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RESUMO

RIBEIRO, Karla Veloso Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2012. Ecofago 017 atua na prevencao e degradacao de biofilme de Escherichia coli.
Orientador: Leandro Licursi de Oliveira.

As bactérias sdao comumente encontradas aderidas a superficies formando
comunidades microbianas densas chamadas biofilmes. A formagao do biofilme tem
sido documentada como estratégia de sobrevivéncia dos micro-organismos
conferindo resisténcia a antimicrobianos, desinfetantes, biocidas e ao sistema
imune do hospedeiro. O objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade do
bacteriéfago litico Ecofago 017 em prevenir a formacdo de biofilme por Escherichia
coli e degradar biofilmes ja estabelecidos. As condicbes de crescimento e
desenvolvimento de biofilmes foram avaliadas e padronizadas. Diferentes
concentracdes de fagos foram testadas a fim de definir as melhores para prevencao
da formacao de biofilme e para degradacao de biofilmes estabelecidos. Analises por
Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia Confocal foram realizadas para
dar suporte a tais resultados. Observamos que cepas de E. coli 30 formaram
biofilme na interface liquido-ar nas condi¢des testadas, com maior producdo apés
48 h. Os experimentos de prevencdo e degradacdo revelaram que praticamente
todas as concentrag¢des do bacteriéfago Ecofago 017 reduziram tanto o crescimento
bacteriano, quanto a quantidade de biofilme formado. A dose minima capaz de
reduzir significativamente o biofilme foi 10 UFP/mL (Multiplicidade de infeccio,
MOI, de 107), bem inferior a descrita na literatura. Os experimentos de degradacdo
exibiram reducdo de até 85% na massa do biofilme apds exposicdo ao fago,
sugerindo que este é capaz de reduzir significativamente biofilmes ja estabelecidos
de E. coli 30 e indicando sua habilidade em acessar o biofilme e infectar bactérias
em seu interior, causando morte celular. Portanto, os resultados indicam que o
Ecofago 017 pode ser usado tanto para reduzir a fixacdo bacteriana quanto para
lisar células associadas a biofilmes de E. coli, gerando potenciais aplicabilidades

biotecnoldgicas para este fago.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Karla Veloso Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August,
2012. Ecophage 017 acts in the Escherichia coli biofilm prevention and
degradation. Adviser: Leandro Licursi de Oliveira.

The bacteria are usually found attached to surfaces forming dense microbial
communities called biofilms. The formation of biofilms has been documented as a
survival strategy of microorganisms conferring resistance to antibiotics,
disinfectants, biocides and the host immune system. The aim of this study at
investigating the ability of the lytic bacteriophage Ecofago 017 to prevent the
biofilm formation by Escherichia coli and degrade established biofilms. The
conditions for growth and development of biofilms were evaluated and
standardized. Different concentrations of phage were tested to define the optimal
to prevention of biofilm formation and degradation. Analysis by Scanning Electron
Microscopy and Confocal Microscopy was performed to support these results. We
observed that strains of E. coli 30 biofilm have formed in air-liquid interface in the
conditions tested, with higher production after 48 h. The experiments showed that
virtually all concentrations of bacteriophage Ecophage 017 reduced both bacterial
growths, as the amount of biofilm formed. The minimum dose able to significantly
reduce the biofilm was 10% PFU / mL (Multiplicity of infection, MOI, 10'5), lower than
described in literature. Experiments of degradation showed up to 85% reduction in
biofilm mass after exposure to the phage, suggesting this is able to significantly
reduce established E. coli 30 biofilms, indicating its ability to access and infect
bacteria on the inside, causing cell death. Therefore the results show that the
Ecophage 017 could be used both to reduce the fixing as to lyse bacterial cells
associated with biofilms, generating biotechnological potential applicabilities to this

phage.



1. INTRODUGAO

1.1. Biofilmes

As bactérias podem ser encontradas na forma séssil ou planctonica. Na
forma séssil, as células encontram-se aderidas formando comunidades densas e
multicelulares chamadas biofilmes, enquanto na forma planctonica encontram-se
livres e individualizadas (DONLAN e COSTERTON, 2002; OH et al., 2007). A formacao
de biofilmes é uma caracteristica universal das bactérias (LOPEZ et al., 2011) e
representa o tipo de crescimento bacteriano predominante na natureza (O’TOOLE
et al., 2000). Estima-se que 80% da biomassa microbiana do planeta encontram-se
no estado de biofilmes (RICHARDS e MELANDER, 2009).

Em 1674, Antony van Leeuwenhoek, com auxilio de um microscépio simples,
observou micro-organismos na superficie de dentes, atribuindo-se a ele a
descoberta dos biofilmes (DONLAN, 2002).

Segundo Suh et al. (2010) e Abee et al. (2011), os biofilmes sdo comunidades
microbianas complexas estabelecidas sobre diferentes superficies e geralmente
encapsuladas por uma matriz extracelular protetora composta de varios tipos de
biopolimeros. Outros autores definem biofilmes como comunidades mono ou
polimicrobianas complexas ou microcolonias aderidas a superficies bidticas ou
abidticas e embebidas numa matriz extracelular, sintetizada pelas préprias células,
onde interagem umas com as outras e com o meio ambiente (SAWHNEY e BERRY,
2009; LOPES et al., 2010). Em diversas definicdes encontradas na literatura, os
micro-organismos, a matriz extracelular e a superficie sdao considerados
componentes essenciais do biofilme.

Simdes et al. (2010) e Kay et al. (2011) referem-se aos biofilmes como um
modo de crescimento que protege 0s micro-organismos e os permitem sobreviver
em ambientes hostis, e cujas células apresentam expressao génica, metabolismo,
fisiologia e comportamento diferentes das células plancténicas correspondentes.

Os biofilmes podem conter uma ou, mais comumente, varias espécies de
micro-organismos, sendo chamados de simples ou mistos, respectivamente. Os
biofilmes simples, em geral, originam-se do crescimento de um unico clone

formando popula¢des clonais, entretanto, diferencas na expressdo génica



(STEWART e FRANKLIN, 2008) podem resultar em subpopula¢des fenotipicamente
distintas (LOPEZ et al., 2011). Em biofilmes mistos, os micro-organismos encontram-
se organizados de forma a obter a melhor relagdo mutualistica (WATNICK e KOLTER,
2000).

A matriz extracelular é constituida, principalmente, de substancia polimérica
extracelular (SPE) e, adicionalmente, pode conter cristais, particulas de corrosao,
argila ou limo, componentes do sangue, entre outros (DONLAN, 2002). Alguns
fatores determinam a quantidade e composicdo da matriz, entre eles o tipo de
micro-organismo, as condi¢des ambientais, como disponibilidade de nutrientes,
temperatura, umidade (DANESE et al., 2000; LOPEZ et al., 2011) e a idade do
biofilme (LERICHE et al., 2000).

A SPE é produzida pelos micro-organismos do biofilme, sendo constituida de
polissacarideos, acidos nucléicos, proteinas, lipideos, fosfolipidios e substancias
humicas (DAVEY e O'TOOLE, 2000; SUTHERLAND, 2001; DONLAN, 2002). Segundo
Tsuneda et al. (2003), 75 a 89% da SPE sdo compostos por polissacarideos e
proteinas, elementos estruturais fundamentais da matriz que determinam sua
estabilidade mecanica (WINGENDER et al., 1999). Além desses componentes,
moléculas de dgua podem interagir com a SPE através de ligacGes de hidrogénio
prevenindo a dessecacao do biofilme.

Varias fungdes tém sido atribuidas a SPE incluindo aumento na habilidade de
adquirir nutrientes (JURCISEK, et al., 2011), protecdo contra condicdes adversas,
como tratamento com antimicrobianos e bacteriéfagos (DONLAN e COSTERTON,
2002; SIMOES et al., 2010) e ataque do sistema imune do hospedeiro (ADBI-ALI et
al., 2006), adesdao a superficie e suporte para a arquitetura tridimensional do
biofilme (LEWANDOWSKI, 2000; PAI et al., 2009).

Os biofilmes sdo formados em multiplas etapas que, de forma geral, incluem
motilidade para a superficie, adesdo, forma¢dao de microcolonias, desenvolvimento
de diferentes estruturas e dispersdao (WOOD et al., 2011).

Inicialmente, as bactérias movem-se livremente, impulsionadas pelo fluxo
ou com auxilio dos flagelos, e, quando encontram uma superficie adequada,
associam-se de forma transitéria com a mesma e/ou com um micro-organismo

previamente fixado por meio de interacdes fracas como atracdes de van der Waals
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e atracOes eletrostaticas. Em seguida, apéndices extracelulares, como as fimbrias
(KARATAN e WATNICK, 2009; SIMOES et al., 2010), proteinas e polissacarideos
associados a superficie, lipopolissacarideos (LPS) e flagelos ligam-se ao substrato
por meio de interagdes fisico-quimicas superando as forcas de repulsdao e atuando
como adsorvente ou adesivo permitindo a adesao irreversivel a superficie
(DONLAN, 2002; BELOIN, et al., 2008).

A superficie de adesao pode ser inerte, bidtica ou abidtica (DONLAN, 2001).
Geralmente, micro-organismos aderem mais facilmente em superficies
hidrofébicas, como teflon e outros plasticos, do que em materiais hidrofilicos como
vidro ou metais, uma vez que, o numero de intera¢cdes hidrofébicas varia
diretamente com a natureza apolar das superficies envolvidas (BENDINGER, 1993;
DONLAN, 2002). As fimbrias, encontradas em bactérias gram-negativas (SIMOES et
al., 2010), outras proteinas com grandes propor¢des de aminoacidos hidrofébicos
(ROSENBERG e KJELLEBERG, 1986), e componentes de bactérias gram-positivas,
como os acidos micélicos das micobactérias, favorecem a adesdo inicial a substratos
hidrofdbicos, enquanto SPE e LPS sdo mais importantes na fixacdo a materiais
hidrofilicos. A rugosidade, assim como a hidrofobicidade, também influencia
diretamente na formacao do biofilme (CHARACKLIS et al., 1990).

As bactérias aderidas irreversivelmente multiplicam-se e progridem de uma
monocamada para uma microcolénia ou tornam-se membros da microcolénia ja
existente. Entre as microcolOonias formam-se lacunas intersticiais (canais aquosos)
que permitem o fluxo de liquido, e consequentemente, a difusdo de nutrientes,
oxigénio e agentes antimicrobianos (LEWAANDOWSKI, 2000; SUH et al.,, 2010).
Durante as etapas de formacdo do biofilme, além de crescimento microbiano e
transporte de nutrientes e metabdlitos, ha producdo de moléculas de sinalizacdo
célula-célula e SPE (FLEMMING e WINGENDER, 2010), resultando, finalmente, na
estrutura tridimensional do biofilme.

Os biofilmes sdao dinamicos e, ocasionalmente, uma bactéria pode se
destacar (WATNICK e KOLTER, 2000; BREYERS e RATNER, 2004) e mover-se
livremente até encontrar uma nova superficie. As células podem se dispersar de
forma ativa ou passiva, processos mediados, respectivamente, pela prépria bactéria

e por forcas externas, como tensdo do fluido e abrasdo (KAPLAN, 2010). A dispersado



do biofilme é importante para a sobrevivéncia das espécies (WOOD et al., 2011),
bem como para a transmissdao de patdgenos dos reservatérios ambientais para
hospedeiros humanos, transmissdo entre hospedeiros e para a exacerbacdo e

disseminacdo da infec¢do dentro de um hospedeiro (KAPLAN, 2010).

Representagdo esquematica das etapas de formagao de biofilme sobre
uma superficie previamente colonizada com varias espécies bacterianas. A
bactéria aquatica (amarela) desloca-se utilizando flagelos polares e forma
associaces aleatdrias frouxas com a superficie. Interagdes fisico-quimicas
permitem associacdo irreversivel (célula aderida) com a superficie e a
bactéria inicia a formacdao de uma microcolénia. Finalmente, a bactéria
produz exopolissacarideos formando a arquitetura tridimensional do
biofilme. Quando as condi¢des do ambiente tornam-se desfavordveis, uma
bactéria pode se destacar e mover-se para encontrar uma superficie mais
favoravel.

A formagdo do biofilme tem sido documentada como estratégia de
sobrevivéncia dos micro-organismos conferindo resisténcia a  muitos
antimicrobianos, desinfetantes e biocidas (PROSSER et al.,, 1987; STEWART et al.,

2004; IYAMBA et al., 2011) e protecdo contra as defesas do organismo, como



anticorpos, fagocitos e Sistema Complemento (ANDERSON e O'TOOLE, 2008; SUH et
al., 2010; CHIBEU et al., 2012).

Pesquisas tém revelado que concentracdes de antibidticos suficientes para
inativar células livres sdo, em geral, inadequadas para inativar células no interior de
biofilmes, principalmente aquelas situadas em regides mais profundas, e que uma
bactéria no interior do biofilme pode ser mil vezes mais resistente ao tratamento
antimicrobiano (HOYLE e COSTERTON, 1991; DONLAN, 2001; DONLAN e
COSTERTON, 2002, HOIBY et al., 2010). Assim, infeccdes que cursam com ou
decorrem da formacao de biofilmes sdo mais dificeis de serem tratadas (CARSON et
al., 2010), constituindo um importante problema de saude publica (DONLAN, 2001).
Além da resisténcia a antimicrobianos e prote¢do contra o sistema imune do
hospedeiro, outras caracteristicas dos biofilmes podem ser importantes no
processo infeccioso de uma doenga, incluindo destacamento de células ou de
agregados que pode resultar em infeccdes na corrente sanguinea, trato urinario ou
em embolia; troca de plasmideos de resisténcia a antimicrobianos e produgdo de
endotoxinas por bactérias gram-negativas associadas (Donlan, 2002).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a maior resisténcia
dos biofilmes a antibioticos, entre eles a menor taxa de crescimento microbiano
(EVANS et al., 1990) resultante da compressao espacial que impede a divisdo celular
(WATNICK e KOLTER, 2000; STEWART e FRANKLIN, 2008) e/ou da difusdo limitada
de nutrientes, vitaminas e cofatores (LOPEZ et al., 2011); a impenetrabilidade do
biofilme; inducdo de mecanismos de resisténcia (DONLAN e COSTERTON, 2002;
STEWART et al.,, 2004) e ainda a expressdao de sistemas antitoxina-toxina que
bloqueiam os antibidticos (LEWIS, 2005). A difusdo limitada de moléculas
antimicrobianas no biofilme tem sido relacionada a interacdo direta do antibidtico
com proteinas e polissacarideos da SPE (DONLAN, 2000; MAH e O'TOOLE, 2001) e a
barreira fisica formada pela matriz (HALL-STOODLEY e STOODLEY, 2009).
Considerando-se a inducdo de resisténcia, o microambiente do biofilme facilita a
transferéncia de material genético (elementos genéticos extracromososomais,
como os plasmideos), entre as bactérias estimulando a variabilidade e mutacées

adaptativas (SUH et al., 2010). Hausner e Wuertz (1999) ja haviam demonstrado



gue a taxa de conjugacdo entre células do biofilme é maior que em células
planctonicas.

Embora os mecanismos reguladores da formacdo de biofilmes dependam
das condi¢Ges do ambiente e variam grandemente entre diferentes espécies e até
mesmo entre diferentes cepas de uma mesma espécie (LOPEZ et al., 2011), alguns
aspectos sdao comuns a regulacdo (MONDS e O'TOOLE, 2009). De modo geral, a
formacdo do biofilme é um processo ordenado e regulado por genes especificos,
cuja expressao é dependente da resposta da célula aos sinais externos.

Os sinais externos podem ser produzidos e secretados pela propria
comunidade bacteriana, sendo chamados de autoindutores (Als) (LOPEZ et al.,
2011). Os Als acumulam-se extracelularmente e ligam-se a receptores de superficie
disparando cascatas de transducdo de sinal que resultam em mudancas na
regulacdo de varios genes. Em bactérias, este mecanismo de comunica¢do célula-
célula é chamado “quorum-sensing” (QS) e controla um grande numero de
processos, incluindo biossintese enzimatica extracelular, biossintese de antibidticos,
producdo de biosurfactantes, sintese de SPE e de fatores de viruléncia em bactérias
gram-negativas, resultando no desenvolvimento de um fendtipo especifico do
biofilme (FUX et al., 2005; SUH et al., 2010).

Em adicdo as moléculas QS, uma diversidade de outros sinais induzem a
formacao de biofilmes, como os metabdlitos secunddrios, incluindo antibidticos,
pigmentos e sideréforos (peptideos de sintese ndo ribossdmica e com alta afinidade
por ferro produzidos por micro-organismos) (LOPEZ et al., 2011).

Os biofilmes podem interferir em diversas atividades humanas. O
crescimento indesejado dos biofilmes tem impacto negativo na industria, com
ocorréncia de danos a equipamentos e contaminacdo de produtos (SIMOES et al.,
2010) e na saude, estando relacionado a vdrias doencas infecciosas, tais como,
fibrose cistica, endocardite e periodontite e, também, a contaminagdo de
dispositivos médicos, como cateteres urindrios e venosos, tubos endotraqueais,
valvulas cardiacas sintéticas, marca-passos e agulhas, apds a inoculagdo de poucas
células provenientes da pele ou mucosas do paciente durante a introducdo
(SAWHNEY e BERRY, 2009; YE-JIN e DOUGLAS, 2009; CARSON et al., 2010; SUH et

al., 2010). Estes problemas sao intensificados pelo aumento da resisténcia dos



micro-organismos ao sistema imune (ADBI-ALI et al., 2006), a antimicrobianos
(HOIBY et al., 2010) e a métodos de desinfeccdo e limpeza (IYAMBA et al., 2011).
Além disso, biofilmes maduros encontram-se fortemente aderidos a superficies e
sdo resistentes ao fluxo, servindo como uma fonte persistente de contaminagdo e
infeccao (ABEE et al., 2011).

Estima-se que a formacao e persisténcia dos biofilmes estejam associadas a,
no minimo, 65% das infeccdes humanas, incluindo cdrie dentdria, periodontite,
fibrose cistica, osteonecrose, infeccdoes musculoesqueléticas, infeccdes do trato
urindrio e dos olhos, otite média, endocardite e prostatite cronica (SAWHNEY e
BERRY, 2009; SUH et al., 2010). Além disso, biofilmes estdo envolvidos em cerca de
80% das doengas bacterianas inflamatdrias cronicas e doengas infecciosas (SAUER
et al., 2007).

No entanto, a formacdo de biofilmes em superficies do corpo humano pode
ser benéfica. Diversas espécies de micro-organismos encontradas nos biofilmes
formadores da placa dentdria antagonizam a coloniza¢do da superficie do dente por
organismos patogénicos (KRETH et al., 2008).

Na natureza e na industria os biofilmes também tém aplicacdes importantes,
com destaque para os processos de biorremediacdo e os sistemas eletroquimicos
nos quais 0s micro-organismos sdo usados para remover contaminantes do
ambiente, como metais pesados (SINGH et al., 2006) e para produzir energia (KIELY
et al., 2010), respectivamente.

Uma vez que os biofilmes sdo resistentes a remoc¢do, ao tratamento com
antimicrobianos e ao ataque do sistema imune do hospedeiro, torna-se necessario
o desenvolvimento de novas estratégias para facilitar sua remoc¢dao ou impedir sua
formacdo. Idealmente, prevenir a formacdo do biofilme é mais vantajoso que trata-
lo, entretanto, ainda ndo existe técnica capaz de prevenir ou controlar com sucesso
a formacgao de biofilmes indesejaveis sem causar efeitos colaterais. Até o momento
algumas metodologias tém sido usadas para tentar controlar ou remover biofilmes
sobre superficies (SIMOES et al., 2010) incluindo a modificacdo das propriedades
fisico-quimicas (ROSMANINHO et al., 2007); incorporacdo ou revestimento das
superficies com antibidticos (PARK et al., 2004; SIMOES et al., 2010), enzimas (LEE
et al., 2008; CARO et al., 2009; IZANO et al., 2009; SIMOES et al., 2010), prata



(AHEARN et al., 2000; HASHIMOTO, 2001) e fagos (DONLAN, 2009; SIMOES et al.,
2010).

1.2. Escherichia coli

Escherichia coli é a espécie mais comum e clinicamente mais importante do
género Escherichia. Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, as bactérias desta
espécie apresentam-se como bastonetes Gram-negativos, aerébios facultativos, ndo
esporulados e méveis (YOUN et al., 2010). Além disso, sdo micro-organismos com
necessidade nutricional simples, fermentadores de glicose e lactose e redutores de
nitrato (MURRAY et al., 2006).

Assim como as demais bactérias Gram-negativas, E. coli possui LPS, também
denominado endotoxina, associado a membrana externa (RAKHUBA et al., 2010).
Este polimero glicolipidico é formado por trés componentes: o lipideo A
(componente tdxico), um polissacarideo central comum as enterobactérias e o
polissacarideo somatico O ou antigeno O (componente mais externo). De acordo
com os antigenos O, H (flagelar) e K (capsular), as cepas de E. coli sdo classificadas
em sorotipos O:H:K (BELOIN et al., 2008).

Esta bactéria é um dos principais componentes da flora normal do trato
intestinal humano ou animal (HOLT, 1994; CROXEN e FINLAY, 2010; YOUN et al.,
2010). Apesar de normalmente inofensiva, algumas cepas sao patogénicas devido a
habilidade em adquirir fatores de viruléncia através de plasmideos, transposons
e/ou ilhas de patogenicidade (BELOIN et al., 2008; KAPER et al., 2008; CROXEN e
FINLAY, 2010; YOUN et al.,, 2010). As doencas relacionadas a E. coli variam de
gastroenterites a infecgdes extra-intestinais do trato urindrio, sangue e sistema
nervoso central (CROXEN e FINLAY, 2010). Em animais, é o agente mais importante
e mais frequentemente isolado de casos clinicos de mastite ambiental bovina
(BRADLEY e GREEN, 2009) que traz sérios prejuizos a pecuaria incluindo redugdo na
producdo de leite até morte do animal, que ocorre em 10% dos casos mais severos
(CHANETON et al., 2008).

As cepas patogénicas podem ser classificadas em patovares, cepas ou
conjunto de cepas com caracteristicas muito semelhantes diferindo quanto a

patogenicidade e especificidade pelo hospedeiro. Os oito patovares de seres
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humanos e seus mecanismos de doenca tém sido extensamente estudados e foram
divididos em dois grupos: E. coli diarreiogénica e E. coli extra-intestinal (EXPEC). Os
patovares E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC) sdo diarreiogénicos e os patovares E.
coli uropatogénica (UPEC) e E. coli da meningite neonatal (NMEC) sdo os isolados
extra-intestinais mais comuns. Outros patovares tém sido identificados, mas seus
mecanismos de patogénese ainda ndo sdo bem definidos (YOUN et al.,, 2010,
CROXEN e FINLAY, 2010).

Sob determinadas condicdes, E. coli pode aderir e interagir com superficies
vivas ou inertes iniciando o crescimento celular. Este crescimento resulta na
formacao de colonias microbianas e quando a massa celular é suficiente para captar
nutrientes, residuos e outros micro-organismos forma-se o biofilme (FLINT et al.,
2011). Fatores de viruléncia do tipo adesinas, incluindo fimbria tipo | ou pili, fimbria
curli ou fimbria agregativa e pilus conjugativo, contribuem para a adesdo
irreversivel a superficies (BELOIN et al., 2008) favorecendo a formagao de biofilme.
Outras adesinas incluindo fatores de aderéncia, intimina, pili P, “bundle-forming
pilus” ja foram descritas (MURRAY et al., 2006).

Os biofilmes de E. coli crescem sob condi¢cbes estaticas e dinamicas,
consistindo de uma camada densa de células envolvidas por matriz complexa
contendo polissacarideos, lipideos, proteinas, dcidos nucléicos e polimeros de N-
acetilglicosamina denominados adesina polissacaridica intercelular (polysaccharide
intercelular adhesin, PIA) (GOLLER et al., 2006; ABEE et al., 2011; PATEL et al., 2011).
A PIA estd ancorada na parede celular e serve para manter as células unidas,
provavelmente por interagir com outras proteinas de superficie de células vizinhas
(LOPEZ et al., 2011).

E. coli pode formar biofilme em tecidos vivos, dispositivos médicos
(DONLAN, 2001) e superficies de alimentos e equipamentos de estocagem
(KERKSIEK, 2008). Biofilmes crescidos em dispositivos médicos originam-se,
geralmente, da microflora da pele do paciente ou dos assistentes de saude e de
orificios expostos a dgua contaminada (DONLAN, 2001) e podem levar a infec¢des

persistentes devido a liberagdo continua da bactéria (SAWHNEY e BERRY, 2009).

9



Além disso, estas comunidades microbianas podem bloquear o limen destes
dispositivos cujo Unico tratamento efetivo, até o momento, é a remogao cirurgica
(CARSON et al., 2010). Embora existam dispositivos médicos com diferentes
composi¢des (silicone, poliuretano e materiais cobertos com hidrogel), ndo existe
diferenca na eficiéncia dos mesmos em prevenir a colonizacdo por micro-
organismos (TUNNEY et al., 1999).

Considerando a importancia da formagao de biofilme de E. coli na saude, a
prevencao da formacdo ou remocdo do biofilme de forma eficiente e bem tolerada

pelo organismo consiste um importante alvo terapéutico.

1.3. Bacteridfagos

Bacteriéfagos ou fagos sdo parasitas bacterianos geneticamente e
estruturalmente simples, apresentando o material genético (DNA ou RNA)
encapsulado por um envoltério protéico ou lipoprotéico denominado capsideo
(DONLAN, 2009).

Fagos sdo ubiquos na natureza, sendo encontrados em mais de 140 géneros
de bactérias e na flora microbioldgica natural dos alimentos (PATEL et al., 2011).
Alguns autores consideram os fagos como a entidade biolégica mais abundante
(O’FLAHERTY et al., 2009; SIMOES et al., 2010), com estimativas de 10°! particulas
de fago no mundo (WHITMAN et al., 1998).

As interacbGes fago-bactéria tém um papel essencial na reciclagem de
nutrientes na natureza, na regulacdo de ecossistemas microbianos e na
transferéncia de genes entre populacdes bacterianas (SUTTLE, 2007). Além disso,
considerando que os fagos liticos infectam bactérias seletivamente e provocam sua
lise, podem prover uma técnica natural, altamente especifica, ndo toxica e viavel
para controlar vdrios micro-organismos envolvidos na formacdo de biofilmes
(CARSON et al., 2010).

Os fagos possuem dois tipos de ciclo de vida, o ciclo litico usado por fagos
temperados e virulentos e o ciclo lisogénico usado apenas por fagos temperados. As
etapas iniciais dos ciclos sdo semelhantes e envolvem ligacdo do fago a um receptor
de superficie da bactéria e insercdo do material genético. Em enterobactérias,

proteinas localizadas na membrana externa e sitios presentes no LPS servem como
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receptores para bacteridofagos (RAKHUBA et al., 2010). No ciclo litico a maquinaria
da célula hospedeira é utilizada para replicagdo e sintese das proteinas virais.
Ocorre entdo montagem dos fagos intracelularmente, cujo acimulo resulta em lise
da bactéria e liberacdo das particulas virais. Em contraste, no ciclo lisogénico, o
material genético viral é incorporado ao genoma da célula hospedeira e o virus,
denominado neste caso de profago, replica-se junto com a bactéria (SHARMA et al.,
2005; ROAD, 2007; O’FLAHERTY et al., 2009). Os ciclos de vida virais sdo curtos,
variando de 20 a 60 minutos (O’ FLAHERTY et al., 2009).

No inicio do século passado, bacteriéfagos comecaram a ser usados no
tratamento de infec¢des bacterianas (D’HERELLE, 1931). Entretanto, a descoberta e
a comercializacao de antibidticos a partir da década de 40, bem como o surgimento
de antibidticos de amplo espectro, além da md qualidade dos produtos terapéuticos
a base de fagos e o pouco entendimento da sua biologia resultaram na interrupgao
das pesquisas e no declinio do uso de fagos no ocidente, principalmente Europa
Ocidental e América do Norte (SULAKVELIDZE et al., 2001; ROAD, 2007).

Atualmente o uso generalizado, indiscriminado e subdtimo de antibidticos
tém limitado sua eficiéncia (CARSON et al.,, 2010) e aumentado a incidéncia de
patégenos resistentes, incluindo E. coli (SAENZ et al., 2004). Além disso, houve
reducdo do investimento das industrias farmacéuticas na descoberta de novos
antibidticos principalmente devido ao menor retorno (NORRBY et al., 2005)
justificando o renascimento do interesse em avaliar o uso de fagos como agentes
antibacterianos para aplicagdes médicas e veterindrias (FLAHERTY et al., 2009).

Bacteriéfagos tém sido usados no tratamento de infeccdes em feridas
diabéticas, na desinfeccdo e limpeza tépica, na industria alimenticia, na prevengao
da obstrucdo de cateteres urindrios e de sistemas de tubulacdo de estacbes de
tratamento e em muitos outros processos (GOLDMAN et al., 2009). Um dos maiores
avancos no uso de fagos ocorreu em 2006 quando a Food and Drug Administration
(FDA) aprovou um coquetel de seis fagos para controle de Listeria monocytogenes
em carne (O’FLAHERTY et al., 2009). Na Polonia, preparacdes com fagos tém sido
administradas em pacientes cujas infec¢des ndo responderam a terapia com

antibidticos com média de 85% de sucesso (FLAHERTY et al., 2009). Para prevencgao
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da formacdo de biofilme fagos tém sido adsorvidos a superficies ou incorporados
dentro de coberturas de superficie (DONLAN, 2009).

Acreditava-se que o uso de fagos para tratar infeccGes relacionadas com
biofilmes poderia ser limitado pela baixa penetragdo na matriz extracelular
(HANLON et al., 2001), entretanto, estudos tém mostrado que o fago é capaz de
penetrar no biofilme (LACROIX-GUEU, 2005) e lisar as bactérias (CURTIN e DONLAN,
2006; CHIBEU at al., 2012). Além disso, muitos fagos sintetizam enzimas associadas
a superficie chamadas depolimerases capazes de hidrolisar polissacarideos
bacterianos, permitindo seu acesso aos receptores especificos das bactérias
(SUTHERLAND et al., 2004; DONLAN, 2009; KAY et al.,, 2011) e facilitando a
destruicdo do biofilme. Como diferentes bactérias possuem SPE com diferentes
polissacarideos e como os fagos sdo cepa-especificos, varias enzimas e varios tipos
de fagos provavelmente sdo requeridos para degradar biofilmes mistos (WOOD et
al., 2011).

A especificidade do fago para um micro-organismo limita a possibilidade de
perturbacdo da flora normal e sua habilidade para propagar no sitio da infeccao
distingue-o de outros antimicrobianos como os antibidticos (CAMPBELL, 2003;
CARSON et al., 2010). Os fagos podem ser especificos para uma Unica cepa ou ser
de amplo espectro e infectar muitas cepas bacterianas de uma Unica espécie ou até
mesmo de multiplas espécies relacionadas (DONLAN, 2009).

E importante ressaltar que os fagos sdo antigénicos, podendo induzir
resposta imune celular e producdo de anticorpos pelo organismo (DONLAN, 2009).
Porém estudos tém mostrado que os fagos podem se associar a SPE protegendo-se
da depuracgao e inativagdo pelo sistema imune e que a produg¢do de anticorpos em
resposta ao fago é muito fraca, exceto nos casos em que anticorpos ja estavam
presentes antes do tratamento (DONLAN, 2009). Considerando ainda que seres
humanos sao expostos a fagos do ambiente desde o nascimento e que fagos tém
sido isolados do seu trato gastrointestinal e cavidade oral (GORSKI e WEBER-
DABROWSKA, 2005) tratamentos terapéuticos com fagos devem ser bem tolerados

(DONLAN, 2009).
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Além de ativar o sistema imune, preparacdes de fagos podem conter
endotoxinas que em quantidades suficientes podem causar febre, hipotensado e
choque (RIETSCHEL et al., 1982).

Recentemente, Flaherty et al. (2009) listou as principais vantagens e
desvantagens do uso de fagos. Dentre as vantagens pode-se destacar: (1) facil
isolamento e propagacdo; (2) capacidade de destruir patégenos resistentes; (3)
atuacdo sinérgica em mistura de fagos ou em combinacdo com antibidticos; (4)
efeito sobre organismos gram-positivos e gram-negativos; (5) aplicacdo em diversos
ambientes (ser humano, animais, alimentos, biofilmes, dispositivos médicos, entre
outros); (6) manipulacdo genética facil; (7) alta especificidade; (8) método
profildtico ou para tratamento e (9) certificado de seguranca de alguns produtos
pela FDA. Dentre as desvantagens foram listados: (1) necessidade de selecionar
fagos nao virulentos e nao-lisogénicos; (2) surgimento de cepas bacterianas
resistentes; (3) variedade limitada de hospedeiros e (4) necessidade de aceitacao
dos consumidores e regulagdo especifica.

Terapias com fagos tém tido resultados variados, com sucesso e fracasso
(FLAHERTY et al., 2009). As falhas tém sido atribuidas a diversos fatores incluindo
falta de conhecimento sobre a biologia dos fagos e sobre as causas fundamentais da
doenca, técnicas experimentais insatisfatérias e ma qualidade das preparacgdes.
Conhecendo-se a biologia do fago, é possivel manipula-lo geneticamente de modo a
obter fagos com maior resisténcia a depuracao pelo sistema imune (DONLAN, 2009)
ou que expressem depolimerases apropriadas (FLAHERTY et al., 2009) que facilitem

a prevencdo e a remocao dos biofilmes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Estudar o efeito de bacteriéfago litico na prevencao da formacado de biofilme

por Escherichia coli e na degradacao de biofilmes estabelecidos.

2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Avaliar a formacao do biofilme;
2.2.2. Avaliar o efeito de bacteriéfago litico sobre:
(a) o crescimento de células livres;
(b) a quantidade de biofilme;

(c) a morfologia dos biofilmes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Bactéria
3.1.1. Linhagem

A linhagem bacteriana Escherichia coli 30, utilizada neste trabalho, pertence
a colecdo de patégenos do Laboratério de Imunovirologia Molecular (LIVM) do
Departamento de Biologia Geral - Universidade Federal de Vicosa (UFV). Trata-se de

um isolado de animais com mastite, cedido pela Embrapa Gado de Leite.

3.1.2. Ativacao

Para a ativacdo e obtencdo de col6nias bacterianas isoladas, as cepas de E.
coli foram estriadas em placas de cultura contendo meio Luria-Bertani (LB),
composto por triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%, pH 7,2,
suplementado com 1,5% de agar bacterioldgico (LB sdlido), e incubadas em estufa

incubadora a 37°C por 16h.

3.1.3. Obtencdo de estoques bacterianos

A obtencdo de estoques bacterianos de E. coli 30 para o plagueamento e
titulacdo de bacteriéfagos seguiu a metodologia descrita por Sambrook e Russell
(2001) com modificag@es. Inicialmente, uma col6nia isolada, obtida como descrito
no item 3.1.2, foi cultivada em 30 mL de LB sem suplementacdo com agar (LB) sob
agitacdo a 180 rpm a 37°C até atingir absorbancia igual a 0,7 no comprimento de
onda de 600 nm (Absgqo), quando a cultura foi centrifugada a 4000 g por 10 min. O
precipitado foi ressuspenso e a Absgy foi ajustada para 2,0 com MgS04 10 mM. Os

estoques foram mantidos sob refrigeracdo a 4°C até sua utilizaco.

3.1.4. Obtengdo de cultura bacteriana para avaliagao do efeito do bacteriofago
Uma col6nia isolada, obtida como descrito no item 3.1.2, foi transferida para
10 mL de LB e incubada sob agitacdo a 180 rpm a 37°C por cerca de 2 h. Apds
incubacdo, a Absgg foi lida e ajustada para 0,1, correspondente a aproximadamente
10® Unidades Formadoras de Colénia (UFC) por mL (Sambrook e Russell, 2001;

lzutani et al., 2011; Kannan et al., 2012), com LB, se necessario.
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3.2. Bacteriofago
3.2.1. Ecofago

O bacteriéfago Ecofago 017, isolado de amostras da rede de esgoto de
Vicosa-MG pelo LIVM, foi utilizado em todos os experimentos de prevengdo e

degradacdo do biofilme de E. coli 30.

3.2.2. Propagacao

Para propagacao dos bacteriéfagos foi utilizada a metodologia adaptada de
Chan et al. (2007). Aliquotas de 100 uL do estoque bacteriano (Absgg igual a 2,0)
foram adicionadas a igual volume de fago em estoque, a mistura foi incubada a
37°C por 30 min para adsor¢io do fago ao hospedeiro. A mistura foi ent3o
adicionada a 4 mL de LB acrescido de 0,75% de agar bacteriolégico (LB semi-sélido),
fundido e mantido a 55°C, e vertida sobre placa de cultura contendo LB sélido. Apds
solidificacdo, as placas foram invertidas e incubadas a 37°C por 24 h. No dia
seguinte, as placas foram avaliadas quanto ao grau de lise, adicionadas de 5 mL de
tampao SM (5,8 g de NaCl, 2,0 g de MgS0,4.7H,0, 50 mL Tris-HCl 1M pH 7,5, 5 mL
gelatina 2% e agua suficiente para 1 L), e incubadas sob agitacdo a 50 rpm a 4°C por
4 h para extracdo dos fagos. O tampao SM foi recuperado, acrescido de NaCl 1 M e
mantido a 4°C por 1 h. A suspensdo contendo os bacteridfagos foi filtrada em

membrana de 0,22 um e estocada a 4°C para os experimentos seguintes.

3.2.3. Titulagao

Na determinacgdo do titulo de bacteriéfagos, a suspensdo obtida na etapa de
propagacao foi diluida em série decimal utilizando tampao SM a fim de obter entre
10 e 100 Unidades Formadoras de Placas (UFP) por mL de suspensdo (CARRILLO et
al., 2005). Foram feitas 20 diluicdes em microtubos de 1,5 mL. Em seguida, aliquotas
de 100 pL de bactéria de propagacao (Absgyo igual a 2,0) foram adicionadas a
guantidade equivalente de fago nas diferentes diluicdes e a mistura foi incubada a
37°C por 30 min. Apéds incubacdo, a mistura foi adicionada a 4 mL de LB semi-sdlido,
fundido e mantido a 55°C, e vertida sobre placa de cultura contendo LB sélido, que

foi ent3o incubada a 37°C por 24 h. As placas foram avaliadas para verificar grau de
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lise e aguela com contagem de UFP entre 10 e 100 foi utilizada para determinar o
titulo do fago a partir da equacao:

UFP/mL = Numero de placas de lise X Fator de diluicdo

Volume de fago (mL)

3.3. Analises quantitativas colorimétricas
A quantificacdo de biofilmes foi realizada em microplacas de poliestireno de

96 pocos de fundo chato.

3.3.1. Avaliacao do tempo sobre a formagao de biofilme

A cultura bacteriana com Absggg igual a 0,1 (108 UFC/mL) foi obtida conforme
descrito no item 3.1.4. Imediatamente, 20 uL de cultura bacteriana foram
adicionados a 180 uL de LB contido em pocos de trés placas de poliestireno de 96
pocos (concentrac3o final da cultura bacteriana igual a 10’UFC/mL). As placas foram
incubadas em atmosfera Umida em estufa a 37°C por 24, 48 e 72 h. O tratamento
controle consistiu de LB apenas (WEISS-MUSZKAT, 2010 com modificagdes).

Apds os respectivos tempos de incubacdo, a Absgy (medida da densidade
populacional bacteriana) foi determinada em leitor de microplacas, marca
Molecular Device®, modelo VersaMax. Imediatamente, a cultura bacteriana foi
removida vertendo a placa rapidamente e colocando-a em contato com papel
absorvente. Os pogos foram lavados 2 vezes com PBS 0,2 M pH 7,2 para remog¢ao
das células ndo aderidas. Imediatamente apds a ultima lavagem, as células aderidas
foram coradas com cristal violeta (CV) conforme metodologia de O’Toole (2011)
modificada. Brevemente, 250 uL de CV 0,1% (p/v) em dgua foram adicionados aos
pocos e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 min. Entdo, o
corante foi removido como descrito anteriormente e os pocos foram lavados 4
vezes com 250 pL de agua destilada e secos ao ar por 1 h. Os pogos com biofilme
formados em 48 h foram fotografados para visualizagcdo do biofilme. Em seguida,
250 uL de mistura etanol-acetona 80:20 foram adicionados aos pogos e as placas
foram mantidas a temperatura ambiente por 30 min para completa dissolu¢do do

corante. Entdo, 200 pL de solugdo corada de cada pogo foram transferidos para
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uma nova placa e a absorbancia foi medida a 590 nm (Abssgy) no leitor de

microplacas (quantidade de biofilme).

3.3.2. Avaliacdo do efeito do bacteriéfago na prevencgao da formagao do biofilme

As etapas descritas a seguir foram realizadas segundo metodologia de Kelly
et al. (2012) modificada.

A cultura bacteriana com Absgg igual a 0,1 foi obtida conforme descrito no
item 3.1.4. Imediatamente, quantidades iguais a 20 uL de cultura bacteriana e de
fago em diferentes diluicdes (suspensdo concentrada e 9 diluicGes decimais em
tampdo SM) foram adicionadas a 160 plL de LB contido em pogos de uma placa de
poliestireno de 96 pocos (diluicdo 1:10). Os tratamentos controles consistiram de LB
apenas, LB acrescido de fago e LB acrescido de cultura bacteriana. A placa foi
incubada em estufa a 37°C por 24 h.

Ap0ds os respectivos tempos de incubacdo, a Absggo foi determinada (medida
da densidade populacional bacteriana) e os pocos corados com CV como descrito
no item 3.3.1 para quantificacdo do biofilme. O calculo da massa relativa do
biofilme foi realizado normalizando a absorbancia do tratamento controle positivo

em 100% (WEISS-MUSZKAT et al., 2010).

3.3.3. Avaliacao do efeito do bacteriéfago na degradac¢ao do biofilme

A cultura bacteriana com Absggg igual a 0,1 foi obtida conforme descrito no
item 3.1.4. Imediatamente, 20 pL de cultura bacteriana foram adicionados a 180 pL
de LB contido em pog¢os de uma placa de poliestireno de 96 pogos. Os tratamentos
controles consistiram de LB apenas e LB acrescido de cultura bacteriana. As placas
foram incubadas em atmosfera Umida em estufa a 37°C por 24h.

Apds formagdo do biofilme, a cultura bacteriana foi descartada vertendo a
placa rapidamente e colocando-a em contato com papel absorvente umedecido
com etanol 70% para evitar contaminacdo. Os pogos foram lavados 2 vezes com PBS
0,2 M pH 7,2 para remocao das células ndo aderidas e, imediatamente, acrescidos
de 20 pL de fago em diferentes dilui¢des (suspensdao concentrada e 9 diluigdes
decimais em tampdo SM) e 180 pL de LB. Aos pogos contendo os controles foram

adicionados 200 plL de LB apenas. As placas foram incubadas em atmosfera Umida
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em estufa a 37°C por 24 h (CHIBEU et al., 2012 com modifica¢cdes). Apds incubagio,
a Absgqo foi determinada (medida da densidade populacional bacteriana formada a
partir de células aderidas) e os pocos foram corados com CV como descrito no item
3.3.1.

O calculo da massa relativa do biofilme foi realizado normalizando a

absorbancia do tratamento controle em 100% (WEISS-MUSZKAT et al., 2010).

3.4. Andlises microscopicas
3.4.1. Preparo de cupons de poliestireno

Para as andlises microscopicas foram utilizados pedacos de poliestireno
(cupons) com dimensdes de 1 x 1 x 0,1 cm como suporte para a formac¢do do
biofilme. Estes cupons foram escovados com detergente liquido e rinsados com
agua destilada. Para esterilizacdao, os cupons foram imersos em hipoclorito de sédio

1% e etanol 70% por 15 min cada e mantidos sob luz UV por 30 min de cada lado.

3.4.2. Obtengdo das amostras
3.4.2.1. Avaliagdo do tempo sobre a formagao de biofilme

A cultura bacteriana com Absggg igual a 0,1 foi obtida conforme descrito no
item 3.1.4. Imediatamente, quantidades iguais a 125 uL de cultura bacteriana e
1,125 mL de LB foram adicionados a tubos Falcon contendo 1 cupom. Os
tratamentos controles consistiram de cupons imersos em LB apenas. Os tubos
foram incubados sem agitacdo em estufa incubadora a 37°C por 24, 48 e 72 h. Apds
os respectivos tempos, os cupons foram preparados para analise por Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV).

3.4.2.2. Avaliacdo do efeito do bacteriéfago na preven¢ao da formagao do
biofilme

Tendo sido determinado o perfil do efeito do bacteriéfago na prevencado da
formacdo do biofilme e sobre o biofilme formado (3.3.2 e 3.3.3), foram definidos
trés e quatro pontos, respectivamente, para as andlises por microscopia confocal e
MEV. Para microscopia confocal foram utilizados os tratamentos: controle positivo

(sem fago) e dois diferentes titulos de fago (suspensdo concentrada e diluicio 10
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em SM) e para MEV, além destes 3 tratamentos, foi utilizada também a diluicao de
fago 10 em SM. Os tratamentos foram designados como ALTO (suspensao
concentrada), MEDIO (10°°) e BAIXO (10°®) titulo.

A cultura bacteriana com Absggg igual a 0,1 foi obtida conforme descrito no
item 3.1.4. Imediatamente, quantidades iguais a 125 pL de cultura bacteriana e de
fago nos titulos previamente definidos e 1 mL de LB foram adicionados a tubos
Falcon contendo 1 cupom. Os tratamentos controles consistiram de cupons imersos
em LB apenas, LB acrescido de tampao SM e LB acrescido de cultura bacteriana. Os
tubos foram incubados sem agitacdo a 37°C por 24 h. Apds a incubac3o, os cupons

foram preparados para analise por microscopia confocal e MEV.

3.4.2.3. Avaliacgao do efeito do bacteriéfago na degradacao do biofilme

Os tratamentos para realizacdo deste experimento foram definidos
conforme descrito no item 3.4.2.2.

A cultura bacteriana com Absggg igual a 0,1 foi obtida conforme descrito no
item 3.1.4. Imediatamente, quantidades iguais a 125 pL de cultura bacteriana e
1,125 mL de LB foram adicionados a tubos Falcon contendo 1 cupom. Os
tratamentos controles consistiram de cupons imersos em LB apenas, LB acrescido
de tamp3do SM e LB acrescido de cultura bacteriana. Os tubos foram incubados sem
agitacdo a 37°C por 24 h.

Apds formacdo do biofilme, os cupons foram lavados 2 vezes por imersao
em PBS 0,2 M pH 7,2 e transferidos para tubos contendo 125 ulL de fago nos titulos
previamente definidos e 1,125 mL de LB e incubados sem agitacdo em estufa
incubadora a 37°C por 24 h. Aos tratamentos controles foram adicionados LB
apenas e LB acrescido de tampado SM. Apds incubagdo, os cupons foram preparados

para analise por microscopia confocal e MEV.
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3.4.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os cupons obtidos conforme descrito no item 3.4.2 foram lavados 2 vezes
por imersdo em PBS 0,2 M pH 7,2 e fixados em glutaraldeido 2,5% (v/v) em tampé&o
cacodilato 0,05 M pH 7,2, a temperatura ambiente por 2 h. Em seguida, os cupons
foram lavados 3 vezes por imersdo em tampdo cacodilato 0,05 M pH 7,2 e
submetidos a pds-fixagdo com tetréxido de dsmio 1% (p/v) em tampdo cacodilato
0,05 M pH 7,2, a temperatura ambiente por 1 h. Os cupons foram lavados 3 vezes
em tampdo cacodilato e submetidos a desidratacdo em série de concentracao
crescente de etanol (30 a 100% v/v) por 10 min cada, a temperatura ambiente. A
desidratacdo em etanol 100% foi repetida 3 vezes a fim de obter maxima retirada
da 4gua. Imediatamente apds a ultima etapa de desidratacdo, os cupons foram
submetidos a secagem no ponto critico (Critical Point Dryer - cPD®, Bal-tec, modelo
030). Em seguida, os cupons foram fixados em porta-espécimes (stubs) com fita
dupla face e cobertos com aproximadamente 15 nm de ouro em metalizador
(Sputter coater, Balzers, modelo FDU 010). Finalmente os cupons foram examinados
no Microscopio Eletronico de Varredura Leo 1430 VP do Nucleo de Microscopia e
Microanalise operando a 20 kV para a obtencdo das imagens (WANG, et al., 2012

modificado).

3.4.4. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Os cupons obtidos conforme descrito no item 3.4.2.2 e 3.4.2.3 foram lavados
2 vezes por imersao em PBS 0,2 M pH 7,2 e corados segundo metodologia de Calish
et al. (1979) com modificagdes. Os cupons foram incubados na auséncia de luz por
15 min com mistura de iodeto de propideo (IP) 20 ug/mL e isotiocianato de
fluoresceina (FITC) 2 ug/mL em PBS 0,2 M pH 7,2, preparada imediatamente antes
do uso. Apds incubacdo os cupons foram lavados por imersdo em PBS 0,2 M pH 7,2
e analisados no Microscépio Confocal de Varredura a Laser, marca Zeiss, modelo
LSM 510 META utilizando o laser argbénio (comprimentos de onda 458 e 514 nm). As
células com coloragdo esverdeada foram consideradas vivas ou vidveis e aquelas
gue se apresentaram amareladas ou avermelhadas foram consideradas mortas

(WANG et al. 2012).
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3.5. Analise estatistica

Os resultados das andlises quantitativas colorimétricas sdo representativos
de 3 experimentos independentes realizados em sextuplicata. Tais resultados foram
submetidos a anadlise de variancia (ANOVA), com comparac¢do das médias pelo Teste

de Tukey, a 5, 1 e 0,1% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Propagacao e titulagao do bacteriéfago
A propagacao do bacteriéfago Ecofago 017 em cepas de E. coli 30 foi

constatada pela presenca de placas de lise sobre a superficie do LB sdlido (Fig. 1).

Figura 1. Meio LB contendo placas de lise (seta) do Ecofago 017 apds 24 h de
incubagdo com E. coli 30.

A suspensdo concentrada, obtida na etapa de propagacao, resultou em titulo
viral igual a 10" Unidades Formadoras de Placa por mL (UFP/mL). Os titulos das
diluicdes utilizadas nos experimentos de prevencdo da formacdo e degradacdo do

biofilme foram calculados e encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Titulo viral em Unidades Formadoras de Placas por mL (UFP/mL).

Diluigao Titulo (UFP/mL)

10" 10°
10° 10®
10° 10’
10™ 10°
10” 10°
10°° 10*
107 10°
10°® 10°
10° 10!
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4.2. Analises quantitativas colorimétricas

4.2.1. Avaliagao do tempo sobre a formagdo de biofilme
A incubacg3o de E. coli 30 a 37°C por 48 h em pocos de placas de poliestireno
de 96 pocos contendo LB e subsequente coloracdo com cristal violeta 0,1% revelou

a formacdo do biofilme na interface liquido-ar (Fig. 2).

Figura 2. Detalhe da formacdo de biofilme de E. coli 30 na interface liquido-ar (seta)
em pocos da placa de poliestireno de 96 pocos contendo LB apés 48 h de
incubagdo. Coloragao do biofilme com cristal violeta 0,1%.

A leitura da absorbancia em 600 nm (Absgno) permitiu avaliar o crescimento
de E. coli 30 em meio LB em diferentes tempos. O crescimento bacteriano diferiu
estatisticamente entre os tempos com aumentos de 12,5% a cada 24 h (Fig. 3A).

A quantidade de biofilme (Abssqy) formado pela referida cepa aumentou 2
vezes entre 24 e 48 h. Por outro lado, no tempo de 72 h, houve reducdo de 5,4

vezes na massa do biofilme em relacdo ao tratamento de 48 h.
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Figura 3. Crescimento de E. coli 30 (A) e formacdo de biofilme (B) apds incubacao
em LB por 24, 48 e 72 h. Resultados expressos em média + desvio padrao
da média (SEM). Asteriscos denotam diferenca significativa em relacdo ao
controle (*** P <0,001; **P<0,01e *P<0,05).

4.2.2. Avaliagao do efeito do bacteriéfago na prevencdo da formagao do biofilme
O bacteriéfago teve efeito na prevencao do crescimento bacteriano (Fig. 4A)
e na formacdo de biofilme (Fig. 4B) apds 24 h de incubacdo. Na auséncia de fago
(controle), foram observados os maiores valores para crescimento bacteriano e
formacdo de biofilme. Para os tratamentos com titulo de bacteriéfago variando de
10° a 10% UFP/mL, o fago induziu reducdo significativa tanto no crescimento como
na formacdo de biofilme em relacdo ao controle. Na presenca do maior titulo de
fago (10° UFP/mL) foi observado redugao de 90 e 87,5% no crescimento e na
formacao de biofilme, respectivamente. Ja na presenca de menores titulos de fago
(10° e 10' UFP/mL), apenas a andlise do crescimento bacteriano apresentou
diferenga estatistica em relagdo ao tratamento controle, reduzindo 56 e 66%,

respectivamente.
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Figura 4. Porcentagem de prevencao do crescimento bacteriano (A) e da formacao
de biofilme (B) em relagdo ao tratamento controle (100%) apds 24 h de
exposicdo a diferentes titulos de fago (10° a 10° UFP/mL) (concentragio
final). Resultados expressos em média + desvio padrdao da média (SEM).
Asteriscos denotam diferenca significativa em relacdo ao controle (*** P <
0,001; **P<0,01e *P<0,05).

4.2.3. Avaliagao do efeito do bacteriéfago na degradagao do biofilme

O efeito do bacteridfago no crescimento bacteriano a partir de células
aderidas (Fig. 5A) foi semelhante ao efeito na degradacao do biofilme (Fig. 5B) apds
24 h de tratamento. Na auséncia de fago (controle), foram observados os maiores
valores para o crescimento bacteriano e formacdo de biofilme. Em relacdo ao
tratamento controle, foram observadas reducgbes significativas no crescimento
bacteriano em todas as concentracdes estudadas de fago (Fig. 5A). Pela analise da
degradacdo do biofilme também é possivel observar reducgées significativas entre o

controle e os tratamentos com fago, exceto para a menor concentracdo de fago
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(10° UFP/mL) que n3o exibiu diferenca estatistica em relacdo ao controle (Fig. 5B).
No maior titulo de fago (10° UFP/mL), foi observado reducdes de 91 e 79% no

crescimento e na formacao de biofilme, respectivamente.

Figura 5. Porcentagem de crescimento bacteriano (A) e degradacdo do biofilme de
24 h (B) em relagdo ao tratamento controle (100%) apds 24 h de
exposicdo a diferentes titulos de fago (10° a 10° UFP/mL) (concentragdo
final). Resultados expressos em média +* SEM. Asteriscos denotam
diferenca significativa em relacdo ao controle (*** P <0,001; ** P<0,01 e
* P <0,05).

4.3. Analises microscopicas
4.3.1. Avaliagao do tempo sobre a formagao de biofilme

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV)
evidenciaram a morfologia do biofilme de E. coli 30 apds 24, 48 e 72 h de

tratamento. A maior formacdo de biofilme ocorreu nos tempos de 24 e 48 h (Fig.
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6A-B) com recobrimento de grande parte da superficie. Por outro lado, no tempo de

72 h foi observada reducdo do biofilme com presenca de maior area livre.

Figura 6. Micrografias eletronicas de varredura de biofilmes de E. coli 30 formados
apos 24, 48 e 72 h de tratamento. (n=3)
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4.3.2. Avaliagdo do efeito do bacteriéfago na prevencao da formagao do biofilme
por MEV

A MEV confirmou o efeito do fago na prevencdo da formacdo do biofilme
pela E. coli 30 apds 24 h de tratamento (Fig. 7). No tratamento controle (sem fago;
Fig.7A-B) a formacao de biofilme foi maxima com presenca de varios agrupamentos
com bactérias fortemente aderidas.

A incubacdo da cepa bacteriana com alto (Fig. 7C-D) e médio titulo (Fig. 7E-F)
de fago reduziu a formacdo de biofilme de forma dose-dependente. Na presenca de
alto titulo foram observadas células isoladas, enquanto na presenga de médio titulo
foram observados pequenos agrupamentos bacterianos. Ambos os tratamentos
exibiram restos celulares provenientes da lise das bactérias. Em baixo titulo de fago
(Fig. 7G-H), a formacgao de biofilme apresentou certa similaridade com o controle,
sendo observadas regides de lise superficial e presenca de restos celulares na

vizinhanga do biofilme.

4.3.3. Avaliagao do efeito do bacteriéfago na degradagao do biofilme por MEV

A MEV dos biofilmes formados apds 24 h e expostos a diferentes titulos de
fago pelo mesmo tempo encontra-se na Fig. 8. O tratamento do biofilme com alto
(Fig. 8C-D) e médio (Fig. 8E-F) titulo de fago demonstrou lise celular e destruigdo da
arquitetura do biofilme comparado ao biofilme ndo tratado crescido em condi¢des
idénticas (Fig. 8A-B). A degradacao do biofilme foi dose-dependente, sendo
observado na presenca alto titulo pequenos agrupamentos bacterianos e células
isoladas, enquanto na presenca de médio titulo foram observados agrupamentos
celulares maiores. Ambos os tratamentos exibiram restos celulares provenientes da
lise das bactérias. Por outro lado, na presenca do menor titulo viral (Fig. 8G-H), o
biofilme manteve-se praticamente integro, exibindo apenas regiées com lise

superficial de células.
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Figura 7. Micrografias eletronicas de varredura de biofilmes de E. coli 30 formados
apdés 24 h de tratamento na auséncia de fago (A-B) e com fago em
diferentes titulos: ALTO: 10° (C-D), MEDIO: 10* (E-F) e BAIXO: 10 (G-H)
UFP/mL (concentracdo final). A, C, E e G menor aumento e B,D, F e H maior
aumento. (n=3)
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Figura 8. Micrografias eletrénicas de varredura de biofilmes de E. coli 30 controle
(A-B) e tratados com diferentes titulos de fago: alto: 10° (C-D), médio: 10*
(E-F) e baixo: 10! (G-H) UFP/mL (concentracgdo final). Os cupons foram
incubados com o fago por 24 h apdés mesmo tempo de formagdo do
biofilme. A, C, E e G menor aumento e B,D, F e H maior aumento. (n=3)
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4.3.4. Avaliagdo do efeito do bacteriéofago na prevengdo da formagao e
degradagao do biofilme por microscopia confocal

Imagens obtidas por microscopia confocal evidenciaram resultados
semelhantes aos encontrados por MEV. O biofilme formado na auséncia de fago
(controle) exibiu agrupamentos celulares com predominio de células vidveis
(coloragdo esverdeada) (Fig. 9A). A incubacdo da E. coli 30 com alto titulo de fago
inibiu a formacdo de biofilme, resultando na presenca de pequenos grupos de
células e células isoladas, vidveis e mortas (coloracdo avermelhada) (Fig. 9B). Por
outro lado, a incubacdo com baixo titulo de fago nao preveniu a formacgdao do
biofilme se comparado ao controle, embora apresente um maior niumero de células
mortas (Fig. 9C).

No ensaio de degradacdo o crescimento da E. coli 30 na auséncia de fago
resultou em biofilme complexo com predominio de células vidveis (Fig. 9D). O
tratamento do biofilme com alto titulo de fago resultou em degradacdo do biofilme
com predominio de células mortas e restos celulares (Fig. 9E). J4 o tratamento com

baixo titulo ndo teve efeito notavel sobre o biofilme (Fig. 9F).
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Figura 9. Micrografias obtidas em microscépio confocal de biofilmes obtidos nos
experimentos de prevencao da formacdo (A-C) e de degradacdo (D-F) do
biofilme de E. coli 30. Controles (sem fago): A e D e titulo viral ALTO: 10°
(B e E) e BAIXO: 10" (C e F) UFP/mL (concentragao final). (n=2)
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5. DISCUSSAO

A maioria das bactérias é capaz de aderir a superficies formando agregados
conhecidos como biofilmes (MERRIT et al., 2011). O crescimento do biofilme pode
ocorrer, naturalmente, em superficies abidticas (materiais inertes) ou bidticas
(tecidos e células) sendo encontrados na interface liquido-ar, liquido-liquido, sélido-
liquido e sélido-ar (MARTI et al., 2011, WOOD, et al.; 2011). Em geral, biofilmes
formados em substratos (pocos de microplacas de poliestireno, por exemplo) em
contato com liquido encontram-se na interface sélido-liquido ou liquido-ar. Em
nosso trabalho, a formagao do biofilme de E. coli 30 ocorreu na interface liquido-ar.
O crescimento do biofilme nesta regido pode ter sido determinado por
caracteristicas da bactéria, dentre elas a mobilidade, conferida por estruturas
locomotoras (flagelos), e a preferéncia em crescer na presenca de oxigénio; além
das condigdes de crescimento, em especial o meio de cultura utilizado (LB).
Trabalhos tém mostrado que micro-organismos mdveis e/ou aerdbios podem
formar biofilmes na interface liquido-ar e/ou sdlido-liquido, enquanto micro-
organismos imoveis e anaerdbios, em geral, formam biofilmes na interface sélido-
liquido (DANESE et al., 2000; CARSON et al., 2010; O'TOOLE, 2011). Carson et al.
(2010) mostraram que E. coli crescida em meio minimo formou biofilme em toda
superficie (interface sélido-liquido), enquanto em meio LB, o biofilme foi limitado a
interface liquido-ar.

Diversas técnicas experimentais tém sido utilizadas para estudar a formacao
dos biofilmes in vitro. Para a quantificacdo do biofilme é indispensavel a utilizacao
de técnicas sensiveis, especificas e reprodutiveis. Em nosso estudo foi utilizado o
ensaio colorimétrico com cristal violeta (CV) em microplacas de poliestireno. Esta
metodologia vem sendo utilizada por varios autores devido a simplicidade,
reprodutibilidade e sensibilidade (SULE et al., 2009; CARSON et al., 2010; KELLY et
al.,, 2011; MERRITT et al., 2011; O'TOOLE et al., 2011; CHIBEU et al., 2012). Por ser
um corante bdsico, o CV é capaz de se ligar a moléculas da superficie bacteriana
carregadas negativamente e a polissacarideos da matriz extracelular (LI et al., 2003),
corando células vivas, células mortas e a matriz polissacaridica do biofilme (SULE et

al., 2009).
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O tempo necessario para a formacdo de biofilme varia entre espécies e até
entre cepas de uma mesma espécie. Apds 24 h de incubacao foi possivel detectar a
formacao de biofilme pela E. coli 30. Trabalhando com E. coli e com outras espécies
microbianas, Danese et al. (2000), Burton et al. (2007) e Kay et al. (2011) também
evidenciaram crescimento de biofilme apds 24 h de incubacdo. Além disso, a
quantidade de biofilme formado variou com o tempo e a redugao encontrada no
tempo de 72 h pode estar associada ao decréscimo na disponibilidade de nutrientes
(SILLANKORVA et al., 2008), auséncia de aeracdao (O'TOOLE, 2001; CHAN et al.,
2007) resultando no desprendimento de partes do biofilme da superficie (Fig. 6C).
Sillankorva et al. (2008), trabalhando com Pseudomonas fluorescens, observaram
que apds renovacgao periddica do meio de crescimento houve aumento na formacgao
de biofilme com o tempo. Autores tém sugerido que o aparecimento de condicées
desfavoraveis, como o esgotamento de nutrientes e o acimulo de metabdlitos,
pode induzir alteracdes fisiolégicas nas bactérias, com aumento na producdo de
enzimas, tais como: proteases, dispersina B e DNAses, que permitem a bactéria
deixar o estado séssil e assumir o estilo de vida planctonico, de modo a buscar um
ambiente mais favoravel (FEY, 2010; NIJLAND, et al., 2010; BOLES e HORSWILL,
2011).

A morfologia das células nos biofilmes é diversificada. Fatores relacionados a
condi¢des de crescimento, como meio de cultura, temperatura, agitacao e tempo,
além de fatores relacionados ao micro-organismo, como fisiologia e motilidade,
interferem na forma dos micro-organismos (DANESE et al., 2000; FLEMMING e
WINGENDER, 2010; O'TOOLE, 2011). As células de E. coli 30 encontradas nos
biofilmes com 24, 48 e 72 horas apresentaram-se, predominantemente, como
bastonetes provavelmente devido as condicdes estdticas de crescimento e ao meio
de cultura utilizado. Consistente com este resultado, estudos tém mostrado que
biofilmes crescidos sob condig¢des estaticas e/ou em meio de rico em nutrientes (LB,
por exemplo) apresentam células, predominantemente, na forma de bastonetes,
enquanto aqueles crescidos sob agitacdo (aeracdo mais eficiente), apresentam
principalmente células filamentosas (SILLANKORVA et al., 2008; YOON et al., 2011).

Devido ao grande impacto nas atividades humanas, o interesse no

desenvolvimento de medidas eficazes para evitar a formacdo, bem como degradar
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biofilmes formados, tem aumentado. Idealmente a prevencdo é uma estratégia
mais coerente, entretanto, as técnicas desenvolvidas até o momento ndo tém
fornecido resultados satisfatérios (EUN e WEIBEL, 2009; SIMOES et al., 2010; LOPEZ
et al.,, 2011).

Consistente com este trabalho, resultados prévios tém demonstrado que
fagos sao capazes de lisar células no interior de biofilmes bacterianos (SHARMA et
al., 2005; SILLANKORVA et al., 2008; CARSON et al., 2010; SILLANKORVA et al., 2011)
diferente da maioria dos antibiéticos (STEWART et al., 2004; STEWART e FRANKLIN,
2008; HALL-STOODLEY e STOODLEY, 2009). Além disso, fagos tém sido considerados
seguros para uso humano e sdo altamente especificos (FLAHERTY et al., 2009;
CARSON et al., 2010; LOC-CARRILO e ABEDON, 2011; AHMED et al.,, 2012).
Resultados de sucesso na prevencdao (CURTIN e DONLAN, 2006; FU et al., 2010) e
tratamento de infeccdes em humanos e animais tém sido documentados
(SULAKVEDIZE et al., 2001; SILLANKORVA et al., 2004).

Neste trabalho praticamente todas as concentragées do bacteriéfago
Ecofago 017 reduziram o crescimento bacteriano e a quantidade de biofilme,
entretanto ndo foi visualizada eficiéncia de 100%. Isto pode ser explicado pelas
condicdes experimentais incluindo auséncia de agitacdo e o tempo de incubacgao
com o fago. Sillankorva et al. (2008 e 2011) observaram que, sob condicGes
dinamicas, os fagos encontram seus hospedeiros mais rapido resultando em maior
reducdo nestes parametros. Além disso, sugere-se que maior tempo de contato
entre fago e hospedeiro (acima de 24 h) poderia proporcionar melhores resultados,
entretanto, trabalhos tém mostrado que maiores tempos de incubagdo podem
resultar em ativacdo do estado lisogénico, com estabelecimento de equilibrio entre
virus e bactéria (SHARMA et al.,, 2005), menor susceptibilidade das bactérias e
emergéncia de cepas resistentes (SUTHERLAND et al., 2004; SILLANKORVA et al.,
2008; VIAZIS et al., 2011).

Por outro lado, o efeito do fago sobre o crescimento bacteriano foi maior
que o efeito sobre o biofilme. Alguns autores sugerem que células plancténicas
(livres), em crescimento exponencial, sdo mais susceptiveis ao fago e que fago e
hospedeiro podem entrar em equilibrio no interior do biofilme, o que ndo ocorre na

fase planctonica (SUTHERLAND et al., 2004). Sillankorva et al. (2011) e Chibeu et al.
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(2012) encontraram resultados semelhantes para cepas de E. coli relacionadas a
infecgdes no trato urindrio. Entretanto, Sharma et al. (2005) encontraram redugdes
similares na quantidade de biofilme e de células livres, indicando que a adesdo a
superficie de poliestireno, nas condi¢Ges testadas, ndo proveu protecao adicional
contra o fago.

ConcentragGes de farmacos devem ser suficientes para ter o efeito desejado,
porém minimas para evitar ou reduzir a ocorréncia de efeitos indesejados. Altos
titulos de fago podem causar ativacdo do sistema imune (LOC-CARRILO e ABEDON,
2011; PAUL et al., 2011) e resposta inflamatéria mediada por endotoxinas presentes
nas preparacoes (RIETSCHEL et al., 1982).

No presente trabalho, a dose minima capaz de reduzir significativamente o
biofilme foi 10° UFP/mL (Multiplicidade de infeccdo, MOI, de 10'5), bem inferior a
encontrada na literatura. Isto pode estar relacionado a alta especificidade do
Ecofago 017 para a E. coli 30 e a duragdao do ciclo litico. Estudos anteriores
demonstraram que uma MOI entre 1.000 (KUDVA et al., 1999; SHARMA et al., 2005;
ABULADZE et al. 2008) e 100.000 vezes (SHARMA et al., 2005) seria necessaria para
reduzir a populagdo de E. coli 0157:H7 no biofilme.

No experimento de prevencao, a eficiéncia do fago pode ser explicada ainda
pelo contato simultdneo do fago e da bactéria com a superficie de poliestireno.
Nestas condicdes, o fago causou lise imediata das bactérias livres, inibindo a adesao
e, consequentemente, a formacdo de biofilme. Este resultado pode ser confirmado
pelas imagens de MEV dos cupons tratados com alto e médio titulos de fago que
exibiram predominantemente bactérias isoladas e pequenos grupos celulares, além
de pequena quantidade de restos celulares. Resultados de prevencgdao similares
foram obtidos por Viazis et al. (2011) que observaram prevencao da formacdo de
biofilme de E. coli 0157:H7 em diferentes superficies, incluindo ago, ceramica e
polietileno, e em diferentes condi¢des de temperatura e tempo.

O efeito do fago sobre o biofilme foi dependente do titulo usado, entretanto
a variacdo nao foi linear. Resultados semelhantes foram encontrados por diversos
autores (GUENTER et al., 2009; CARSON et al., 2010; VIAZIS et al., 2010; CHIBEU et
al., 2012). Chibeu et al. (2012) observaram reducao de até 50% no biofilme de E. coli
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Can 91 apds tratamento com 10° UFP/mL de fagos isolados do meio ambiente por
24 h.

Os experimentos de degradacdo sugerem que o Ecofago 017 é capaz de
reduzir significativamente biofilmes estabelecidos de E. coli 30, indicando sua
habilidade em acessar o biofilme e infectar bactérias em seu interior, causando
morte celular. Isto foi demonstrado pela redugdo de até 85% na massa do biofilme
apos exposicdo ao fago e pode ser explicado pela baixa quantidade de matriz
extracelular (MEC) presente.

Estudos tém mostrado que a quantidade de matriz estd relacionada as
condicbes de crescimento, tais como, meio de cultura, tempo e agitacdo. O
crescimento bacteriano em meio rico é acompanhado, em geral, de producdo de
pequena quantidade de MEC. Biofilmes formados nestas condi¢des aparecem como
comunidades microbianas mais frouxas, com presenca de poucos aglomerados
coesos e sem quantidades significantes de MEC (SUTHERLAND et al., 2004; OH et
al.,, 2007). A formacdo de um biofilme mais coeso e com maior quantidade de
matriz pode ser atribuido a indugdo de estresse nutricional (PATEL et al., 2011). Oh
et al. (2007) demonstraram que biofilmes de E. coli crescidos em meio minimo
tiveram morfologia mais complexa com maior concentracdao de MEC.

A manutengao do crescimento de E. coli 30 na fase exponencial durante os 3
dias de experimento, também pode explicar a reduzida producdo de MEC. Durante
a fase estaciondria (Absggg maior que 1,0), que, em geral, ocorre apds o 32 dia de
crescimento, tem inicio a producdo de polimeros extracelulares levando a formacgao
de uma camada viscosa sobre a superficie sélida (HUGHES, et al., 1998) e resultando
em um biofilme maduro (WATNICK e KOLTER, 2000; CHAN et al., 2007; SUH et al.,
2010).

A quantidade de MEC pode estar relacionada ainda a aplicagdao ou nao de
agitacdo. Em geral, pequena quantidade de matriz é visualizada em biofilmes
formados em condicdo estdtica de crescimento, na qual as células ndo sao supridas
com meio e nem aeradas continuamente (MERRIT, et al., 2011; O'TOOLE, 2011).

Além da quantidade de MEC, a morfologia do biofilme pode interferir no
acesso do fago ao biofilme. Espagos entre os aglomerados celulares, visualizados

por microscopia eletronica de varredura permitem o acesso do fago a superficie da
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bactéria, inclusive em camadas mais profundas (SUTHERLAND et al., 2004). Assim, o
fago lisa as bactérias em diferentes camadas levando ao desprendimento de partes
do biofilme no meio liquido (SILLANKORVA et al., 2008). Apds liberacdo dos
agrupamentos para a fase planctoénica, as células destacadas sdo mais susceptiveis
ao ataque do fago.

A eficdcia do tratamento de biofilmes estabelecidos com fago pode ser
aumentada pela combinacdo com antimicrobianos (CHIBEU et al., 2012), solucdes
de limpeza como hipoclorito (SHARMA et al. 2005; SIMOES et al., 2010; PATEL et al.,
2011), mistura de fagos especificos para o patégeno (O’FLYNN et al. 2004, SHARMA
et al., 2005; RICHARDS e MELANDER, 2009), aumentando a eficiéncia dos fagos
induzindo-os a expressar, por exemplo, lisinas mais eficientes (O’FLAHERTY et al.,
2009; XIONG e LIU, 2010). Tail et al. (2002) obtiveram erradicacdo completa de
biofilmes de E. cloacae quando expostos a solucdo de 3 fagos por 24 horas.
Abuladze et al. (2008) encontraram inativacdao de 99,99% de uma mistura de cepas
de E. coli 0157:H7 sobre laminas de vidro tratadas com alto titulo de uma mistura
de 3 fagos (10™° UFP/mL).

A microscopia confocal é presentemente o método de eleicdo para a
observacdo dos biofilmes, pois permite analisa-los no estado hidratado. As imagens
obtidas em microscopia confocal confirmam os resultados quantitativos. No ensaio
de viabilidade celular, o IP penetra apenas em células mortas, enquanto o FITC
penetra em todas as células, de modo que células mortas apresentaram coloracao
avermelhada ou amarelada e células vivas (vidveis) apresentaram coloragcdao
esverdeada (DONLAN, 2002; CARSON et al., 2010; WANG et al. 2012). Os controles
exibiram um equilibrio natural entre células vivas e células mortas dentro do
biofilme. Por outro lado, poucas bactérias fluorescentes podem ser vistas nos
cupons tratados com alto titulo de fago confirmando a significativa prevengao da
formagado do biofilme e degradacdo do biofilme formado. Carson et al. (2010)
encontraram resultados semelhantes na prevencdo da formacdo de biofilmes na
superficie de cateteres revestida com fagos. Resultados semelhantes também
foram observados Curtin e Donlan (2006) e Fu et al. (2010).

Transpor os resultados obtidos in vitro para in vivo requer avaliagdes em

modelos animais, seguidos por triagens clinicas para seguranca e eficicia nos
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pacientes. Testes de seguranca em humanos ainda ndo sao frequentes (O'FLAHERTY
et al.,, 2009), porém alguns experimentos ja tem se mostrado seguros como a
administracdo por via oral de fago T4 (BRUTTIN e BRUSSOW, 2005) e o uso de
preparacdes topicas (FORTUNA et al., 2008) que nao produziram rea¢des adversas.
Os resultados sugerem que o Ecofago 017 pode ser usado tanto para reduzir a
fixacdo bacteriana quanto para lisar células associadas a biofilmes de E. coli,

gerando potenciais aplicabilidades biotecnoldgicas para este fago.
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6. CONCLUSOES

* O ensaio colorimétrico em microplacas de poliestireno é um método simples

sensivel e reprodutivel para a quantificacao de biofilmes;
* As analises microscopicas permitiram analisar a morfologia dos biofilmes;

* O Ecofago 017 foi capaz de prevenir a formacao de biofilme e degradar biofilmes

ja estabelecidos de E. coli em concentracbes equivalentes a 10° MOI;

* O Ecofago 017 demonstrou nas condicGes testadas que pode ser util no

biocontrole de E. coli.
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