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RESUMO

LOPES, Thalya Furtado, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, agosto de 2025.
Avaliacao dos efeitos de um coquetel fagico inespecifico sobre o biofilme e
crescimento de Stutzerimonas stutzeri. Orientador: Sergio Oliveira de Paula.
Coorientador: Roberto Sousa Dias.

A corrosao microbiologicamente induzida (CMI) representa um desafio econémico e
ambiental relevante, especialmente nas industrias de petréleo e gas, onde a
formacao de biofilmes por microrganismos acelera a deterioracdo de superficies
metélicas. Entre as espécies bacterianas associadas a esse fendmeno destaca-se
Stutzerimonas stutzeri, bactéria de origem marinha com capacidade de formar
bioflmes e degradar hidrocarbonetos, comprometendo a integridade de estruturas
metalicas e a qualidade do petréleo. Estratégias inovadoras de controle, como 0 uso
de bacteriéfagos, tém se mostrado alternativas promissoras aos biocidas quimicos,
devido a sua especificidade, a producdo de enzimas que degradam a matriz
extracelular e ao potencial de aplicagcdo em coquetéis combinados. Neste trabalho,
foram avaliados os efeitos de fagos isolados e de um coquetel fagico inespecifico
sobre o crescimento e a formacdo de biofiime de S. stutzeri Ensaios foram
conduzidos em microplacas MBEC (Minimum Biofilm Eradication Concentration) e
em tanques piloto contendo cupons de aco carbono, com avaliacdo do crescimento
bacteriano, biomassa total, morfologia do biofilme por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), rugosidade superficial por perfilometria dptica e observacado de
células aderidas por microscopia de fluorescéncia. Os resultados mostraram que,
embora o coquetel fagico ndo tenha causado uma redugdo significativa no
crescimento de células plancténicas, foi capaz de prevenir a formagéo de biofilme,
especialmente em uma Multiplicidade de Infeccdo (MOI) de 10. A andlise de
perfilometria 6ptica indicou menor rugosidade nos cupons tratados, sugerindo menor
presenca de biofilme. A microscopia de fluorescéncia também revelou células mais
espacadas nos cupons tratados com o coquetel no MOI 10. Esses resultados
sugerem o potencial biotecnol6gico do coquetel fagico para o controle do biofilme de
S. stutzeri e para a mitigagdo da CMI em ambientes industriais, como a exploracao
de petrdleo.

Palavras-chave: corrosdo microbiologicamente induzida; bacteriéfagos; fagoterapia;
superficies metalicas



ABSTRACT

LOPES, Thalya Furtado, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2025.
Evaluation of the effects of a nonspecific phage cocktail on the biofilm and
growth of Stutzerimonas stutzeri

. Adviser: Sergio Oliveira de Paula. Co-adviser: Roberto Sousa Dias.

Microbiologically Induced Corrosion (MIC) represents a significant economic and
environmental challenge, especially in the oil and gas industries, where the formation
of biofilms by microorganisms accelerates the deterioration of metallic surfaces.
Among the bacterial species associated with this phenomenon, Stutzerimonas
Stutzeri stands out. This is a marine bacterium with the capacity to form biofilms and
degrade hydrocarbons, thus compromising the integrity of metallic structures and oil
quality. Innovative control strategies, such as the use of bacteriophages, have proven
to be promising alternatives to chemical biocides due to their specificity, their
production of enzymes that degrade the extracellular matrix, and their potential for
application in combined cocktails. In this work, the effects of isolated phages and a
non-specific phage cocktail on the growth and biofilm formation of S. stutzeri were
evaluated. Assays were conducted in MBEC (Minimum Biofilm Eradication
Concentration) microplates and in pilot tanks containing carbon steel coupons, with
assessment of bacterial growth, total biomass, biofilm morphology by Scanning
Electron Microscopy (SEM), surface roughness by optical profilometry, and
observation of adhered cells by fluorescence microscopy. The results showed that,
although the phage cocktail did not cause a significant reduction in the growth of
planktonic cells, it was capable of preventing biofilm formation, especially at a
Multiplicity of Infection (MOI) of 10. Optical profilometry analysis indicated lower
roughness on the treated coupons, suggesting a lower presence of biofilm.
Fluorescence microscopy also revealed more spaced-out cells on the coupons
treated with the cocktail at MOl 10. These results suggest the biotechnological
potential of the phage cocktail for the control of S. stutzeri biofilm and for the
mitigation of MIC in industrial environments, such as oil exploration.

Keywords: microbiologically induced corrosion (MIC); bacteriophages; phage
therapy; metallic surfaces.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Os bacteriéfagos, ou simplesmente fagos, sao virus que infectam bactérias e
estdo entre as entidades biol6gicas mais abundantes do planeta (Breitbart et al.,
2018). Desde sua descoberta no inicio do século XX, tém despertado interesse pela
capacidade de controlar populagbes bacterianas e foram amplamente explorados
como agentes terapéuticos, especialmente nas primeiras décadas daquele século,
quando preparacdes fagicas eram produzidas em larga escala para o tratamento de
infecgbes bacterianas (Bruynoghe e Maisin, 1921; Sulakvelidze et al,, 2001). No
entanto, com o advento dos antibiéticos e a facilidade de sua producéo industrial, 0
uso terapéutico dos fagos foi gradualmente substituido. Nas ultimas décadas, porém,
0 aumento da resisténcia antimicrobiana e a redugdo na descoberta de novos
antibiéticos tém reacendido o interesse pelo potencial dos fagos como alternativa
biotecnoldgica (Gargate, Laws e Rahman, 2025). Além da resisténcia associada aos
antibiéticos, a exposicao bacteriana a concentracdes subletais de biocidas também
pode selecionar fenoétipos resistentes (O'Reilly et al., 2025), o que reforca a
necessidade de estratégias de controle microbiano mais especificas e sustentaveis.

No contexto ambiental e industrial, os biocidas desempenham papel central na
manutencgao da segurancga sanitaria, sendo amplamente aplicados em procedimentos
de desinfeccao, inclusive em sistemas aquaticos. (O’Reilly et al., 2025). No entanto,
sdo produtos quimicos de elevado custo, danosos ao meio ambiente devido a sua
toxicidade e persisténcia em residuos industriais e, ainda, sua eficacia pode ser
comprometida frente a presenca de biofiimes bacterianos. Alguns biocidas
apresentam dificuldade em penetrar a matriz do biofilme e, mesmo quando o fazem,
podem induzir o surgimento de bactérias resistentes (Guiamet e Gomez De Saravia,
2005; Little et al., 2007).

Os biofilmes sdo comunidades de microrganismos altamente organizadas que
aumentam a eficiéncia de sobrevivéncia das células, tornando-as até mil vezes mais
resistentes a pressdes como antibidticos, desinfetantes, flutuacbes mecénicas e
remocao fisica em comparagdo com as células planctonicas (Kang et al., 2023). As
células do biofilme estdo aderidas a uma superficie de forma séssil, e sdo imersas em
uma substancia extracelular polimérica (EPS) rica em diferentes compostos, como
polissacarideos, proteinas, lipideos e DNA.
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Os biofilmes tém um impacto amplo em varios ambientes. Por exemplo, eles
podem se desenvolver em cateteres hospitalares, resultando em obstrucao e
agravamento de doencas crbnicas, em sistemas de abastecimento de agua potavel,
e, por fim, em superficies metdlicas — como em tubulacbes e tanques de
armazenamento industrial - levando a reduc¢ao da vida util de equipamentos (Thapa,
Kim e Kim., 2023; Sharma et al., 2023; Gholipour et al., 2023; Yang et al., 2023).

Esse ultimo caso é particularmente relevante no contexto ambiental, pois a
presenca e atividade microbiana sobre superficies metalicas podem acelerar
processos de deterioragéo, fenébmeno conhecido como corrosdo microbiologicamente
induzida (CMI). A CMI existe amplamente em ambientes marinhos, campos de
petréleo, ambientes de agua doce, solo e outros ambientes naturais, e € uma das
principais causas de corrosdo dos metais e outros materiais (Shi et al., 2023). O
prejuizo causado pela corrosdo corresponde a cerca de 3 a 4% do produto interno
bruto de cada pais, e a CMI pode representar até 20% desses custos (Koch, 2017).

Diante do cenario atual, onde a CMI e a resisténcia antimicrobiana impdem
desafios econdmicos e ambientais significativos a industria, estratégias inovadoras de
controle biolégico tém ganhado destaque. A fagoterapia surge como promissora neste
cenario, considerando a alta especificidade dos fagos, seu ciclo de vida litico, a
presenca de enzimas degradadoras do EPS e a possibilidade de formulacdo de
coquetéis fagicos, potencializando a eficacia contra comunidades bacterianas
resistentes.

Diante disso, o presente trabalho propde avaliar o potencial de fagos isolados
e de um coquetel fagico inespecifico no controle do biofiime formado por
Stutzerimonas stutzeri, uma bactéria de origem marinha capaz de degradar
hidrocarbonetos e se aderir a superficies metalicas, contribuindo para processos de
corrosdo e perda da qualidade do petrdleo. A escolha do coquetel baseia-se em
estudos anteriores, nos quais essa formulacéo foi aplicada no controle de bactérias
redutoras de sulfato (BRS) e apresentou resultados promissores, mesmo sem relagao
de especificidade com esses microrganismos (Cunha, 2021; Silva, 2022). Essa
observagcado sugere que os fagos podem exercer efeitos indiretos sobre diferentes
espécies bacterianas, possivelmente mediados por enzimas extracelulares liberadas
durante o ciclo litico - como depolimerases e lisozimas - capazes de desestruturar o
biofilme. Assim, este estudo busca compreender de forma inédita o efeito desses
fagos, isoladamente e em combinagao, sobre o crescimento e a adesdo de S. stutzeri
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em sistemas de bancada e em tanques piloto que simulam condi¢ées de ambiente
marinho, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas mais
sustentaveis de mitigacao da corrosao microbiologicamente induzida.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Industria de dleo e gas e a Corrosao Microbiologicamente Induzida
(CMI)

A industria de 6leo e gas € essencial para o abastecimento energético mundial,
mas enfrenta um desafio constante: a corrosdo. Segundo a National Association of
Corrosion Engineers (NACE), a corrosédo impde a industria um custo anual elevado de
US$ 1,372 bilhdo. Segundo levantamento do Oil & Gas News em 2024, esse valor se
distribui em US$ 589 milhdes para manutencdo de tubulacdes e instalacbes de
superficie, US$ 463 milhdes para os gastos anuais com tubulagcao de fundo de pogo
e US$ 320 milhdes em despesas de capital voltadas a corrosdo. As repercussoes
econbmicas e ambientais da corrosdo no setor tendem a aumentar. Com o avango da
exploracdo em ambientes mais extremos, como reservatorios profundos com
elevadas temperaturas, pressdes e concentracdes de gases acidos, a vulnerabilidade
a corrosao cresce consideravelmente.

A corrosao microbiologicamente induzida (CMI) € um processo eletroquimico
que causa a deterioracao de um material, sendo iniciado, intensificado ou sustentado
pela presenca de microrganismos e suas atividades metabdlicas (Little et al., 2006).
As perdas econOmicas globais associadas a CMI na industria de petrdleo e gas
chegam a aproximadamente US$60 bilhdes anuais, devido a fatores como
substituicdo de equipamentos, reducédo de eficiéncia e altos custos de manutencéo
(Prasad, 2020). Mesmo quando os microrganismos nao corroem diretamente o
substrato, a formacao de biofilmes pode diminuir a eficiéncia de equipamentos, como
trocadores de calor e tubulagbes de transporte.

A corrosao pode afetar os oleodutos, pontes de transporte, plataformas offshore
em ambientes maritimos e infraestruturas portuarias. Em oleodutos, o processo
corrosivo pode comegar com danos a estrutura interna ou ao revestimento da
superficie externa. Agentes corrosivos presentes no petroleo bruto ou matéria-prima
associados ao processo contribuem para o problema. Tubulagdes corroidas, com
superficies externas desgastadas e propensas a vazamentos, podem resultar em
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quedas de pressao nos sistemas de bombeamento de petréleo, reduzindo
indiretamente os lucros da operacgao.

As solugdes utilizadas atualmente, em sua maioria, envolvem compostos
téxicos, o que tem impulsionado a busca por alternativas menos agressivas ao

ambiente.

2.2.Biofilmes

Biofilmes s&o agregados microbianos envolvidos em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares (EPS), composta por proteinas, lipidios e DNA extracelular,
proporcionando protecdo contra estressores ambientais e agentes antimicrobianos
(Shree et al., 2023). As EPS formam uma rede que conecta as células e as fixa a
superficie, conferindo estabilidade estrutural ao biofilme, criando um ambiente interno
estavel que favorece a sobrevivéncia das células (Flemming et al., 2016).

No ambiente, as células bacterianas frequentemente adotam um estilo de vida
séssil, unindo-se a superficies bidticas ou abibticas através de interacoes com essas
superficies, o que leva a formacgéo de biofilmes. Segundo Flemming et al. (2016), as
células dentro do biofilme mostram resisténcia a acado antimicrobiana e, mesmo em
condicbes estressantes, como a aplicacdo de biocidas, as células em estado
metabdlico dormente ndo sao eliminadas. Isso resulta em um ciclo continuo de
crescimento microbiano, gerando resisténcia bacteriana, necessidade de dosagens
mais altas de biocidas e impactos negativos sobre o meio ambiente e a seguranca
dos manipuladores (Xu e Gu, 2015).

Bactérias presentes em ambientes contaminados por 6leo frequentemente
formam biofilmes como estratégia para superar a baixa solubilidade dos
hidrocarbonetos nesse meio (Ehiosun et al., 2022). A formacao de biofilmes durante
a degradacao de hidrocarbonetos € uma estratégia adaptativa, na qual as células se
aderem aos hidrocarbonetos na interface agua-éleo (Dasgupta et al., 2013; Shukla et
al., 2014; Sivadon et al., 2019). Além disso, as células e os agentes solubilizadores
que elas liberam, como biossurfactantes e exoenzimas, fundamentais para a
assimilacao de hidrocarbonetos, ficam retidos e acumulados na matriz de EPS
(Ennouri et al., 2017; Sivadon et al., 2019).

Para controlar a formacao e desenvolvimento do biofilme, existem diversos
métodos, a saber: a inibicdo da adesao bacteriana, a inibicdo da formagédo da matriz

extracelular, a inibicdo do quorum sensing e interferéncia no metabolismo bacteriano.
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Neste cenario, sdo empregados métodos quimicos e/ou fisicos, como antibidticos,
biocidas, irradiagéo de luz ndo invasiva, e nanomotores (Kang et al., 2023). Métodos
biolégicos também podem ser empregados, como o0 uso de fagos e probidticos
(Tatsaporn, 2020).

Os biofilmes de S. stutzeri. sao frequentemente detectados em ambientes
marinhos e contribuem para a corrosdo acelerada de superficies metalicas e de ago
(Sanchez-Lozano et al., 2023; Pérez-Padilla et al., 2025).

2.3.Bacteriofagos e a fagoterapia

Relatos indicam que a primeira observacédo dos fagos se deu em 1896, por
Ernest Hankin, que observou uma limitacdo no crescimento de Vibrio cholera na
amostra de 4gua dos rios Ganges e Jumna, na india (Abedon et al., 2011). Somente
no inicio do século XX é que Félix D’Hérelle (1917) validou a hipétese de Frederick
Twort (1915), de que as zonas claras com efeito letal ao redor das colénias de
Micrococcus eram virus (Duckworth, 1976). Os fagos séo as entidades biolégicas mais
abundantes no planeta, especialmente nos oceanos, onde, em um litro de agua do
mar, existem cerca de 10 particulas virais (Breitbart et al., 2018). Os virus infectam
a grande maioria dos organismos marinhos, desde o fitoplancton, passando por
invertebrados, até mamiferos da megafauna (Munn, 2006). Contudo, como as
bactérias sdo os microrganismos mais abundantes no mundo, é provavel que a
maioria dos virus (nesse caso, os fagos) consigam infecta-las.

D’Hérelle aplicou e conduziu diversos estudos para testar o potencial dos fagos
contra bactérias, incluindo o tratamento de pacientes infectados com coélera e
disenteria (Fruciano e Bourne, 2007; Dublanchet e Fruciano, 2008). O primeiro artigo
sobre terapia fagica foi publicado em francés em 1921 e focava em infecg¢des
causadas por estafilococos (Bruynoghe e Maisin, 1921). Durante o periodo Entre-
Guerras (1918-1939), varios pesquisadores europeus se debrucaram a entender os
bacteriéfagos, como o Prof. George Eliava, que trabalhou com o préprio D’Hérelle nos
anos de 1918 a 1920 (Myelnikov, 2018). O Instituto Eliava, criado posteriormente,
empregou aproximadamente 1.200 pesquisadores, que produziam preparagdes de
fagos (chegando a toneladas por dia) contra varios patdgenos bacterianos
(Sulakvelidze et al., 2001).
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Todos os fagos compartilham uma estrutura basica, composta por um genoma
de &cido nucleico envolto por um capsideo, que protege o material genético e facilita
sua transferéncia para a célula hospedeira (Kasman, 2022).

Quando um bacteri6fago encontra uma célula suscetivel, ele injeta seu material
genético no hospedeiro. A partir desse ponto, dois ciclos tradicionais podem ser
seguidos: o ciclo lisogénico, onde o material genético viral se integra ao cromossomo
da bactéria, e o ciclo litico, que leva a lise celular e a liberacdo de novos virions no
ambiente (figura 1). Do ponto de vista biotecnol6gico, os fagos liticos sdo de interesse,
pois possuem uma alta taxa de replicagdo, podem lisar e levar a morte das células
hospedeiras, ndo carregam genes de viruléncia no genoma do hospedeiro (haja vista
que nao se integram ao genoma, como no caso dos fagos temperados) e se auto
propagam (Alvarez e Biosca, 2025).

Virus temperado J DNA do hospedeiro

DNA V|ral L|gacao do virus a
célula hospederra
C

élula hospedeira

/—\
;E:J ) [lnje(;éo do DNA viral ]
Ciclo litico Ciclo lisogénico
l Eventos liticos |
f / =
o—%
% Inducao
Componentes do O DNA viral &
fago séo sintetizados mtegrado ao DNA
e os virions sao do hospedeiro

montados

Celula

‘/\ /?%W) \ Profago ) e

DNA viral é repli-
Lise da célula cado com o DNA

hospedeira e do hospedeiro
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novos fagos celular
<—4)

Figura 1. Ciclo litico e lisogénico dos fagos (Madigan et al., 2016).

Embora estratégias baseadas em fagos representem uma alternativa

promissora para o controle microbiano, o uso extensivo de antibidticos ainda
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predomina em diferentes setores. Essa pratica contribui diretamente para a liberagéao
desses compostos no ambiente e para a intensificagcdo da pressao seletiva sobre
comunidades bacterianas, favorecendo a disseminacdo de genes de resisténcia.

Diversas pesquisas apontam que a elevada concentracdo de antibidticos em
varias amostras de 4guas residuais pode elevar as taxas de aquisicao de resisténcia
das bactérias ali presentes (Sutradhar et al., 2023; Maghsodian et al., 2022; Mutuku
et al., 2022). Atualmente, 70 dos 100 tipos de antibiéticos utilizados por humanos e
outros organismos foram detectados em aguas superficiais e sedimentos
(Maghsodian et al., 2022).

De forma semelhante ao que ocorre com os antibidticos, pesquisas recentes
mostram que a reducao da suscetibilidade bacteriana a biocidas estd aumentando, e
gue os genes envolvidos - capazes de elevar a concentragao inibitéria minima (CIM)
- estdo frequentemente ligados a transferéncia genética horizontal por elementos
mébveis. Além disso, mutacbes adquiridas que conferem resisténcia a biocidas
também aparecem associadas a bactérias resistentes a antibiéticos, incluindo
patdgenos criticos e de alta prioridade listados pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS). Esse cenario, especialmente entre os patdgenos ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter), ameagca comprometer a
eficacia das estratégias de desinfeccdo em saude publica. Embora seja raro que
bactérias resistam as altas concentracfes normalmente usadas de desinfetantes e
antissépticos, a tendéncia de queda na suscetibilidade acende um alerta para o futuro
uso desses compostos (O'Reilly et al., 2025).

A fagoterapia tem se destacado n&o apenas como alternativa diante do
aumento da resisténcia bacteriana a antibidticos e biocidas, mas também por suas
vantagens praticas, econdmicas e ambientais. Diferentemente dos compostos
quimicos convencionais, os fagos sao altamente especificos, atuando apenas sobre
a bactéria-alvo, sem afetar os demais microrganismos, € sem gerar residuos toxicos.
Neste sentido, a fagoterapia ajudaria a reduzir a quantidade de reagentes quimicos
nocivos — como os biocidas - para as bactérias benéficas e para o meio ambiente
(Mathieu et al., 2019).

Outro ponto relevante é que os fagos podem se replicar no local de aplicacao
enquanto houver células hospedeiras disponiveis, 0 que reduz a necessidade de
reaplicacdes frequentes e aumenta a eficiéncia do tratamento ao longo do tempo. Em


https://www.nature.com/articles/s44259-025-00108-0#auth-Peter-O_Reilly-Aff1
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comparacado, os biocidas e antibioticos costumam exigir reaplicacées constantes e
apresentam custo mais elevado de formulagdo e descarte, além de perderem
eficiéncia frente a biofilmes maduros e resistentes (Alvarez e Biosca, 2025).

Ainda, o uso de fagos também se alinha a abordagem One Health, que integra
a saude humana, animal e ambiental. Por serem agentes bioldgicos naturais, os fagos
podem contribuir direta ou indiretamente para os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Organizagédo das Nacdes Unidas (ONU) relacionados a saude
e bem-estar, seguranca alimentar e protecdo ambiental (Organizacdo das Nacgdes
Unidas, 2015).

A aplicacdo de bacteriéfagos tem sido estudada como uma alternativa
promissora para o controle de biofilmes bacterianos (Lu e Koeris, 2011). Esses virus
podem atuar tanto na formacdo quanto na eliminagcdo dos biofilmes, gracas a
presenca de enzimas como as depolimerases, que podem estar associadas a
estrutura dos fagos - como fibras ou cauda - ou liberadas durante a lise das células
bacterianas. Essas enzimas tém a capacidade de degradar os componentes da matriz
extracelular, desestabilizar as bactérias que estdo na forma plancténica, facilitar o
contato entre o fago e os receptores da célula hospedeira.

Acerca das depolimerases, os fagos podem comprometer a estrutura do
biofilme através da degradagdo de polissacarideos de superficie, como
exopolissacarideos e lipopolissacarideos (LPS). Essa acao desorganiza a matriz do
biofilme mesmo sem infectar diretamente as células bacterianas, tornando-as mais
susceptiveis a estresses fisicos (como a dessecacdo) e quimicos (como o0s
antibiéticos) (Roach e Donovan, 2015). Dessa forma, diferentes fagos podem ser
empregados no biocontrole de biofilmes mesmo sem infectarem diretamente a
bactéria (Latka et al, 2017; Abdelkader et al, 2019). Exemplos experimentais
reforcam esse efeito: Cunha (2021) observou que fagos isolados de Escherichia coli
Citrobacter freundii e Shigella flexneriforam capazes de reduzir a formacao de biofilme
de Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus (espécies ndao hospedeiras). Isso
indica que a agao indireta dos fagos, mediada por enzimas extracelulares, pode
contribuir significativamente para o controle da formacgéao de biofilme.

O uso da fagoterapia como estratégia de controle biolégico apresenta varias
vantagens em relagdo aos antimicrobianos tradicionais. Os bacteriéfagos séo
encontrados naturalmente em diversos ambientes e fazem parte da microbiota com a
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qual os seres humanos entram em contato frequentemente, sem causar danos a

saude.

2.4. Aspectos taxonomicos de Stutzerimonas stutzeri

O género Pseudomonas € um dos mais antigos na taxonomia bacteriana,
remontando ao ano de 1894, quando foi descrito por Migula, que designou Bacterium
aeruginosum (Schroeter, 1872) como a espécie-tipo do género. Desde entdo, a
definicdo do género passou por varias revisdes. A descricdo proposta por Palleroni
(2005) no Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (1984) define o grupo como:
bastonetes, Gram-negativos, geralmente méveis por flagelos polares (Yang et al.,
2013), com metabolismo estritamente respiratério, com o oxigénio como aceptor final
de elétrons.

Uma enorme confusdo da taxonomia e nomenclatura acerca do género ocorreu
ao longo das décadas. Pseudomonas stutzeri, foi descrita ha mais de 100 anos por
Burri e Stutzer em 1895, como Bacillus denitrificans Il. Entre os problemas de
nomenclatura enfrentados ao longo dos anos (Van Niel e Allen, 1952), destacam-se a
variedade de nomes que a espécie recebeu ao longo dos anos, como: Bacterium
stutzeri (Lehman e Neumann, 1896), Bacillus nitrogenes (Migula, 1900), Bacillus
stutzeri (Chester, 1901), Achromobacter sewerinii (Bergey et al, 1923),
Achromobacter stutzeri (Bergey, 1930) e Pseudomonas stutzeri (Sijderius, 1946). Sua
designacao como P. stutzeri foi estabelecida por Lehman e Neumann (1896).

Apesar de algumas diferencas em relacdo a cepa-tipo (Pseudomonas
aeruginosa), as similaridades nas sequéncias de rRNAs por hibridizacdo DNA-rRNA
justificam a inclusdo de P. stutzerino género Pseudomonas (van Niel e Allen, 1952).

Embora P. stutzeri apresente um conjunto bem caracterizado de tragos
morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos que permitem distingui-la de outras espécies
do mesmo género, essa espécie abriga uma ampla variabilidade genética (Garcia-
Valdés et al., 2010). Devido a alta diversidade gen6mica das varias cepas de P.
stutzeri, alguns autores usam termos como: “grupo P. stutzeri’, “superespécie P.
stutzeri’ (Sorokin, Teske, Kuenen, 1999) ou “complexo P. stutzeri’” (Yamamoto et al.,
2000).

Essa diversidade é evidenciada pela presenca de multiplos genomovares (gv)
(grupos gendmicos com diferengas suficientes para sugerir uma divisdo em espécies

diferentes). Existem, pelo menos, 18 gv identificados. Membros do mesmo gv
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compartilham mais de 70% de similaridade ao fazer a hibridizacdo DNA-DNA,
enquanto cepas de diferentes gv possuem valores de hibridizagdo menores que 65%.

Antes da popularizacao das abordagens genbémicas, P. stutzeri era confundida
frequentemente com outras espécies de Pseudomonas, como P. mendocina, P.
pseudoalcaligenes e P. putida. Mais de um século apds a descoberta da espécie,
gragas aos avangos nas técnicas de sequenciamento, a taxonomia do género
Pseudomonas passou por uma grande revisdao. Em 2022, foi proposto o novo género
Stutzerimonas, para acomodar a espécie P. stutzeri e outras espécies relacionadas
(Lalucat et al., 2022).

Stutzerimonas stutzeri, anteriormente classificada como P. stutzeri é um bacilo,
de 1 a 3 um de comprimento e 0,5 um de largura, pertencente a classe
Gammaproteobacteria, Gram negativas, catalase e oxidase positivas, com
metabolismo estritamente respiratério (Lalucat et al., 2006). Além disso, sao
desnitrificantes e ndo produzem pigmentos fluorescente, o que as diferencia de outros
membros do género Pseudomonas spp.

2.5. Distribucao ecolégica de Stutzerimonas stutzeri

S. stutzeri possui distribuicdo quase universal (Garcia-Valdés et al., 2010).
Cepas da espécie podem ser encontradas nos solos, associadas as plantas, onde
desempenham um papel crucial nos ciclos de carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre,
e em aguas subterrdneas com baixa disponibilidade de nutrientes e oxigénio, como
em aguas profundas. A ocorréncia de cepas de S. stutzerino ambiente marinho, como
em colunas d’agua e em sedimentos, permite que ela seja classificada como uma
bactéria de origem marinha, ou seja, possui caracteristicas fisioldgicas que requerem
(ou pelo menos toleram) altas concentragdes de sal (Lalucat et al., 2006).

No ambiente marinho, S. stutzeri é reconhecida como uma bactéria capaz de
realizar a nitrificacdo heterotrofica e desnitrificacao aerdbia (HN/AD) (Medina et al.,
2024; Silva et al., 2019; Zhang et al., 2011). Este processo permite que a bactéria
utilize nitrato, nitrito e também aménio, que € um importante efluente gerado durante
a exploracédo do petréleo e que pode ser prejudicial ao meio ambiente (Ahn, 2006;
Munirasu, Haija e Banat, 2016). Essa versatilidade metabdlica reflete a capacidade de
S. stutzeri conseguir sobreviver em ambientes anaerdbicos, como € o caso das aguas
subterraneas de extracao de petréleo (Knowles, 1982; Zumft,1997) e causar danos as
estruturas metdlicas associadas ao ambiente de exploragéo de petréleo.
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2.6. Potencial biodegradador de hidrocarbonetos

S. stutzeri esta envolvida em diversas atividades metabdlicas, das quais se
destaca a degradacao de compostos xenobidticos, como hidrocarbonetos aromaticos
e nao aromaticos. As vias de degradacao do naftaleno, fenantreno e B-cetoadipato
sdo as vias de degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos mais extensivamente
estudados na espécie S. stutzeri (Galmés, 2016).

Li e colaboradores (2019) relataram que a cepa Pseudomonas spp. LKY-5
revelou fortes atividade de degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em alta
salinidade (3%) e alta alcalinidade (pH 9,0) em condigbes aerdbias. Lin e
colaboradores (2023) demonstraram que as concentragcdes de diferentes fracdes de
petréleo diminuiram na presenca da cepa M3 de S. stuzeri, que possui diversos genes
funcionais para a degradacao do petréleo.

No contexto de armazenamento de petrdleo, a degradacdo de compostos
aromaticos representa uma perda significativa da qualidade do produto final. A
presenca de microrganismos como S. stutzeri nesses ambientes pode contribuir para
alteracbées quimicas indesejadas, ja que a espécie possui um arsenal enzimatico
capaz de atuar sobre fracées complexas do petrdleo, inclusive em condi¢cdes adversas
como alta salinidade e pH elevado. Por isso, compreender o papel dessa bactéria na
biodegradacdo de hidrocarbonetos se torna fundamental tanto do ponto de vista

ambiental quanto industrial.

3. OBJETIVOS
3.1.Objetivo geral
Avaliar o efeito de bacteriéfagos inespecificos usados isoladamente e em um
coquetel sobre o biofilme de bactérias isoladas de ambientes de producéo de petrdleo.
3.2. Objetivos especificos
e Avaliar o crescimento e a formagao de biofilme por S. stutzeriem placas MBEC e
cupons de ago carbono;
e Avaliar a eficacia do coquetel fagico inespecifico em prevenir a formacéo de

biofilme por S. stutzeriem placas MBEC e tanques pilotos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Isolados bacterianos e condicoes de cultivo

Dois isolados bacterianos foram obtidos da colecdo do Laboratério de
Microbiologia Ambiental Aplicada (LAMAP-UFV), a saber: Gordonia amicalis UFV4
(isolado 2.26) e Pseudomonas balearica UFV3 (isolado 2.23) e encontram-se na
tabela 1. As espécies foram isoladas de uma amostra de sistema de tratamento de
efluentes por lodo ativado, proveniente do Terminal Maritimo de exploracdo de
petréleo e utilizadas para os ensaios. Ja as bactérias Escherichia coli 30 e
Enterobacter cloacae ATCC 13047 foram utilizadas para propagacgao, titulacdo e
manutengao dos fagos utilizados. A cepa de E. coli 30 foi originalmente isolada de um
caso de mastite bovina e cedida pela EMBRAPA® Gado de Leite, e a hospedeira E.
cloacae faz parte do estoque bacteriano do Laboratério de Imunovirologia Molecular
da UFV.

As bactérias foram cultivadas em caldo Luria Bertani (LB) (10 g NaClz, 10 g
peptona e 5 g extrato de levedura por litro) sob agitacdo de 100 rpm e temperatura
otima de crescimento de 30 °C overnight e estocadas em glicerol 20% (v/v) no ultra

freezer.
Tabela 1. Isolados bacterianos, nimero de acesso no GenBank, identificagdo por Gram e

metabolismo de oxigénio.

Bactéria Numero de Gram Metabolismo de
acesso oxigénio
Gordonia amicalis UFV4 KU904410.1 + Aerdbica
Pseudomonas balearica UFV3 KX495190.2 - Anaerodbia facultativa

4.2. Extracao de DNA e identificacao molecular

O DNA dos isolados bacterianos foi extraido conforme descrito por Pospiech &
Neumann (1995) . Ap6s a extracao, a avaliagdo da pureza e quantificacao do DNA
foram realizadas no espectrofotdmetro Nanodrop® ND-2000 (Thermo Scientific™) a
230, 260 e 280 nm. Posteriormente, o DNA foi submetido a reacdo em cadeia da
polimerase utilizando os primers 10f e 1100r (LANE et al., 1991), homdlogos as
regides conservadas do dominio 76S rRNA de bactérias. Os fragmentos amplificados
de 16S rRNA foram purificados através do kit Promega Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Wisconsin, USA) seguindo as recomendacdes do
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fabricante e enviados para o sequenciamento (ACTGene LTDA). A sequéncia gerada
foi comparada com outras ja depositadas no banco de dados GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio da ferramenta BLASTn. O alinhamento das
sequéncias foi feito utilizando o programa CLUSTALW (Thompson et al., 1997) e
analisado com o software MEGA 7.0.18 (Tamura et al., 2007). Por fim, foi construida
uma arvore filogenética pelo método Neighbor-Joining com 1.000 repeticbes de
bootstrap, a fim de avaliar a confiabilidade estatistica dos agrupamentos filogenéticos
formados.

4.3. Curva de crescimento bacteriano
Para determinar a fase logaritmica de crescimento bacteriano de G. amicalis e
P. balearica, foram realizadas curvas de crescimento segundo o protocolo de Sharma
et al. (2021) com modificagées. Resumidamente, em uma microplaca de 96 pocos,
200 pL de meio LB caldo foram adicionados aos pocos controle. Nos demais pocos,
180 pL de caldo LB e 20 pL de suspenséao bacteriana na DOsoo 0.2 foram adicionados
e a placa foi incubada a 30 °C por 48 h no leitor de microplacas Multiskan Go (Thermo

Scientific®) com leituras a cada 15 min em um comprimento de onda de 600 nm.

4.4. Contagem das unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL)
Para avaliar a contagem de unidades formadoras de colbnia, os isolados foram
cultivados em meio LB até atingir a DOsoo 0.2. Posteriormente, a bactéria foi submetida
a diluicao seriada de PBS 1X (NaCl 0,13 M, KCI 2 mM, NazHPO4 9 mM, KH2PO4 1
mM, pH 7,4), até 10 e plagueada pelo método spread plate. Para isto, 100 uL de
cada diluicdo foram espalhados em placas de Petri contendo agar LB 1,5% (m/v) e
incubadas a 30 °C por 48 h. Foram utilizadas duas placas (duplicatas) para cada
diluicao. As contagens de UFC/mL foram determinadas utilizando a equacéao 1:

Equacao 1. Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL).

numero de coldnias x fator de diluicao

volume da aliquota plaqueada (mL)

4.5. Propagacao viral e formulacao do coquetel fagico
O coquetel de bacteriofagos utilizado foi composto por quatro fagos
previamente isolados pelo LIVM da UFV, como vB_EcoM-UFV09, vB_EcoM-UFV13e
Escherichia phage EcoM1, os quais infectam E. coli 30, e o fago vB_EcIM-UFV01, que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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tem E. cloacae ATCC 13047 como hospedeira. Todos os fagos encontram-se
depositados no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information)
e seus numeros de acesso encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Fagos isolados pelo LIVM e suas respectivas bactérias hospedeiras.

Fago Abreviacao N° de acesso Bactéria
(GenBank) hospedeira
vB_EcoM-UFV09 EcoM-UFV09 MZ291552 E. coli 30
vB_EcoM-UFV13 EcoM-UFV13 NC_031103 E. coli 30
Escherichia phage EcoM1 PQ818760 E. coli 30
EcoM1
vB_EcIM-UFVO1 EcIM-UFVO1 ON454249 E. cloacae ATCC
13047

Inicialmente, para a preparagéo dos pré-indculos, uma coldnia isolada de cada
bactéria hospedeira foi ativada em caldo LB. A cepa E. coli 30 foi inoculada em 30 mL
de meio LB, enquanto E. cloacae ATCC 13047 foi inoculada em 10 mL. As culturas
foram incubadas a 37°C overnight. No dia seguinte, foi aferida a leitura DOsoonm dos
pré-indculos, que foram entdo adicionados a 300 mL de caldo LB, de modo que a DO
final estivesse em 0,1 nos Erlenmeyers.

Uma vez atingida a DO 0,1, 100 yL de cada suspenséo viral foi adicionado ao
Erlenmeyer contendo LB da sua respectiva bactéria hospedeira. Os Erlenmeyers com
a propagacao viral foram incubados a 37°C overnight, sob agitacdo de 100 rpm. No
dia seguinte, o conteudo foi transferido para tubos de 50 mL e centrifugados a 8000
g, 4 °C, por 15 min. O sobrenadante foi recuperado e filtrado em membranas de 0,22
pm (Kasvi®).

Para a titulacao dos fagos, foram realizadas diluices seriadas em tampéao SM
(NaCl 5,8 g/L, MgSOa4 2 g/L, Tris-HCI 6,057 g/L, gelatina 0,1 g/L, pH 7,5) para cada
um dos virus. Em seguida, 100 pL de cada dilui¢gao (1:9) foram adicionados a 900 pL
das culturas bacterianas E. coli 30 e E. cloacae ATCC 13047, previamente cultivadas
até atingir DOsoonm de 0,6. A mistura foi plaqueada utilizando o método da dupla
camada em agar e incubada a 37 °C por 24 h. Apo6s esse periodo, foram contadas as
placas de lise formadas na superficie do agar, e o titulo de cada fago foi determinado
com base na contagem das unidades formadoras de placas (UFP), segundo a

equagao 2:



25

Equacao 2. Contagem de unidades formadoras de placas de lise por mililitro (UFP/mL).

numero de placas de lise x fator de diluicdao

volume da aliquota plaqueada (mL)

4.6. Curva de crescimento bacteriano na presenca dos fagos e do coquetel
Da mesma forma que a curva de crescimento bacteriano, foram realizadas
leituras das curvas de crescimento bacteriano de S. stutzeri na presenca dos fagos
isoladamente e na formulagdo do coquetel. Em uma microplaca de 96 pocos, 200 pL
de meio LB caldo foram adicionados aos pogos controle. Nos demais pogos, 180 uL
de LB caldo e 20 yL de suspensao bacteriana na DOsoo 0.2 foram adicionados. Nos
pocos de prevencao do crescimento bacteriano, foram adicionados 160 uL de LB
caldo, 20 pL de suspensao bacteriana e 20 uL dos fagos nos MOlIs (Multiplicidade de
Infeccdo, conforme a equacéo 3) 10, 1 e 0,1, respectivamente. A placa foi incubada a
30 °C por 48 h no leitor de microplacas Multiskan Go com leituras a cada 15 min em
um comprimento de onda de 600nm.
Equacao 3: Multiplicidade de Infec¢ao (MOI):

nuamero de virus
MOI =

nuamero de células

4.7. Quantificacao da biomassa total do biofilme formado

Microplacas de 96 pogos foram montadas da mesma forma que o item anterior
a fim de verificar a capacidade dos fagos em prevenir a formacdo de biofilme
bacteriano, por meio da quantificacdo da biomassa total utilizando o método de
coloragao com cristal violeta, adaptado de Da Silva Duarte et al. (2018). Brevemente,
apds 48 h de incubacgédo a 30 °C, o meio de cultura das placas foi descartado e os
pocos foram lavados trés vezes com PBS para remover as células ndo aderidas. Em
seguida, as microplacas foram mantidas em estufa a 50 °C por 30 min para a
secagem. As células aderidas foram fixadas com metanol por 15 min e,
posteriormente, coradas com cristal violeta 0,1% (m/v) durante 20 min. ApGs esse
tempo, os pogcos foram novamente lavados com PBS e secos em estufa. O corante
aderido foi solubilizado com 250 pL de etanol-acetona (80:20, v/v) por 15 min a
temperatura ambiente. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 590 nm
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(Absssonm), sendo que maiores valores de absorbancia indicam maior formagao de

biomassa no biofilme.

4.8. Ensaio MBEC

O ensaio em placas MBEC objetiva a determinagdo do numero de UFC/mL.
Para isso, as placas foram montadas adicionando-se 200 yL de meio LB caldo aos
pocos controle do meio de cultura. Nos pogos de controle da bactéria, 180 uL de LB
caldo e 20 uL de suspensao bacteriana na DOsoo 0.2 foram adicionados. Nos pogos
tratamento, foram adicionados 20 yL dos fagos nos MOls 10, 1 € 0,1, respectivamente,
além de 160 pL de LB caldo e 20 pL de suspensao bacteriana. A placa foi incubada
a 30 °C por 48 h, e os pinos foram quebrados utilizando alicate estéril. Cada pino foi
inserido em um tubo Eppendorf contendo 200 uL de PBS e sonicados por 10 min em
banho ultrassom (50 Hz). Posteriormente, os tubos sonicados passaram por diluicdes
seriadas, foram plaqueados pelo método spread plate e incubados a 30 °C por 48 h

para posterior contagem de UFC/mL.

4.9. Microscopia de fluorescéncia de células aderidas

A interagcéo entre o coquetel fagico e S. stutzeri na capacidade de aderéncia
das células a superficie foi avaliada em uma placa de 24 pogos. Brevemente, a
bactéria foi cultivada até atingir a DOsoonm 0,2. Em seguida, 100 uyL da cultura
bacteriana e 100 uL do fago nos MOIs 10, 1 e 0,1 foram adicionados em uma placa
de cultura de 24 pogos contendo uma laminula de vidro no fundo, completados com
800 pL de meio LB caldo. Os pogos-controle receberam apenas 1 mL de meio LB
caldo. A placa foi incubada a 30 °C por 48 h, sem agitacao. Apds esse periodo, todo
o liquido foi removido e os pocos foram lavados duas vezes com PBS. Sobre cada
laminula, foram adicionados 30 pL de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (100 ug/mL
m/v) para corar 0 DNA celular, e a placa foi incubada no escuro por 10 min. Em
seguida, foram adicionados 30 pL de fluoresceina isotiocianato (FITC) (25 ug/mL m/v),
que se liga covalentemente a grupos amina de proteinas, permitindo a visualizacao
da estrutura celular. As placas foram novamente incubadas no escuro por mais 10
min. O excesso de corante foi removido com uma lavagem com PBS. As laminulas
foram retiradas com o auxilio de agulha e pinga estéreis e depositadas sobre laminas
de vidro e examinadas em microscépio de fluorescéncia EVOS M7000 (Thermo
Scientific, EUA), utilizando os canais DAPI (357/447 nm) e GFP (470/525 nm).
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4.10. Ensaio em tanques piloto

4.10.1. Sistema de tanques piloto

Os tanques piloto utilizados possuem volume util de 8 L, com o corpo principal
feito de material plastico e bragos laterais em PVC transparente, permitindo a
visualizagdo do volume interno, conforme mostrado na figura 2. A parte superior €
fechada por uma tampa com quatro roscas e vedacdo por anel de borracha,
garantindo melhor isolamento e favorecendo a manutencao de condi¢cdes anaerdbias.
Na parte inferior, uma valvula permite a circulagdo do volume durante os ensaios
através de uma bomba peristéltica conectada a tampa dos tanques.

Ao todo, seis tanques (3 controles e 3 tratamentos) foram utilizados.
Inicialmente, eles foram lavados com &gua corrente e imersos em solucao de
hipoclorito de sodio a 0,5% (v/v) por 48 h, com o objetivo de remover possiveis
residuos e garantir melhores condigbes de assepsia. Apesar do volume util de 8 L dos
tanques, durante os experimentos foi utilizado um volume total de 3,5 L para maior

facilidade durante a execu¢cao dos mesmos.

Figura 2. Sistema de tanques piloto. Fonte: a autora.

4.10.2. Corpos de prova
Os cupons de aco carbono AISI 1020 foram preparados por jateamento com areia a
fim de eliminar ao maximo a rugosidade. Apds essa etapa, os cupons foram
submetidos a radiacao UV por 30 minutos em cada lado, em cabine de fluxo laminar,
com o objetivo de reduzir a carga microbiana superficial antes do ensaio de formacao
de biofilme. Os cupons previamente limpos foram inseridos com fita dupla face nas
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laterais dos tanques, que estavam em continuo contato com o fluido do sistema. Em
cada um dos 6 tanques foram fixados com fita dupla-face 8 cupons de ago carbono,
sendo que cada duas unidades foram destinadas para as seguintes analises:
contagem de UFC/mL, coloracédo com cristal violeta, perfilometria éptica e microscopia
de varredura (MEV).

4.10.3. Montagem do sistema de tanques piloto

Primeiramente, um total de 20 L de agua do mar foram filtrados em membrana
de 0,45 ym e armazenada sob refrigeracao até sua utilizagdo. Os tanques foram
suplementados com 10% do volume (350 mL) de solucao nutritiva LB caldo 10X (NaCl
100 g/L, peptona 100 g/L, extrato de levedura 50 g/L). O sistema foi montado em
triplicatas, onde trés tanques foram controle (sem o coquetel fagico) para avaliar a
formacao de biofilme por S. stutzeri nos cupons, e trés foram tratamentos (bactéria +
coquetel fagico). Para formular o coquetel fagico, os fagos foram combinados em uma
Unica solucao de 365 mL, de modo que em 3,5 L (volume utilizado dos tanques), a
concentracdo final do coquetel chegaria a 107 UFP/mL em um MOI 10, com a adigéo
de 35 mL de inéculo de S. stuzerina DOsoonm 0,2. Em cada tanque-controle, 2.750 mL
de agua do mar foi adicionada, juntamente com 350 mL de solugédo LB caldo 10X e
35 mL de S. stutzerina DO 0,2. Nos tanques-tratamento, foram adicionados 365 mL

do coquetel no MOI 10.

4.10.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise do biofilme formado sobre a superficie dos cupons, tanto nos tanques
controle quanto nos tanques com tratamento, foi realizada por MEV no Nucleo de
Microscopia e Microanalise da UFV (NMM/UFV), com metodologia adaptada de Wang
(2012). Apds as 48 h do experimento, os cupons foram retirados e lavados trés vezes
em tamp&o PBS 1X para remoc¢éao de células ndo aderidas. Em seguida, foram fixados
em solucao de paraformaldeido a 3,7% (v/v) por 12 h, em temperatura ambiente. No
dia seguinte, os cupons foram novamente lavados com PBS 1X e passaram pelo
processo de desidratacdo em séries crescentes de etanol (30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 90% e 100%), por 10 min em cada concentracdo. A etapa com etanol 100% foi
repetida trés vezes para garantir a remocao total de agua. Apos a desidratacéo, os
cupons foram secos em ponto critico (CPD Bal-tec® 030), fixados em stubs com fita
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dupla face e metalizados com ouro (Quorum® Q150R S). As imagens foram obtidas
no microscépio eletrdonico de varredura Leo 1430 VP.

4.10.5. Perfilometria Optica

Para avaliacdo do biofilme formado na superficie dos cupons, foi realizada a
analise de perfilometria éptica no Perfilbmetro 6ptico 3D Contour-GT K, Buker®
(Laboratérios em Nanoscopia — Departamento de Fisica, UFV). Apos trés lavagens
em série em tampéo PBS 1X, os cupons foram fixados em paraformaldeido 3,7% por
12 h. No dia seguinte, os cupons foram novamente lavados com PBS 1X e passaram
pelo processo de desidratacdo em séries crescentes de etanol (30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 90% e 100%), por 10 min em cada concentragédo. A etapa com etanol 100% foi
repetida trés vezes para garantir a remocao total de 4gua. Posteriormente, os cupons
foram secos em estufa e mantidos no dessecador até a data de analise.

4.10.6. Estimativa de células aderidas

Quatro cupons de cada um dos 6 tanques foram removidos apds as 48 h e
lavados trés vezes com PBS 1X, e armazenados em tubos falcon com 2 mL de PBS
para a contagem de estimativa de células aderidas (UFC/mL). Em seguida, os cupons
foram sonicados em banho ultrassom por 30 min (50 Hz) a fim de desprender as
células aderidas. Por fim, 100 uL da solucéo sonicada de cada tubo contendo os
cupons foi diluida serialmente em 900 uL de PBS e plaqueada pelo método spread
plate, em duplicatas. Uma aliquota de 2 mL sem diluir foi plaqueada como controle.

4.11. Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como médias e desvio padrao, calculados
usando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla CA USA). Para
verificar a normalidade da distribuicdo dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk.
Quando os dados apresentaram distribuicdo normal (p>0,05), utilizou-se o teste t de
Student (unpaired t-test) para comparagdes entre dois grupos. Nos casos em que 0s
dados nao seguiram distribuicdo normal (p<0,05), foram adotados testes nao
paramétricos. Para comparacdes entre dois grupos, utilizou-se o teste de Mann-
Whitney. P value foi considerado significativo quando <0,05 e representado por
asterisco.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacao e analise filogenética através do gene 76S rRNA

Apés a extracao de DNA, o gel de agarose revelou bandas especificas para os
trés isolados. Ao quantificar no NanoDrop, as concentragées de DNA foram 1.209,5 e
1.072,3, respectivamente, para G. amicalis UFV4, P. balearica.

P. balearica UFV3 (cédigo de acesso KX495190.2) foi reavaliado por meio de
sequenciamento do gene 16S rRNA. A analise filogenética obtida a partir dessa
sequéncia revelou que P. balearica UFV3 se agrupou com P. stutzeri ATCC 17588
com alto suporte, como demonstra o bootstrap de 100% (Figura 3), indicando entédo
que sua identidade filogenética é mais proxima de P. stutzeri do que de P. balearica,
como na antiga classificacao taxonémica.

O agrupamento com outras espécies do género, como P. abietaniphila, P.
aeruginosa e P. balearica, reforga a classificagdo filogenética dentro do grupo das
Pseudomonas. A presenca de Streptococcus agalactiae como grupo externo
(outgroup) serviu para enraizar a arvore e evidenciar a distancia filogenética entre os
géneros analisados, validando a estrutura da arvore gerada pelo método Neighbor-
Joining com 1000 repetices de bootstrap.

Isolado 2.23
100

62| Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 (AF094748.1)

72— pseudomonas abietaniphifa (AJ011504.1)

— Pseudomonas aeruginosa (HE978271.1)

'— Pseudomonas balearica (U26418.1)

Streptococcus agalactiae (AB023574.1)

—
0.050

Figura 3: Arvore filogenética construida com base na sequéncia parcial do gene 716S rRNA

do isolado bacteriano 2.23 e de sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank. A andlise

foi realizada pelo método Neighbor-Joining, com suporte estatistico avaliado por 1.000
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repeticdes de bootstrap, cujos valores estao indicados nos ramos. Os nimeros de acesso das

sequéncias utilizadas estao apresentados entre parénteses.

5.2. Curva de crescimento bacteriano
S. stutzeri apresentou a fase exponencial/logaritmica no tempo de 8 a 24 h,
variando a DOsoo entre 0.1 até 0.3 nm (Figura 4). O valor de DOesoo Nm na fase

logaritmica foi entdo adotado como referéncia para preparar os estoques bacterianos

de todas as demais analises.
Y =0,01120*X + 0,06800
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Figura 4. Curva de crescimento de S. stutzeri obtida por leitura de densidade 6ptica (DOsoo

nm) ao longo de aproximadamente 48 h.

5.3. Montagem do coquetel fagico
Os titulos obtidos apds a propagacéo viral encontram-se na tabela 3. Para obter
uma concentracdo final no coquetel de 107 UFP/mL, um célculo de CiVi=CiV; foi
utilizado, seguindo os titulos virais obtidos. Para corresponder aos 10% de coquetel
utilizados em cada tanque de 3,5 L, o volume final a ser utilizado de cada fago também
se encontra na tabela.

Tabela 3. Fagos, titulos virais obtidos e respectivo volume final no coquetel de 350 mL.

Fago Titulo viral (UFP/mL) Volume final no coquetel (mL)
EcoM-UFV09 7,9 x 108 44,3
EcoM-UFV13 1,2x 108 291,66

EcoM1 2,2x10° 15,9

EcIM-UFVO01 2,5x10° 14,0
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5.4. Curva de crescimento bacteriano na presenca dos fagos
Para S. stutzeri, todos os fagos provocaram aumento do crescimento

bacteriano (Figura 5).
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0.4 .
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04 — MOI10
E — MOI1
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a
0.1
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Figura 5. Curvas de crescimento de S. stutzeriquando cultivada na presenca dos fagos EcoM-
UFV09, EcoM-UFV13, EcoM1 e EcIM-UFV01, respectivamente, nos MOIs 10, 1 e 0,1.

5.5. Curva de crescimento bacteriano na presenca do coquetel fagico
A curva de crescimento bacteriano com o coquetel fagico nos MOls 10, 1 e 0,1

nao apresentou reducao do crescimento (Figura 5) em nenhum MOI. Contudo, como
os resultados da prevencao de biofilme foram significativos (Figura 6), optou-se por

continuar as analises, a fim de entender melhor a dindmica deste isolado com o

coquetel viral.
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Figura 6. Curva de crescimento de S. stutzeri na presencga do coquetel fagico por 48 h.

5.6.Quantificacao da biomassa total do biofilme por coloracao com cristal

violeta

Quando avaliada a capacidade de prevencao da formacao de biofilme de S.

stutzeri na presenca dos fagos isolados (Figura 7), observou-se que S. stutzeri
apresentou reducao significativa do biofilme, sobretudo na presenca dos fagos EcoM-
UFV13, EcoM1 e EcIM-UFV01, com significancia estatistica marcante no MOI 10,

atingindo valores de p < 0,0001 (Figura 7).
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Figura 7. Quantificagdo da biomassa total do biofilme por coloragdo com cristal violeta de S.
stutzeri quando cultivada com os fagos isolados (e ndo em coquetel). Diferencas
estatisticamente significativas foram representadas por asteriscos: (p< 0,05 (*); p < 0,01 (**);
p <0,001 (***), p < 0,0001 (****).

5.7. Prevencao de biofilme com o coquetel em diferentes MOls
A partir da redugdo da formagédo de biofilme observada com os fagos
separadamente (Figura 7), foi avaliada a capacidade de prevencao da formacéo de
biofilme na presengca do coquetel. De maneira diferente dos fagos isolados, que
apresentaram reducdo (especialmente os fagos EcoM1 e EcIM-UFV01, com
p<0,0001), quando combinados num coquetel, a reducdo néo foi tdo expressiva

quanto anteriormente (Figura 8).
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Figura 8. Quantificagdo da biomassa total por coloragédo com cristal violeta do isolado 2.23
com o coquetel fagico nos MOls 10, 1 e 0,1. P<0,01 no MOI 10.
5.8. Ensaio MBEC

No ensaio MBEC, a quantidade de células vidveis de S. stutzeri aderidas aos
pinos da placa foi maior na presenga do coquetel fagico (Figura 9). Além disso, no
plagueamento foi possivel observar uma alteragédo na morfologia das colénias do
grupo tratado com o coquetel (Figura 9B), que aparentavam ser mais opacas e
difusas do que as col6nias de bactéria sem tratamento com o coquetel (Figura 9A).
Essa alteracdo morfoldgica pode indicar uma interacdo do fago para com a
bactéria. Apesar da alta variabilidade entre as amostras, houve significancia
estatistica entre o controle e o tratamento, conforme o teste de Mann-Whitney
(p<0,0001) (Figura 9).

1010 * ok ok ok

100

UFC/mL

108_

107" T

Figura 9: Contagem de células viaveis de S. stutzeri aderidas aos pinos no ensaio MBEC. P
<0,0001 (****).
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Figura 10: Plaqueamento da solugéao sonicada dos pinos MBEC. A) controle da bactéria na
diluicdo 10°. B) S. stutzeri + coquetel MOl 10 na mesma diluicdo. Diferenca fenotipica nas

colénias, que em B se apresentaram mais opacas e difusas.

5.9.Ensaio em tanques piloto

5.9.1. Estimativa de células aderidas nos cupons

Os cupons retirados dos 3 tanques foram diluidos e plaqueados em duplicatas,
até a diluicdo 10°6. Essas diluicdes foram escolhidas de acordo com os resultados
obtidos nos resultados da placa MBEC. Contudo, apds as 48 h de incubacdo, nédo
houveram colénias em nenhuma das diluicdes selecionadas, apenas nas placas
controle, onde 100 uL da suspenséo sonicada dos cupons foi plaqueada com 900 uL
de PBS. Como as placas sem diluigdo ndo foram feitas em duplicatas, pois eram
apenas controles, nao foi possivel aplicar a estatistica. De maneira geral, o tanque 1
apresentou reducao na contagem de células viaveis, mas o0 mesmo nao se aplica aos
tanques 2 ou 3, mesmo tendo sido montados sob as mesmas condi¢des experimentais
(Figura 11).

Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3 Tanques
20 15+ 60 50
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Figura 11: Estimativa de células aderidas nos cupons através da contagem de UFC/mL. Nao
foi possivel analisar a estatistica.
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5.9.2. Microscopia eletrénica de varredura

Com relagédo a analise MEV (Figura 12) foi possivel observar que, tanto os
cupons do grupo controle (Figura 12A), quanto os do grupo tratamento com o coquetel
fagico apresentaram fissuras nas superficies (Figura 12D), provavelmente devido a
desidratagdo em série crescente de etanol durante a preparagéo do material.

Os cupons dos tanques controle (Figuras 12B e 12C) apresentaram grandes
aglomerados de células, com a presenca de estruturas filamentosas (setas amarelas)
indicando um biofilme maduro formado (setas vermelhas), e indicios da presenca de
substancia extracelular polimérica (EPS). Nos cupons tratados com o coquetel fagico,
aparentemente, a superficie interna (em contato com o liquido) apresentou maior
namero de células aderidas, em comparacdo com a superficie externa, que
apresentou maior numero de aglomerados de biofilme (Figuras 12E e 12F). Ao
explorar em maior aumento as células aderidas nas superficies, foram observadas
células com morfologia de bacilos e a presenga de um flagelo monotriquio polar
(Figuras 12G e 12H).
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Grupo tratado com coquetel fagico, com biofilme concentrado em algumas regides dos
cupons. (G e H) Morfologia bacilar de S. stutzeri dos grupos tratados. Figura H obtida por FEG
Jeol® JSM-iT700 HRLA.

5.9.3. Perfilometria 6ptica

A perfilometria 6ptica permite inferir a rugosidade de uma superficie a medida
em que feixes de luz varrem a superficie e medem os picos de altura da mesma. Desta
forma, os resultados sao plotados graficamente em um heat map (Figura 13), onde
picos mais altos séo identificados pelas cores mais quentes (amarelo, laranja e
vermelho), e regides mais baixas da superficie sao identificadas em tons claros (azul
e verde). Pontos pretos podem ocorrer eventualmente, e indicam locais onde o
equipamento ndo conseguiu processar a imagem (por isso o Percent Data Points
nunca é 100%). Os resultados de rugosidade obtidos encontram-se na tabela 4. Além
do heat map, o software permite avaliar os perfis dos eixos X e Y, representando a
profundidade vertical e horizontal dos picos e vales (Figura 14).
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Figura 13: Perfilometria 6ptica da superficie dos cupons expostos durante 48h na auséncia
(A, B, C) e na presenga do coquetel fagico (D, E, F). A-C: Cupons dos tanques-controle, com
maior deposi¢do de biofilme. D-F: Cupons dos tranques tratados com coquetel fagico,

00 02 04

apresentando menor deposicao de biofilme.
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Figura 14: Perfis dos eixos X e Y de cada amostra dos cupons. Eixo X representa um corte

horizontal na superficie analisada, enquanto o eixo Y representa um corte vertical. A-C

representam os perfis dos grupos controle, somente com a bactéria, D-F representam os perfis

dos tratamentos com coquetel fagico.
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Tabela 4: indices de rugosidade da superficie (um) dos cupons apés 48h na auséncia e

presenca do coquetel fagico.

Rugosidade Tanques Controle Tanques Trat.
da Controle (média = DP) Tratamento (média
superficie + DP)
(um) A B C D E F
Rugosidade 5,29 8,06 55 6,28 = 1,54 3,74 3,4 3,92 3,69 +
Altura 41,47 41,23 | 28,91 37,20 +7,18 50,92 | 28,31 41,41 | 40,21 +
maxima do 11,35
pico (Rp)
Raiz 6,87 9,81 7,32 8,00 + 1,58 6,79 4,45 5,75 5,66 +
quadrada 117
média (Rq)

Total (pico + 67,04 78,32 | 61,39 68,92 + 8,62 74,78 | 42,69 57,2 58,22 +
vale) (Rt) 16,07
Profundidade  -25,56 | -37,09 | -32,48 | -31,71+580 | -23,86 | -14,38 | -15,79 | -18,01
média do 5,12

vale (Rv)

A analise por perfilometria éptica evidenciou diferengas claras entre as
superficies dos cupons controle e daqueles tratados com o coquetel fagico. De modo
geral, as amostras tratadas apresentaram uma superficie mais uniforme, com menor
rugosidade média, o que sugere a reducao do biofilme aderido apds a acéo dos fagos.
A diminuicao dos valores de Ra e Rq indica que o tratamento foi capaz de suavizar as
irregularidades da superficie, reduzindo a presenca de picos e vales acentuados. Esse
resultado é compativel com a capacidade dos fagos de degradar a matriz extracelular
e interferir na estrutura do biofilme, favorecendo uma topografia mais homogénea.

Além disso, a reducdo observada nos parametros Rt e Rv reforca essa
tendéncia, sugerindo que as superficies tratadas apresentam perfis menos profundos
e mais regulares. Esses achados indicam que o coquetel fagico, mesmo sendo
composto por fagos inespecificos, foi capaz de alterar a morfologia superficial
associada ao biofilme, provavelmente pela acao de enzimas extracelulares, como as
depolimerases.

De forma geral, os resultados da rugosidade apontam para a eficacia do
coquetel em reduzir o0 acumulo de biomassa e em promover superficies mais lisas e
menos heterogéneas, um indicativo do potencial dos fagos como estratégia de

controle de biofilmes em ambientes industriais.
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De maneira geral, os controles apresentaram perfis bastante irregulares, com
picos e vales bem definidos. Isso indica maior presenca de biofilme ou formacéao
biol6gica mais espessa.

Quanto aos tanques tratados com o coquetel fagico, observou-se que o perfil
superficial variou entre os cupons, mas com tendéncia geral de redug¢éo na rugosidade
quando comparados aos controles. O tratamento D apresentou picos estreitos e altos,
0 que justifica o valor mais elevado de Rt, possivelmente relacionado a presenca
residual de estruturas do biofilme. Ja o tratamento E mostrou um perfil mais plano e
regular, com menor variagdo vertical, indicando uma superficie mais homogénea e
menos aderida. O tratamento F, embora ainda apresentasse picos visiveis,
apresentou menor amplitude entre picos e vales em relagcao aos controles, sugerindo

reducéo do relevo superficial e, consequentemente, menor acumulo de biomassa.

5.9.4. Microscopia de fluorescéncia

As laminulas controle (contendo somente bactéria) quando visualizadas no
microscépio de fluorescéncia apresentaram alta densidade celular, evidenciado pela
forte intensidade do corante FitC (cor verde) que cora por¢cées aminoterminais dos
biofilmes (Figura 14A) e do corante DAPI (cor azul) que cora &acidos nucleicos (Figura
14B). O canal TRANS, obtido em luz transmitida, permitiu observar a morfologia geral
e a distribuicdo das células sobre a superficie, servindo como referéncia para a
sobreposicao das imagens fluorescentes (Figura 14C, 14D). Dentre os MOls testados,
o tratamento com o coquetel no MOI 10 mostrou células distribuidas mais
espagcadamente (Figura 14D, 14E), enquanto o MOI 1 apresentou pouca diferenca
para o controle (Figura 14F).



Figura 14. Microscopia de fluorescéncia do biofilme formado em laminulas ap6s 48 h. A)

Controle de bactéria no canal GFP. B) Controle de bactéria no canal DAPI. C) Controle de
bactéria no canal TRANS. D) Tratamento com o coquetel no MOI 10, canal DAPI. E)
Tratamento com o coquetel no MOI 10, canal TRANS. F) Tratamento com o coquetel no MOI
1, canal DAPI. Aumento de 600X.
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6. DISCUSSAO
Inicialmente, o isolado 2.23 foi identificado como Pseudomonas balearica com

base em andlises de sequenciamento 16S rRNA (Silva et al., 2019; Medina et al.,
2024). No entanto, ao realizarmos uma nova comparagcao com bancos de dados mais
recentes e atualizados, observou-se maior similaridade com Stutzerimonas stutzeri,
resultando na reclassificagao do isolado. Essa mudancga taxonémica é compativel com
a revisao recente do género Pseudomonas, que passou a abranger novas subdivisdes
filogenéticas, como Stutzerimonas (Lalucat et al., 2022).

A visualizacao de flagelos associadas a superficie celular do isolado 2.23, que
foi agrupado filogeneticamente com Stutzerimonas stutzeri esta de acordo com a
morfologia caracteristica da espécie, conhecida por apresentar flagelo polar (Lalucat,
2006). Cozar (1987) relatou que 70% das células da cepa AN11 eram flageladas, das
quais 38% tinham apenas um flagelo, e 31% tinham um ou mais flagelos laterais. Além
disso, a presenca de flagelos reforga o potencial do isolado em participar da formacao
de biofilme, uma vez que essas estruturas estao diretamente envolvidas na fase inicial
de colonizagéo da superficie.

Os flagelos bacterianos, além de conferirem motilidade, desempenham papel
essencial na adesdo primaria e na regulacao do processo de formacao de biofilme,
participando ativamente da fase inicial de colonizacdo da superficie. Segundo
Bouteiller et al. (2021), essas estruturas sdo moduladas por estimulos externos, como
o contato com superficies sélidas ou sinais ambientais, e estao diretamente envolvidas
na transicao das células do estado plancténico (livres no meio) para o estado aderido.

Além das estruturas de motilidade, a microscopia de varredura revelou a
presenca de uma matriz densa e irregular em volta das células aderidas, o que pode
ser o indicio da formagéo de EPS.

A curva de crescimento bacteriano ao longo de 48 h foi realizada para
acompanhar o desenvolvimento de S. stutzeri na auséncia dos fagos, a fim de
entender em que momento iniciava sua fase de crescimento logaritmica — o que foi
padronizado para todos o0s demais ensaios. A fase log foi observada
aproximadamente na DO 0,2, o que estd em conformidade com a fase logaritimica
observada por Qiu e colaboradores (2023). Essa andlise foi fundamental para
entender o0 momento em que a bactéria estaria metabolicamente ativa, para entao

compreender o efeito dos fagos.
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Quando a curva de crescimento foi realizada com os fagos individualmente (e
n&o na forma de coquetel), observou-se um aumento no crescimento celular em todos
os MOlIs. Isso pode acontecer porque as enzimas extracelulares, ao hidrolisarem o
biofilme, iniciam o desprendimento de células sésseis e as convertem para um estado
plancténico (Amankwah et al., 2022), o que é detectado na curva de crescimento.

Os resultados apresentados nos graficos de prevencgao de biofilme indicam que
os fagos foram capazes de interferir na adesdo e no desenvolvimento inicial do
biofilme, sugerindo que eles conseguem atingir as células bacterianas presentes.
Individualmente, os fagos foram capazes de reduzir a formacéo de biofilme do isolado
2.23, mas nao do isolado 2.26, que nao apresentou resposta satisfatéria ao tratamento
e, portanto, ndo foi incluido nas etapas seguintes. Ainda sobre o efeito dos fagos sobre
o isolado 2.23, a curva de crescimento da bactéria com o coquetel seguiu 0 mesmo
padréao da curva com os fagos isolados, onde n&o houve redugédo do crescimento na
presenca do coquetel. Os fagos isoladamente foram capazes de prevenir a formagéo
de biofilme do isolado 2.23 e, posteriormente, quando combinados em um coquetel,
também foram capazes de prevenir a formagao no MOI 10. Contudo, mesmo os 4
fagos isolados ou combinados em um coquetel n&o afetaram a curva de crescimento
bacteriano. Novamente, um resultado que pode advir da acdo das enzimas
extracelulares, que desprendem as células sésseis do interior do biofilme e as
convertem para um estado planctonico, que é entao detectado nas curvas.

O MOI 10 foi entdo padronizado para todos os demais experimentos. Acerca
da multiplicidade de infecg¢éo, Alvi e colaboradores (2020) também demonstraram a
capacidade de um fago isolado de P. aeruginosa de controlar o crescimento
bacteriano por até 20 h, quando aplicado em um MOI de 10. De maneira semelhante,
Scarascia e colaboradores (2018) demonstraram que fagos de Pseudomonas em
condigdes salinas exibiram infectividade 6tima no MOI 10 para diferentes bactérias do
grupo Alphaproteobacteria, Pseudoalteromonas e Planococcaceae, que s&o
encontradas em ambientes maritimos.

O resultado das placas MBEC vai de encontro as curvas de crescimento
bacteriano e os testes de prevencédo de formacao de biofilme por cristal violeta. O
MBEC envolve a sonicagdo dos pinos, onde encontram-se as células aderidas.
Possivelmente, o coquetel sensibilizou o biofilme, liberando as células viaveis, que
foram entdo quantificadas no plagueamento. Mesmo que a contagem de células

viaveis tenha sido maior, é possivel observar uma diferenga morfolégica entre as
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células bacterianas sem o coquetel para aquelas com o coquetel — nessas, as colonias
apresentam-se mais difusas e opacas, indicando que o coquetel afetou o fenétipo da
bactéria.

Andlises protedmicas e comparacbes de perfis de expressao génica tanto do
estado plancténico, quanto do biofilme em diferentes espécies contribuem para o
entendimento dessas adaptacdes fenotipicas. Por exemplo, alguns estudos
mostraram que logo apds uma célula atingir uma superficie, genes que codificam
proteinas flagelares sao reprimidos e outros genes que codificam EPS e proteinas de
adesina sao induzidos (Sauer e Camper, 2001; Davies, Chakrabarty, Geesey, 1993;
Vidal et al., 1998; Prigent-Combaret et al., 2001).

Provavelmente, a diferenga nos resultados de coloracdo com cristal violeta para
o ensaio de MBEC se deve as especificidades de cada técnica. O cristal violeta
quantifica a biomassa total aderida, sem distinguir a viabilidade das células. Com os
fagos isolados, provavelmente eles reduziram a adeséo das células, o que diminuiu a
biomassa detectada pelo CV, e consequentemente levou aos dados de reducao do
biofilme.

A quantificacdo de células aderidas recuperadas dos cupons apds sonicagao
indicou uma variagdo significativa entre os tanques analisados. De modo geral, o
objetivo era verificar se o coquetel fagico aplicado teria algum efeito na reducao da
carga bacteriana aderida as superficies, possivelmente associada a atuacao de
enzimas extracelulares presentes nos fagos. No ensaio MBEC, observamos contagem
de células nas diluigdes 10°. Dessa forma, para a contagem de células aderidas aos
cupons dos tanques, as diluicbes 104, 10° e 106 foram plagueadas, além de uma
placa sem diluicdo, onde esperava-se observar o tapete bacteriano. Apos 48 h de
incubacgao das placas, entretanto, foram observadas col6nias apenas nas placas sem
diluicédo, tanto dos cupons controles, quanto dos tratamentos.

E importante destacar que, diferente do ensaio de MBEC, os tanques piloto
foram operados com agua do mar natural, o que pode influenciar a viabilidade tanto
dos fagos quanto das enzimas extracelulares associadas, como as depolimerases. A
salinidade do meio pode interferir na estabilidade das particulas fagicas e na atividade
dessas enzimas, 0 que ajuda a explicar possiveis variacées na eficiéncia de controle
observadas entre os dois experimentos.

Em algumas regides dos cupons, foi possivel visualizar células isoladas e

aderidas a superficie, enquanto outras regides apresentavam biofilmes maduros e
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abaixo da superficie, com grande quantidade de células. Em algumas regides dos
cupons, foi possivel visualizar células isoladas e aderidas a superficie, enquanto
outras apresentavam biofiimes mais densos e maduros. A presenca de areas
parcialmente limpas, com menor quantidade de material extracelular, foi observada
tanto nos controles quanto nos tratamentos, o que é esperado, uma vez que o biofilme
nao se forma de maneira uniforme em toda a superficie. Ainda assim, nos cupons
tratados, essas regides parecem mais frequentes e menos espessas visualmente, o
que sugere que o coquetel fagico pode ter interferido no processo de maturacao do
biofilme.

Assim, mesmo que a reducdo de UFC nos cupons dos tanques néo tenha sido
estatisticamente significativa, a MEV revela uma diferenca importante na organizacéao
estrutural do biofilme. Essas diferencas podem indicar que as bactérias estavam em
estagios diferentes do desenvolvimento do biofilme, como a adeséo inicial, maturacao
e dispersao, conforme salientado por Sauer et al., 2002.

A depender do estagio em que se encontram, as bactérias podem mudar a
producdo de proteinas do EPS e a liberagdo de enzimas (Sauer et al., 2002), isso
pode explicar porque nem todas as imagens do grupo controle ou do grupo tratamento
mostram o biofilme uniforme. Além disso, a formacédo do biofilme € dinamica e
multifatorial: cargas da superficie, presenca ou ndo de ranhuras e sua profundidade,
fluxo de liquido, presenca de agentes atrativos para os microrganismos, dentre outros.

Essas diferencas na producdao de proteinas e enzimas ao longo do tempo
podem influenciar a reprodutibilidade dos resultados, mesmo que o experimento seja
conduzido de forma idéntica (Sauer et al., 2002; Sommer et al., 1998). Uma segunda
explicagdo para os resultados encontrados seria o fato de que algumas bactérias
podem estar em estado de repouso — sem atividade metabdlica — o que também afeta
a formagéao do biofilme (Torsvik; Sorheim; Goksoyr, 1996).

A analise da perfilometria 6ptica mostrou que, de maneira geral, os tratamentos
com o coquetel fagico reduziram a rugosidade média (Ra) das superficies em
comparacdo aos controles. Essa diminuicdo de Ra observada, por exemplo, no
tratamento E (Ra mais baixa e Rt = 42,69 um) pode estar associada a menor adeséo
inicial de células, como relatado por Awad et al. (2018). Além disso, os parametros Rq
e Rv também apresentaram valores menores nos tratamentos, indicando superficies
mais uniformes e possivelmente menos propensas a retengdo de microrganismos e

detritos.
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Nos controles, valores elevados de Rp e Rt foram encontrados, como em A (Rt
= 67,04 ym) e B (Rt = 78,32 ym), sugerindo superficies com picos proeminentes e
vales profundos, caracteristicas que favorecem a formacdo de biofiimes mais
espessos e dificultam sua remocgao (Ortega et al., 2010). O controle C apresentou
menor Rp (28,91 ym), possivelmente indicando menor deposi¢cao de biofilme nesta
replicata, embora a variagdo experimental seja esperada devido a heterogeneidade
intrinseca dessas estruturas (Bridier et al., 2011).

Entre os tratamentos, D apresentou o maior valor de Rp (50,92 uym) e Rt
elevado (74,78 um), sugerindo regides pontuais com residuos de biofilme. Ja E teve
perfil mais plano e regular, com baixos valores de Rp e Rt, o que pode indicar remoc¢ao
ou desestruturacdo mais eficiente do biofilme. O tratamento F mostrou valores
intermediarios, com reducao da rugosidade, mas ainda apresentando picos visiveis.
Padrbées semelhantes ja foram descritos por Xu et al. (2022), que associaram maior
concentragdo de depositos na superficie a maior adesdo celular e,
consequentemente, a presenca de biofilmes mais espessos.

Assim, embora o coquetel fagico tenha promovido reducédo da rugosidade e
uniformizagcédo da superficie em boa parte das amostras, a acdo nao foi homogénea
entre as replicatas, possivelmente refletindo tanto a variacdo estrutural do biofilme
quanto diferengas locais na eficacia do tratamento — que pode estar ligado a alguns
fatores durante a montagem dos tanques, mesmo com a tentativa de controlar ao
maximo a esterilidade do experimento.

Vale ressaltar que o biofilme é uma estrutura heterogénea e de organizagéo
estrutural complexa, composta por células e EPS, que se distribuem de forma desigual
sobre a superficie colonizada - mesmo sob condi¢ces experimentais controladas (Neu
et al., 2019). Conforme descrito pelos autores em suas pesquisas, apesar dos
biofilmes cultivados sob condigdes controladas em laboratério apresentarem uma
homogeneidade em larga escala, foi observada uma heterogeneidade em pequena
escala: por exemplo, a espessura do biofilme em secées de cm de uma tubulacao
variou em até 4 vezes, o que estd em consonancia com os resultados obtidos. Isto
pode acontecer por variagées, como pH, meio de cultivo e for¢a de cisalhamento, que
levam ao estabelecimento de microambientes diferentes. Isto, por sua vez, pode
resultar em distribuicdo espacial desigual das colénias, do EPS e dos canais
intersticiais dos biofilmes (Neu et al., 2019). Segundo Jang (2017), em sistemas com

baixas vazdes, esses microambientes podem gerar mdultiplas repercussdes na
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dinamica do biofilme, abrindo novos nichos ecolédgicos, promovendo heterogeneidade
fenotipica e, ainda, influenciar a suscetibilidade a antimicrobianos.

Quando estao sob estresse, as bactérias possuem varios mecanismos pelos
quais podem aumentar a variabilidade genética e fenotipica, como mutacéo
adaptativa, variacdo de fase e transferéncia genética (conjugacao e transformagao)
(Webb; Lau; Kjelleberg, 2004). Além disso, o estresse gerado pela presenga dos fagos
pode estimular processos de modificacao genética (Kutsukake e Lino, 1980).

Ainda que o coquetel fagico inespecifico ndo tenha demonstrado acao
bactericida consistente sobre S. stutzeri, foram observadas alteragdes importantes na
morfologia das colénias, na rugosidade superficial dos cupons e adesdo celular,
sugerindo efeitos indiretos relevantes. A originalidade deste estudo consiste na
utilizacdo de tanques piloto simulando condigbes marinhas, associada a aplicacao de
um coquetel ndo especifico, 0 que contribui para o avango do conhecimento sobre as
possibilidades (e limites) do uso de fagos em contextos biotecnoldgicos.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa reforcam a importancia de explorar
estratégias alternativas para o controle de biofilmes em ambientes industriais, além de
contribuir com uma perspectiva inovadora sobre a aplicacdo de fagos em sistemas de
maior complexidade, como tanques com agua do mar e superficies metédlicas. Foi
demonstrado que os fagos podem exercer efeitos que vao além da acéo litica direta
sobre as células bacterianas, influenciando também a estrutura dos biofilmes, a
rugosidade superficial e a adesao de bactérias presentes no ambiente de extracdo de

petréleo.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para buscar compreender melhor a dindmica de S. stutzeri na presenca dos
fagos, estudos futuros devem ser realizados. Analises metabolémicas e protedmicas
poderdo contribuir para o entendimento das respostas fisioldégicas da bactéria frente a
interacdo com os fagos e as condicoes ambientais simuladas. Com isto, espera-se
gerar conhecimento acerca do comportamento do isolado frente as pressdes
ambientais pelas quais a bactéria enfrentou.

Além disso, a capacidade de S. stutzeri em degradar hidrocarbonetos, como o
petréleo cru, deve ser avaliada em experimentos futuros para verificar se a bactéria
pode atuar na deterioracdo do produto durante o armazenamento em tanques,
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alterando sua composicdo quimica e, consequentemente, prejudicando a sua
qualidade.

Por fim, considerando que S. stutzeri esta envolvida no processo de formacao
de biofilme e na potencializacao da corrosdo em aco carbono (Zhang et al., 2025), e
na corrosao, utilizando CO2 como fonte de carbono e ferro metélico como doador de
elétrons (Liu et al., 2022), estudos adicionais poderao investigar suas interagbes com
bactérias redutoras de sulfato (BRS) (Fu et al., 2022). Esse tipo de investigacao pode
revelar se a presenga de S. stutzeri contribui para mitigar ou intensificar a corroséo

microbiana em ambientes marinhos e de producao de petroleo.
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