilmes formados a 37°C foi a menos eficaz.

Na Tabela 4.3 encontram-se os valores de redu¢do de biomassa obtidos apo6s

infeccao fagica de suspensdes e biofilmes a 26°C.

Tabela 4.3 — Redugdo de biomassa apds infec¢ao fagica durante 200 minutos de

biofilmes e culturas de P. fluorescens crescidas a 26°C.

Reduc¢ao de biomassa (%)

Suspensao celular Biofilmes

86.27 + 0.88 84.27+0.42

Como se pode verificar através da Tabela 4.3 a redugdo de biomassa em ensaios
realizados com biofilmes e com suspensdes de P. fluorescens foi aproximadamente a
mesma ap6s um periodo de infeccao de 200 minutos.

Na Figura 4.8 encontram-se algumas imagens do decurso de infec¢ao a 26°C de

também a 26°C.

Figura 4.8 — Infeccdo a 26°C de biofilmes de P. fluorescens formados a 26°C.

(1- 0 minutos, 2 — 90 minutos, 3 — 200 minutos).

Como se pode verificar, tanto a matriz polimérica como as células sdo

destruidas pelo fago.
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4.3. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O estudo realizado permitiu verificar que a infec¢do de biofilmes jovens ¢ muito
mais eficaz do que a infeccdo de biofilmes velhos. Este facto podera estar relacionado
com as diferencas dos estados metabolicos das células dos biofilmes formados durante
5 e 13 dias. A actividade metabdlica e respiratoria de biofilmes jovens € superior a de
biofilmes mais velhos (Zang, 1995). O processo de infec¢do fagica depende dos
recursos intracelulares dos hospedeiros, o que depende ainda do estado fisioldgico das
bactérias hospedeiras (Hadas et al, 1997). Verificou-se, no trabalho descrito no capitulo
3, que a infeccao fagica era menos eficiente nas células em fase de declinio do que em
células na fase exponencial. Portanto, sendo o biofilme mais velho constituido por um
grande niimero de células ja na fase de declinio, seria de esperar uma infeccdo de
biofilmes de 5 dias superior a uma infec¢do de biofilmes formados durante 13 dias, tal
como se verificou (Figura 4.2). Por outro lado, de uma maneira geral, os biofilmes mais
velhos apresentam uma maior quantidade de matriz polimérica (Lazarova e Manem,
1995). Este facto poderd também ter contribuido para a baixa taxa de lise celular uma
vez que a difusdo do fago através de uma matriz espessa ¢ dificultado (Hanlon et al.,
2001).

O modo de infeccdo fagico, estatico ou dinamico, de biofilmes influencia o
processo de lise celular. A infeccdo de biofilmes sob condi¢des dindmicas mostrou ser
mais eficiente do que a infec¢do em condigdes estaticas. Provavelmente a agitagcdo faz
com que o fago encontre mais rapidamente as células do biofilme e desse modo inicie a
infeccdo também mais rapidamente (Figura 4.3 e Figura 4.4).

Verificou-se, no trabalho descrito no Capitulo 3, que a temperatura optima de
crescimento bem como a temperatura 6ptima de infec¢do de células planctonicas era de
26°C. No caso do biofilme, também a temperatura 6ptima foi de 26°C (Figura 4.5 ¢
Tabela 4.1). O estudo do efeito da temperatura de crescimento do biofilme e infecgao ¢
particularmente 1til caso se pretenda utilizar os fagos no controlo de biofilmes

industriais, uma vez que, na induastria os biofilmes sdo formados as temperaturas do
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processo. No caso particular da industria de lacticinios podem ser encontradas no
processo temperaturas de 37°C, na zona da ordenha, bem como de 4°C nos tanques de
refrigeragdo. A infec¢do fagica de biofilmes a 4°C e a 37°C foi pouco eficaz. Este facto
sugere que a infeccdo a temperaturas abaixo e acima da temperatura 0ptima afectam a
replicacdo do fago, provavelmente devido a inibicao do sistema de sintese de proteinas
das células hospedeiras (Hadas ef al., 1997). Também em biofilmes formados a 37°C ¢
4°C verificou-se uma ineficiente actuacdo do fago. Pode concluir-se que a libertacao de
fagos ¢ também dependente da temperatura de crescimento do biofilme (Tabela 4.2).
Este facto pode ser relacionado com as alteragdes fisiologicas que ocorrem em células
de P. fluorescens quando crescidas a temperaturas diferentes da dptima. As alteragdes
reflectem-se nas concentragdes de ADN, proteinas, ARN e mesmo no tamanho das
células (Guillou e Guespin-Michel, 1996; You et al. 2002; Araki, 1991, Hadas et al.,
1997). Por outro lado, verificou-se no trabalho descrito no capitulo 3 que a composi¢ao
das PMEs das células crescidas a 4°C e a 37°C eram diferentes das PMEs de células
crescidas a 26°C, o que parecia indicar que a 4°C e a 37°C os receptores de superficie
nao eram expressos.

De acordo com os resultados obtidos e descritos no capitulo 3 sobre o efeito da
infeccdo fagica de células em diferentes fases de crescimento a libertacdo de fagos ¢é
superior em células na fase exponencial do que em células nas fases estaciondria e de
declinio. A taxa de producao de fagos em culturas de células suspensas crescidas e
infectadas a 26°C foi de 16.90x 10*PFU/ml/min, enquanto que com biofilmes se obteve
apenas 4.29x10°PFU/ml/min. Esta diferenca pode ser devida a presenga nos biofilmes
de células em diferentes fases de crescimento. Outra possivel explicagdo pode ser o
acesso mais dificultado do fago as bactérias devido a estrutura do biofilme (Hanlon et
al.,2001).

Uma das grandes desvantagens do uso de fagos como agentes controladores de
bactérias ¢ o aparecimento de bactérias resistentes a fagos. Este fenomeno foi relatado
em alguns trabalhos de terapia fagica (Berkowitz, 1995; Tenover e Hughes, 1996).
Neste estudo, o crescimento de P. fluorescens reapareceu aproximadamente apos 10

horas de infeccdo fagica. Para verificar se estas células se tinham tornado resistentes ao
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fago, foram sujeitas a uma nova infecgdo mas com fago fresco. Como ocorreu lise
celular, pode concluir-se que nao adquiriram resisténcia.

Em ambientes industriais a eliminagdo e inactivagdo de microrganismos das
superficies € crucial. Quando a desinfec¢cdo ocorre sem a devida remog¢do do biofilme,
estes biofilmes inactivados podem propiciar um ambiente ideal para a adesdo e
crescimento de bactérias (Simdes et al., 2003). Em estudos de caracterizagdo da
actuacao de biocidas quimicos em biofilmes de P. fluorescens verificou-se que a
inactivagdo e remog¢ao de biofilmes de superficies com estes agentes foi bastante fraca
(menor que 25%). Por outro lado, ap6s 30 minutos de tratamento com estes biocidas
ndo se tinha observado uma destrui¢ao da estrutura do biofilme (Simdes et al., 2003).
No presente estudo, a reducao de biomassa obtida apds infec¢cdo durante 200 minutos de
células suspensas e biofilmes foi aproximadamente igual (85%) (Tabela 4.3). Este facto
indica que a eficiéncia de infec¢cdo do fago ®S1 ndo ¢ afectado pelo modo de vida séssil
da P. fluorescens. A infeccdo de biofilmes a 26°C mostrou que o fago conseguiu
destruir tanto a matriz como as células (Figura 4.8). A hidrélise da matriz pode ser
devido a presenca de enzimas intracelulares induzidas pelo fago. De acordo com alguns
autores, essas enzimas sao essenciais num processo de infec¢do fagica, uma vez que sao
responsaveis pela abertura de caminhos na matriz polimérica conseguindo assim o fago
aceder as bactérias existentes no interior dos biofilmes (Hughes et al., 1998; Sutherland,
1999).

Este estudo mostrou que a 26°C a utilizagdo de fagos na elimina¢do dos
biofilmes ¢ mais eficiente do que a utilizagdo dos tradicionais biocidas quimicos, uma
vez que causa uma maior reducdo de biomassa total, provocando a destrui¢ao da matriz
bem como a ruptura das células do biofilme. No entanto, a eficiéncia do fago ¢
dependente tanto da temperatura de infeccdo fagica como da temperatura de
crescimento do hospedeiro, portanto a utilizagdo deste fago ¢ limitada as condicdes

optimas.
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CAPITULO 5 - INFECCAO FAGICA DE CELULAS ADERIDAS

A adesdo de microrganismos a superficies tem consequéncias negativas na
saude (Bussher et al, 1997; Schulze et al, 1989), na induastria (Flint et al, 1997,
Notermans et al., 1991) bem como no ambiente (Percival et al., 1999) e o processo ¢
precedido da formagao de biofilmes. Estes biofilmes podem causar inimeros problemas
tais como a diminui¢do da transferéncia de calor em permutadores de calor, aumento da
corrosdo e contaminagao de produtos (Zottola e Sashara, 1994). O efeito mais negativo
de formacao de biofilmes ¢ observado na area da medicina onde o elevado nimero de
infecgOes associadas ao uso de implantes ¢ devido a adesdo microbiana a superficie
desses implantes. (Goméz-Suarez et al., 2001). O aparecimento de bactérias resistentes
a biocidas e a fraca remocdo de células por parte destes agentes tem aumentado o
interesse na utilizacdo de agentes bioldgicos, tais como os fagos. Verificou-se no
trabalho experimental descrito no Capitulo 4 que o fago litico @ S1 ¢é bastante eficaz na
destruicdo de biofilmes de Pseudomonas fluorescens. Sendo a adesdo microbiana o
passo inicial de formacao de biofilmes, pretende-se avaliar se este fago ¢ também capaz
de erradicar cé€lulas aderidas e assim prevenir a formagao de biofilmes.

A adesdo de microrganismos a superficies e a sua remocao dessas superficies ¢
dificil de avaliar e existem vdarios sistemas estaticos e dindmicos desenvolvidos para
auxiliar estes estudos (Kojima et al., 1992; Rijnaarts et al., 1993). E bastante comum
utilizarem-se células de fluxo uma vez que estas permitem o controlo das condigdes
hidrodinamicas e a monitorizagdo, in situ e em tempo real, do nlimero de células
aderidas ao longo do tempo, bem como do niimero de células removidas por agentes
quimicos (Azeredo et al., 2003).

Neste estudo utilizou-se uma célula de fluxo paralelo (regime laminar)

desenvolvida por Sjollema ef a/ em 1989 (Figura 5.1).
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Superficies de Adesao
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Figura 5.1 — Célula de fluxo utilizada para a adesdo de células.

Esta célula de fluxo consiste de uma camara de latdo revestida com niquel
(dimensdes 16x8x1.8cm) e de duas placas de vidro posicionadas nas partes inferior e
superior (dimensdes 5.5%3.8cm) da camara. Entre as duas placas existe um separador de
teflon de modo a criar uma distancia de separacao de 0.06cm. Esta célula de fluxo foi
montada num microscopio Optico invertido com camara digital para captura de imagens

ao longo do tempo.
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5.1. MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Célula de Fluxo

A adesdo de células a superficies de vidro foi efectuada numa célula de fluxo

paralelo (em regime laminar).

Figura 5.2 — Fotografia da célula de fluxo utilizada no trabalho experimental.

A célula de foi colocada num microscopio Optico invertido (Nikon, Diaphot
300) e utilizou-se uma objectiva de contraste de fase com ampliagao de 40x (Figura

5.3).

T
L
Bomba £

INRE
~ \Suspenséo Celular Computador
Tampao ;
4-Célula de ﬂuigo Analise d
ou Fago nalise de
Imagem

Microscopio Camara de video

Figura 5.3 — Sistema utilizado para a adesao de células.
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Durante o periodo de adesdo de células fez-se captura de imagens utilizando
para tal uma camara CCD (Sonny, AVC-D5CE) e um programa de aquisicdo de
imagem (/mage Proplus 3.0, Media Cybernetics, Maryland).

5.1.2 Adesao de Células

Antes de cada ensaio todo o sistema foi lavado com dgua ultra-pura estéril
durante aproximadamente 1 hora e sem recirculacdo. Seguidamente fez-se passar MCN
durante 30 minutos.

Cresceram-se culturas de P. fluorescens durante 24 horas a 26°C.
Posteriormente centrifugaram-se as culturas (7,000xg, 10 minutos, 4°C) e
ressuspendeu-se o pellet em MCN. A D.O. foi acertada para aproximadamente 1.0.

A suspensdo de P. fluorescens foi colocada num dos baldes do sistema. Durante
a alimentagao da célula de fluxo com células, o sistema funcionou com recirculagao da
suspensdo. Quando se atingiram as 1.7 - 1.8 x 10° células cm™ parou-se a alimentagio
de células e comegou-se a lavagem da célula de fluxo com meio MCN, sem

recirculagdo, para remover as cé¢lulas nao aderidas.

5.1.3 Infecciao de Células Aderidas

Apds 30 minutos de lavagem, colocou-se num dos baldes uma solucdo fagica
contendo 30ml de meio MCN e 30ml de solugdo fagica e comecou-se a alimentar o
sistema fazendo captura de imagens. No final dos ensaios lavou-se todo o sistema,

durante 60 minutos, com meio MPF.

5.1.4 Recolonizacio da Superficie

Apds a infeccdo fagica de células aderidas, estudou-se a recolonizagdo da
superficie de vidro. Para tal, apds a lavagem do sistema com meio MPF, iniciou-se
novamente a alimentagdo do sistema com suspensdo de P. fluorescens (D.O.= 1.0).
ApOs o recomego da alimentagdo foram capturadas imagens durante aproximadamente

90 minutos.
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5.1.5 Processamento das Imagens

As imagens obtidas conforme descrito no item anterior foram posteriormente
tratadas utilizando um software desenvolvido pela Sigma (Sigma Scan Pro 5). Cada
imagem contém 768 x 576 pixels”.

Antes de se iniciar cada ensaio de adesdo gravou-se uma imagem do fundo. O
Sigma Scan Pro 5 através da sub-rotina Image Math faz a subtrac¢do do fundo de cada
uma das imagem obtidas durante os diferentes ensaios de adesdo, infecgdo e
recolonizagao efectuados. Esta funcdo do programa permite a eliminacdo de todos os
ruidos existentes. Apos a subtraccdo do fundo a imagem foi somada a uma imagem
igual. Este procedimento permitiu aumentar o contraste dos objectos. A Figura 5.4

mostra todos os passos necessarios utilizando a sub-rotina Image Math.

Fundo Células Aderidas

A

Subtraccio do fundo Adic¢do (2x) da imagem obtida

(B)

Figura 5.4 — Imagens do fundo e de uma superficie com células (A) e passos da

sub-rotina Image Math utilizados para melhorar a qualidade da imagem (B) .
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Ap6s o melhoramento das imagens foi necessario utilizar a sub-rotina Intensity
Treshold para aplicar uma cor aos objectos de modo a permitir a posterior contagem dos

mesmos com o Measure Objects.

A (B)

Figura 5.5 —Exemplos de imagens apds as sub-rotinas Intensity Treshold (A) e

Measure Objects (B) do Sigma Scan Pro 5.

O Measure Objects fornece uma folha de calculo com o niumero de objectos € as

respectivas areas.

5.1.6 Calculo do Numero de Células por cm’

As equacgdes que se seguem demonstram como se efectuou o célculo do numero
7 2
de células por cm”.

O nuamero de pixels de uma imagem ¢ calculado através da equacao:

N.° Pixels = Pixels Altura x Pixels Largura = 768 x 576 = 4.42x 10’ (1)

O calculo do nimero de pixels de uma imagem ¢é necessario para se determinar a
area da imagem. Sabendo que cada 2.5%x10” cm? correspondem a 21955 pixels, tem-se
que:

4.42x10° x2.5%x107°
21955

Area Imagem (cm’ ) = ( ] =5.04x10"*cm? (2)

Sabendo a area da imagem ¢ entdo possivel determinar o nimero de células por

cm’ através da equacao:
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Area Total 1

N.° Células | cm* = = X Z
Area Média 5.04x10"

3)

em que a Area Total corresponde a area de cada objecto medido através do
Measure Objects ¢ a Area Média é a area média obtida de trés células individuais de P.

fluorescens.

5.1.7 Microscopia Electronica de Varrimento (SEM)

Diferentes amostras foram analisadas utilizando microscopia electronica de
varrimento € a respectiva técnica de espectrometria de dispersdo de energia (EDS —

Energy Dispersive Spectrometer).

i) Analise de Superficies por EDS

As seguintes superficies foram analisadas utilizando a técnica de EDS.

- Superficie de vidro

- Superficie de vidro com células aderidas em condigdes estaticas

- Superficie de vidro com células aderidas e posterior infec¢do com fago em
condigOes estaticas

- Superficie de vidro com fago

- Superficie de vidro com fago aderido e posterior adesdo de células em
condigdes estaticas.

Esta técnica permite a analise da composi¢ao quimica através da medigcdo da
energia e intensidade de distribuicdo do sinal dos raios X gerados por um feixe de

energia focalizado na superficie.

ii) Coloracao Negativa de Fagos para SEM

Para observar melhor os fagos presentes nas superficies utilizou-se um método
de coloragdo negativa com dacido fosfotingstico para microscopia electronica. O
protocolo consistiu em colocar 20ul de solu¢do contendo fago em lamelas de vidro ou
em superficies de mica e deixar, em repouso, durante 1 a 3 minutos. O excesso de fago

foi retirado virando a superficie e absorvendo o excesso com a ajuda de papel.
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Colocaram-se, em seguida, 10ul de 4cido fosfotungstico por cima da superficie e
deixou-se a actuar durante 1 minuto. O excesso de acido fosfotiingstico foi retirado, tal
como descrito previamente, e deixou-se a superficie a secar a temperatura ambiente. As

amostras para microscopia electronica de varrimento foram revestidas com ouro.

5.1.8 Microscopia de Epifluorescéncia

As amostras de bactérias e de fagos para microscopia Optica de epifluorescéncia
foram coradas de acordo com os protocolos com SYBR Green I e com DAPI descritos

no Capitulo 2 (2.1.4).
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Infecgado Fagica de Células Aderidas

5.2. RESULTADOS

5.2.1 Adesao Celular de P. fluorescens a Superficies de Vidro

O estudo da adesdo de P. fluorescens a superficies de vidro foi realizado

utilizando uma célula de fluxo com escoamento em regime laminar. Na Figura 5.6

mostram-se algumas imagens obtidas durante um ensaio de adesao de P. fluorescens.

Tempo 0

4 min

60 min

Figura 5.6 — Imagens de células de P. fluorescens aderidas ao longo do tempo a

uma superficie de vidro apds tratamento de imagem com o Sigma Scan Pro 5.

A Figura 5.7 mostra o numero de células de P. fluorescens, ao longo do tempo,

em quatro ensaios de adesdo realizados.
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Figura 5.7 — Cinética de adesao de c€lulas de P. fluorescens a uma superficie de

vidro.
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Como se pode verificar a partir da Figura 5.6 a velocidade de adesdo de células
foi aproximadamente a mesma em todos os ensaios realizados, o que demonstra a
reprodutibilidade do método. A adesdao méxima ¢ obtida aproximadamente apods 50
minutos de recirculacdo da suspensdo celular. Assim, ap6és 60 minutos de adesdo
iniciou-se a lavagem do sistema com MCN para remover as células ndo aderidas ao

vidro.

5.2.2 Infeccio Fagica de Células Aderidas

Apo6s a adesdo de células a superficie e respectiva lavagem do sistema iniciou-se

a infeccdo fagica das células aderidas. A Figura 5.8 mostra a superficie de vidro

colonizada com células de P. fluorescens durante o processo de infeccao.

(A) (B) ©)

Figura 5.8 — Infeccdo fagica de células de P. fluorescens aderidas a uma
superficie de vidro: antes da infec¢do fagica (A), apés um determinado periodo de

tempo de infecgao (B) e no final da infecc¢ao fagica (C).

Como se pode verificar o numero de células apés a infeccdo fagica diminuiu
bastante. Neste trabalho testou-se o efeito da concentragdo inicial de fago (PFUi/ml) na
remocao de células aderidas. As cinéticas de remog¢ao encontram-se apresentadas nas

Figuras 5.9 ¢ 5.10.
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Figura 5.9 — Cinética de remog¢do de células aderidas, apds infeccdo fagica
(PFUi/ml = 1x10'%).
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Figura 5.10 — Cinética de remog¢do de células aderidas, apds infec¢do fagica

(PFUi/ml = 2x10°).

Como se pode verificar o modo de infeccdo de células aderidas foi diferente
quando se utilizaram titulos iniciais de fago diferentes. A utilizacdo de um titulo mais
elevado causou a remog¢do de aproximadamente 90% das células aderidas em
aproximadamente 20-30 minutos enquanto que com um titulo inferior a mesma
percentagem de remogao foi atingida ao fim de 80 minutos.

Na Tabela 5.1 encontram-se resumidos os parametros de infec¢ao de células de

P. fluorescens aderidas ao vidro para cada um dos titulos de fago estudados.
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Tabela 5.1 - Efeito do titulo do fago inicial na taxa de remog¢ao de células por

2 / .
cm” e na percentagem de células removidas.

Titulo do Fago Taxa de Remogdo  Percentagem de
(PFUi/ml) (Cél. cm™ min™) Remogio (%)
2x10° 0.024 £ 0.002 93.4 +0.01
1x10" 0.073 +0.027 93.5+ 1.51

Como se pode verificar pela observacdo da Tabela 5.1 a taxa de remocao ¢
afectada pelo titulo do fago, no entanto no final obtém-se uma percentagem de remogao
de células semelhante. No final dos ensaios de infeccdo verificou-se que restavam
sempre células na superficie de vidro, ou seja a eficiéncia de remogao nao foi de 100%.

A Figura 5.11 mostra uma superficie de vidro apds a infec¢ao fagica.

Figura 5.11 — Restos celulares de P. fluorescens numa superficie de vidro (1 —

bactérias; 2 — restos celulares).

Como ¢ possivel verificar encontram-se na superficie de vidro restos celulares e
células de P. fluorescens. As superficies de vidro foram também observados por
microscopia electronica de varrimento (SEM). Na Figura 5.12 apresentam-se algumas

imagens obtidas por microscopia electronica de varrimento.
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Figura Erro! Nao existe nenhum texto com o estilo especificado no
documento..12 — Imagens SEM (ampliagdo 10000%) da superficie colonizada com

células de P. fluorescens antes (A) e ap6s (B) a infecgdo fagica.

A observacdo SEM permite verificar que apos a infec¢do a superficie ficou
revestida por restos celulares e fagos (que correspondem na imagem B aos pontos
brancos).

A composi¢ao quimica das superficies foi estudada utilizando a técnica EDS. Na

Figura 5.13 apresentam-se os espectros obtidos de EDS e as respectivas imagens de
SEM.
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Figura 5.13 — Espectros EDS e imagens SEM (ampliagao 10000%) de diferentes
superficies: superficie de vidro (A), vidro revestido com fago (B), vidro revestido com

P. fluorescens (C) e vidro apos infecgdo fagica de P. fluorescens aderidas (D).

Na Tabela 5.2 encontra-se resumida a composi¢ao quimica obtida por EDS de

cada uma das superficie analisadas.
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Tabela 5.2 — Composi¢ao quimica das amostras analisadas por EDS.

Amostra C 0 Na Mg Si
Vidro - + + + +++
Vidro + Fago + -+ ++ ++ +++
idro +
P. f};l;i;;)scens A A + ) +
Vidro ++ 4+ 4+ ++ 4+

P. fluorescens + Fago

A presenca de carbono (C) ¢ indicativa da existéncia de biomassa na superficie.
Sendo assim, era ja de esperar um pico de C superior em superficie revestidas com
células relativamente a amostras com fago. A infec¢do fagica de uma superficie
revestida de P. fluorescens originou a diminui¢do do C existente uma vez que o fago
provoca a lise celular. As superficies de vidro sdo compostas por silicio. Quando as
superficies se encontram revestidas com células hd uma grande diminui¢do na
quantidade de Si, no entanto apds a infeccdo fagica observa-se um aumento de Si
devido ao desaparecimento de células da superficie. Quanto ao sédio e a0 magnésio
estes encontram-se no tampao utilizado na preservagdo do fago e dai haja uma aumento
destes picos nas amostras com fago.

As superficies acima referidas foram também observadas por microscopia dptica

de epifluorescéncia. A Figura 5.14 mostra os resultados dessas observagdes.
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Vidro + P. fluorescens Vidro + P. fluorescens + fago

Vidro + P. fluorescens Vidro + P. fluorescens + fago

(B)
Figura 5.14 — Imagens de microscopia de epifluorescéncia com (A) SYBR

Green I e (B) DAPL

Mais uma vez ¢ possivel verificar que a accdo do fago elimina as células
existentes de uma superficie. A coloragdo de amostras de P. fluorescens infectadas com
fago com SYBR Green I permite a visualizagdo de pequenos pontos, pontos inferiores
ao tamanho de células, que correspondem a fagos. Sendo assim, a coloragdo com SYBR
Green 1 ¢ melhor para a observacdo de fagos, apesar de ambos serem corantes

especificos para ADN.
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5.2.3 Recolonizaciao da Superficie

A seguir ao periodo de infeccdo fagica todo o sistema foi lavado de modo a
remover o maior numero de fagos. A remocgao total ndo foi conseguida e ficaram no
sistema, em todos os ensaios realizados, aproximadamente 10° PFU/ml. Apds a
lavagem iniciou-se o processo de recolonizacdo da superficie com P. fluorescens
(D.O.~ 1.0). A Figura 5.15 mostra o niimero de células aderidas durante o periodo de

recolonizagao.
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Figura 5.15 — Numero de células aderidas durante os ensaios de recolonizagao.

Como se pode verificar, a adesdo de células ndo ocorreu. As variagdes
registadas durante os ensaios foram provavelmente devido a células que estariam a
passar no momento da captura de imagem. A nao recoloniza¢do da superficie pode ser
devido ao fago ter ficado aderido a superficie ou aos restos celulares aderidos a

superficie.
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5.3. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A adesdo de células a superficies encontradas em diferentes ambientes tem sido
estudada ja ha varias décadas. As células aderidas em areas como a medicina e
diferentes industrias (ex.: lacticinios) sdo possiveis focos de infeccdo e
economicamente prejudiciais. Assim, ¢ essencial estudarem-se mecanismos e agentes
de remocao destas células aderidas para se prevenir a formagao de biofilmes.

Neste trabalho avaliou-se a utilizagdo de fagos como possiveis agentes
controladores da formacdo de biofilmes. Para tal, estudaram-se duas concentragdes
diferentes de fagos para testar se a eliminagdo era dependente deste factor. A utilizagdo
de um titulo de fago superior causou a redugdo, em cerca de 20 minutos, de
aproximadamente 90% das células aderidas enquanto que, um titulo inferior resultou
numa remogao das células mais demorada (aproximadamente 80 minutos) (Figura 5.9 e
5.10). Assim, verificou-se que a taxa de lise celular foi influenciada pelo titulo do fago
(Tabela 5.1). A possivel explicagdo para uma taxa de lise celular superior, quando se
utiliza uma solucdo fagica mais concentrada, pode ter a ver com a razao fago/célula
existente. Com uma solug¢do concentrada o contacto entre os fagos e as respectivas
células hospedeiras ¢ mais rapidamente promovido iniciando-se, por essa razao, mais
depressa a lise das células aderidas. Apesar desta influéncia, o nimero de células
lisadas foi aproximadamente idéntico, tendo-se no final obtido uma eficiéncia de
remocao da ordem dos 93-94% com os dois titulos diferentes. Apds a eliminacdo da
maioria das células verificou-se que, no final de todos os ensaios, permaneciam ainda
algumas células aderidas as superficies. Essas células, ndo eliminadas pelos fagos,
encontravam-se bastante dispersas e, por esse motivo, a interaccdo fago-célula podera
ter sido dificultada e desse modo reduzida a probabilidade de infeccao.

No final dos ensaios as superficies foram examinadas por ME e MEP e
observou-se que se encontravam nestas restos celulares e fagos aderidos. Estudos em
que se tratou células de P. fluorescens ATCC 13525 com brometo de cetiltrimetil

amonio (CTAB), um surfactante catidnico, mostraram que apods o tratamento com este
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agente, os restos celulares que permaneceram na superficie formavam uma superficie
ideal que propiciava a recolonizagdo (Azeredo et al., 2003; Simdes et al., 2003). No
presente estudo, a recolonizacao das superficies, apos a eliminagao das células aderidas
utilizando fagos, ndo foi verificada. A possivel explicagdo para este acontecimento
pode ser a existéncia de fagos nas superficies, mesmo apds o processo de lavagem
verificado quer por microscopia quer por EDS. Esses fagos poderao ser responsaveis
pela infeccao imediata do hospedeiro ao recolonizar a superficie. Por outro lado, a
presenga de restos celulares, resultantes da lise pelo fago, na superficie do vidro podera
ter inibido a adesdo de novas bactérias. Varios estudos tém demonstrado que
superficies contendo células aderidas e submetidas a sonicagdo ou a passagem de
interface ar/liquido dificilmente voltavam a ser recolonizadas (Goméz-Suarez; 2001 e
Goméz-Suérez; 2002; Neu, 1996). Segundo Neu (1996) as células bacterianas quando
destacadas da superficie deixam substancias de origem polissacarida designadas por
foot-prints que podem inibir ou induzir a adesdo bacteriana.

Os resultados obtidos com este trabalho demonstram que os fagos poderao ser
utilizados para remover biofilmes no estado inicial de formacdo e também para
proteger as superficies de uma posterior recoloniza¢do. Sendo assim, a aplicacdo de
fagos na eliminagdo e posterior prevencgdo contra a adesdo de células ¢, de acordo com

os resultados obtidos, uma boa estratégia no combate aos biofilmes.
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CAPITULO 6 - CONCLUSOES E SUGESTOES PARA

TRABALHO FUTURO

Os resultados obtidos permitiram verificar que a infec¢do fagica de culturas de
Pseudomonas fluorescens pelo fago ®S1 depende da temperatura e meio de infecgao
bem como da temperatura e fase de crescimento do hospedeiro. A baixa eficiéncia do
fago quando infectou células crescidas as temperaturas diferentes da Optima podera
estar relacionada com a auséncia de expressdo de receptores de superficie. Neste
trabalho foi possivel identificar duas proteinas ou conjuntos de proteinas de peso
molecular aproximadamente 17.5 kDa e 99 kDa que parecem ser responsaveis pela
ligacdo do fago as superficies celulares. Estas proteinas ndo se encontram presentes,
também, quando as células sdo crescidas em meio diferente do 6ptimo. A qualidade do
hospedeiro influencia também o desempenho do fago sendo a eficiéncia maxima obtida
quando as células se encontram na fase exponencial de crescimento. A medida que as
células vao envelhecendo a taxa de lise celular resultante da infeccdo fagica vai
diminuindo e consequentemente ocorre a diminuicao da libertagcdo de fagos para o meio
extracelular.

Relativamente a infec¢do de biofilmes de P. fluorescens com o fago ®SI
obteve-se uma percentagem de remocdo celular elevada (aproximadamente 85%),
bastante superior a geralmente obtida com agentes quimicos (25%). H4, no entanto,
factores que condicionam o desempenho do fago. Verificou-se que, tal como na
infeccdo de culturas planctonicas em diferentes fases de crescimento, uma qualidade
inferior do hospedeiro (biofilme 13 dias) resultou numa diminuicao da eficiéncia da
infeccdo. Também a temperatura quer de infeccdo quer de crescimento do biofilme
influenciaram a infeccdo fagica. Verificou-se que, tal como na infec¢do de culturas

planctdnicas, a temperatura optima de infec¢do de biofilmes foi de 26°C. Temperaturas
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de infec¢do diferentes da Optima influenciaram negativamente o processo de infec¢ao.
A temperatura de crescimento do biofilme influenciou, também, o desempenho do fago
tal como sucedeu em culturas suspensas. A comparacao do desempenho do fago em
células planctonicas na fase exponencial de crescimento e em biofilmes revelou que,
apesar da taxa de remog¢ao da biomassa total ter sido semelhante, a taxa de lise celular e
de libertagdo de fagos foi inferior no biofilme. Este facto podera estar relacionado com
a existéncia no biofilme de células em diferentes fases de crescimento. Os resultados de
infeccdo de biofilme permitiram verificar que durante o processo de lise ocorria
também a hidrolise da matriz polimérica o que podera estar relacionado com a
libertagdo de enzimas induzidas pelo fago. Este aspecto de infec¢do deveria ser
aprofundado em trabalhos futuros, uma vez que a utilizagdo destas enzimas podera
constituir uma alternativa ao controlo quimico de biofilmes.

No que respeita a infeccdo de células aderidas, os resultados obtidos mostraram
que o fago ®S1 podera ser utilizado eficientemente para remover células na fase inicial
de um processo de formacdo de biofilmes. Verificou-se que a concentragdo de fago
utilizado influencia a rapidez de remocdo de células aderidas no entanto, a taxa de
remogao global ndo parece ser influenciada pela quantidade de particulas fagicas,
tendo-se obtido em média uma percentagem de remocao de 93%. Uma mais valia da
utilizagdo de fagos no controlo de biofilmes no estado inicial de formagao ¢ também o
facto de estes prevenirem a recolonizacgao da superficie com P. fluorescens.

No geral, a aplicagdao de fagos como agentes controladores tanto de células no
forma planctonica como de células aderidas ou biofilmes deve ser considerada no
futuro, pois podera ser uma boa op¢do em alternativa aos tradicionais agentes quimicos.
No entanto, devido ao facto da sua eficiéncia ser dependente das condigdes de infeccao
e crescimento do hospedeiro a utilizagdo de fagos estd limitada as condigdes Optimas.
No sentido de se estudar a aplicabilidade da utilizacdo de bacteriofagos no controlo de
biofilmes industriais, na sua maioria formados por multiplas espécies microbianas, a
diferentes temperaturas e a diferentes regimes de escoamento, sugere-se:

- a realizagdo de estudos de infecgdo fagica de biofilmes formados por multiplas

espécies de bactérias;
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- a formacao de biofilmes em células de fluxo aplicando diferentes regimes de
escoamento e a posterior infeccdo desses biofilmes com fago;

- a utilizagdo de fagos e hospedeiros isolados de ambientes industriais, bem
como a combinagdo de fagos diferentes no sentido de se ter um produto fagico com
uma maior gama de actuagao;

- a investigagdo do efeito da combinagdo de fagos ou mesmo de enzimas

induzidas pelo fago, com biocidas no controlo de biofilmes industriais.
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