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E QUANDO OS ANTIBIOTICOS NAO FUNCIONAM?

1 INTRODUCAO

Escherichia coli, normalmente conhecida por E. coli, recebe o nome em homenagem ao seu
descobridor Theador Escherich, sendo normalmente encontrada no intestino de animais
homeotérmicos ou de sangue quente. A maioria das estirpes de E. coli sdo inofensivas, no
entanto, algumas, como o serétipo O157:H7 podem causar graves intoxicagfes alimentares em
humanos, quando estes consomem vegetais ndo lavados ou carne mal cozinhada, uma vez que
esta bactéria produz exotoxinas potencialmente letais. No entanto, as estirpes inofensivas que
fazem parte da microbiota do intestino, podem ter uma acgéo benéfica sob o seu hospedeiro,
através da producdo da vitamina K2, ou evitando que bactérias patogénicas se instalem no

intestino.

Como a E. coli tem a capacidade de sobreviver por breves periodos, no exterior do organismo
dos animais, € considerado o organismo ideal a utilizar como indicador de contaminagao fecal
em amostras de agua naturais. No entanto, esta caracteristica torna os locais contaminados com

E. coli potencialmente perigosos para o homem.

Desde a descoberta do primeiro antibiético, a penicilina, ha cerca de 71 anos, o tratamento de
doengas de etiologia bacteriana tem sido efectuado com estas substancias. Porém, o uso
generalizado e massivo destas substancias em medicina, medicina veterinaria e produ¢édo animal
é apontado como causa do desenvolvimento crescente de resisténcia bacteriana a estes
compostos, tornando-os cada vez menos eficazes no combate as doengas (Tauber 2001, Heuer
et al., 2006). Actualmente, estamos a entrar numa “era pré-antibiéticos”, enfrentando a ameacga
de bactérias resistentes a maioria dos antibioticos disponiveis (Parisien et al., 2007). O uso destas
substancias terapéuticas, mesmo em situagcdes nao clinicas como a produgao animal é altamente

controverso, tendo fortes implicagbes na saude publica, como sejam:
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i) a possibilidade de deposigdo de residuos destas substancias nos tecidos animais pode
levar a alteracdo da microbiota do intestino humano, ao mesmo tempo que podem
levar a problemas de toxicidade e de alergias (Cabello, 2006);

i) as resisténcias desenvolvidas por bactérias patogénicas para animais podem ser
transferidas a outras bactérias, mesmo de espécies diferentes, incluindo patogénios
humanos (Alderman & Hastings, 1998; Ho et al., 2000). O desenvolvimento de
resisténcias torna ainda mais dificil o seu controlo;

i) a contaminagdo e persisténcia nos ecossistemas (Hektoen et al., 1995) podem afectar
negativamente as comunidades bacterianas naturais, e, consequentemente os ciclos

biogeoquimicos (Fuhraman, 1999).

Os bacteriofagos (fagos), séo virus que infectam e lisam especificamente bactérias, replicando-se
exponencialmente durante esse processo, sem no entanto atacarem outras células ou
organismos. Os fagos ocupam todos os habitats onde se podem encontrar o seu hospedeiro.
Eles sdo o grupo de “organismos” mais abundante e versatil na Terra. Em amostras ambientais,
existem cerca de 10 a 100 vezes mais (por vezes 1000 vezes mais) fagos do que bactérias,
estando a populagéo global de fagos estimada em 10°' (Wommack & Colwell, 2000; Weinbauer,
2004; Brussow & Kutter, 2005; Skurnik et al., 2008). Os fagos co-evoluiram com as proprias
bactérias, e constituem outra das entidades naturais que podem ser exploradas no combate as
bactérias, incluindo as resistentes aos antibiéticos. Esta propriedade faz com que eles possam ser
usados no tratamento de infecgdes Dbacterianas (bacterioses). Como agentes
profilaticos/terapéuticos evitam os principais problemas associados ao uso dos antibidticos,
podendo mesmo ser usados contra bactérias resistentes a varias destas substancias. Para além
disto, os efeitos secundarios associados a utilizagdo de fagos como agentes terapéuticos séo
raros, tendo em conta que ndo afectam células eucaridticas. Uma vez que os fagos sao
constituidos por proteinas e acidos nucleicos, e como a degradagao destes compostos apenas
origina aminoacidos e bases azotadas, ndo sdo considerados xenobidticos, e ao contrario dos
antibidticos e agentes antissépticos, a sua introdu¢cdo no meio ambiente pode ser vista como um

processo natural.
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Este trabalho é constituido por 4 actividades distintas a serem efectuadas de um modo

sequencial:

—_

Preparacao de material e meios de cultura;

2. Isolamento e purificagdo de Escherichia coli de amostras de agua;
3. Isolamento e purificagdo de fagos patogénicos para E. coli
4

“Host Range” e “EOP” dos fagos isolados.

As diferentes actividades a serem efectuadas neste desafio estdo relacionadas umas com as
outras. Na primeira “Preparagdo de material e meios de cultura”, preparar-se-a todo o material

necessario para a realizagao das restantes actividades.

Na segunda, “Isolamento e purificagdo de Escherichia coli de amostras de agua”, diferentes
grupos na mesma escola poderao recolher amostras de agua de diferentes cursos de agua com
o intuito de determinar se essa agua tera sido contaminada por alguma fonte de poluigdo

organica e se ela pode ser utilizada para consumo humano directo.

Com a terceira actividade, “Isolamento e purificagéo de fagos patogénicos para Escherichia coli,
que pode ser feita ao mesmo tempo e com a mesma amostra de agua que a segunda actividade,
“Isolamento e purificagdo de Escherichia coli de amostras de agua”, vao-se isolar fagos (virus de
bactérias), que sdo microrganismos que podem ser utilizados para o tratamento de infecgdes

bacterianas, quando as bactérias se revelam resistentes aos antibidticos.

Como diferentes fagos podem infectar diferentes isolados de E. coli, com a quarta actividade

Host Range” e “EOP” dos fagos isolados” vai-se determinar o painel de hospedeiros que cada

fago e a sua eficiéncia de plaqueamento.
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2 MATERIAL & METODOS

Para a realizagdo das actividades propostas sera fornecida uma série de reagentes e material

bioldégico. No entanto, € necessario que as escolas possuam outros materiais e reagentes.

Antes de efectuar cada uma das actividades deve-se ler atentamente o protocolo da respectiva
actividade, para se saber:

1. A quantidade de material a utilizar (placas, tubos);

2. A quantidade de meios e reagentes necessarios para a realizar;

3. O que deve fazer nos diferentes passos;

4. Tirar duvidas antes de o realizar;

5. Limpar a bancada de trabalho com alcool de desinfecgao, antes de iniciar cada

actividade.

ACTIVIDADE 1. PREPARAGAO DE MATERIAL E MEIOS

Para realizagdo das actividades propostas € necessario preparar diversos meios de cultura e
reagentes. Os reagentes necessarios para a realizagao de cada um dos meios foi padronizado
para 1 L, pelo que deverao fazer as contas do material e meios necessarios para cada uma das

actividade, mediante o niumero de alunos/grupos.

Os reagentes e meios de cultura a preparar séo:
1. Preparagaode Soro Fisiologico;

Preparacéo de TBX;

Preparacao de LB Broth;

Preparacéo de LB agar;

Preparagao de LB-10x;

Preparacéo de LB Top;

N o o~ Db

Tampao de conservagao.
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Para a realizagao deste desafio serdo necessarios aproximadamente 500 ml de Soro Fisioldgico,
400 ml de TBX, 1L de LB Broth, 4 L de LB Agar, 200 ml de LB-10x, 600 ml de LB Top e 500 ml de

tampé&o de conservagéo.

A esterilizagdo do material de vidro deve ser feito numa estufa ou forno a 180 °C durante uma
hora. Os tubos de ensaio devem ter tampa de metal ou entdo ser fechados com folha de
aluminio para evitar contaminacbes e s6 depois esterilizados na estufa. As pipetas de vidro
devem ser colocadas em recipientes de vidro ou de metal fechados com papel de aluminio ou

agrupados e embalados em pacotes de papel.

Os meios de cultura liquidos devem ser esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 1
atmosfera. Caso ndo haja acesso a um autoclave, os meios de cultura podem ser “esterilizados”
por ebulicdo numa estufa ou num forno a 180 °C durante 2 horas, no entanto, esta ebulicdo nao
ira ter como resultado a esterilidade completa, devendo, no entanto, ser suficiente para as

actividades propostas.

Durante a manipulagdo das culturas, ter sempre uma lamparina de alcool ou um bico de Bunsem

ligado, devendo-se ter cuidado em nunca se deixar os meios destapados.

Para a realizagédo das actividades propostas sera fornecida uma série de reagentes e material

biolégico. No entanto, &€ necessario que as escolas possuam outros materiais e reagentes.

MATERIAL A FORNECER:

= Escherichia coli B; =LB 10x Concentrado;

= Tubos de microcentrifuga; = Suplemento para o “LB Top” Agar
=Tubos falcon; (Solugao A);

=Meio TBX desidratado; =Tamp3o de conservagao.

Pégina 5 de 23

. f [APORTO
c‘ENCIA VIVA FC FACULDADE DE CIENCIAS

UNIVERSIDADE DO PORTO



E QUANDO 0S ANTIBIOTICOS NAO FUNCIONAM?

OUTRO MATERIAL NECESSARIO:
= Componentes para a produgdo de LB
Broth, LB Agar e LB Top:
I.  Triptona;
Il. Extracto de levedura;
lll. Cloreto de Sédio (NaCl);
IV. Agar-Agar.
-Agua destilada
= Alcool de desinfecgao;
=Pipetas de vidro de 10 ml e 1 ml;
=Placas de Petri;
*Tubos de ensaio de vidro com tampas
de metal ou tapados com folha de

aluminio dobrado em 4;

=Garrafas de plastico;

=Forno;

=Pompete;

=Lamparina de alcool ou bico de Bunsen;

=Ansa de microbiologia;

=Vareta ou pipeta de Pasteur de vidro;

=Banho-Maria ou estufa regulavel a 37 e
a 55 °C;

=Balanga;

=Magnetes;

=Placa de aquecimento ou fogao;

= Centrifuga (n&o é imprescindivel).

PREPARACAO DE SORO FISIOLOGICO
O soro fisiologico (solugao salina), é utilizado em microbiologia para se efectuar diluigdes das
amostras e/ou culturas bacterianas, ja que se trata de um meio isotonico, evitando assim a

ruptura das células bacterianas. Para a sua preparagao sao necessarios 9,5 g/L de NaCl.

METODO:
1 Para um frasco autoclavavel, com o dobro do volume final medir, 1 L de agua
destilada;
2 Pesar o cloreto de sdédio;
Adicionar ao frasco e agitar até dissolver;

Esterilizar o soro em autoclave a 121 °C durante 15 minutos;
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PREPARAGAO DE TBX

O TBX (do inglés Tryptone Bile X-GLUC ) € um meio cromogénico e selectivo para o isolamento

e contagem de Eschericia coli. Este meio é constituido por:

Triptona 20 g/L;
SaisBiliares 1,5g/L;
Agar-agar 15,0 g/L;
X-glucoronideo 0,075 g/L

METODO:

1
2
3

Para um frasco com o dobro da capacidade, medir 1 L de aguadesionizada;

Pesar 36,6 g do meio TBX desidratado (fornecido);

Adicionar ao frasco e ferver o meio de cultura, em agitagéo, até que o agar esteja
dissolvido;

Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 121 °C durante 15 minutos;

Depois de autoclavar, deixar arrefecer até cerca de 50 °C;

Em esterilidade, encher placas de Petri, previamente esterilizadas com
aproximadamente 20 a 25 mL de meio de cultura (meia altura da placa);

Deixar solidificar e marcar as placas com "TBX";

Deixar a desidratar, atemperatura ambiente, em posigao invertida, pelo menos, de um

dia para o outro.

PREPARAGAO DE LB BROTH E LB AGAR

O meio LB (Luria-Bertani) € o meio tradicionalmente utilizado para crescimento e manutencao

de Escherichia coli. Ele pode ser utilizado sobre a forma de caldo (Broth) ou sobre a forma de

meio solido (agar), sendo neste caso necessario adicionar agar-agar.

O meio LB é constituido por:

Triptona 10 g/L;
Extracto de levedura 5 g/L;
Cloreto de sadio 10 g/L;

Agar-agar 15 g/L (para o meio solido)
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METODO DE PREPARAGAO DE LB BROTH
1 Para um baldo Erlenmeyer medir, 800 ml de agua desionizada;
2 Pesar o extracto de levedura, a triptona e o cloreto de sédio;
3 Adicionar ao frasco e agitar até dissolver;
4 Perfazer o volume da solugéo a 1 L, adicionando agua desionizada e agitar;
5 Transferir o meio de cultura para um frasco com o dobro da capacidade;

6 Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 121 °C durante 15 minutos;

METODO DE PREPARAGAO DE LB AGAR
1. Para um baldo Erlenmeyer medir, 800 ml de agua desionizada;
. Pesar o extracto de levedura, a triptona e o cloreto de sdédio;
. Adicionar ao frasco e agitar até dissolver;

. Adicionar 15 g de agar-agar, ferver em agitagao até que o agar esteja dissolvido;

2

3

4

5. Transferir o meio de cultura para um frasco com o dobro da capacidade;

6. Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 121 °C durante 15 minutos;

7. Depois de autoclavar, deixar o meio arrefecer até atingir cerca de 50 °C;

8. Em esterilidade, encher placas de Petri, previamente esterilizadas com
aproximadamente 20 a 25 mL de meio de cultura (meia altura da placa);

9. Deixar solidificar e marcar as placas com "LB";

10. Deixar a desidratar, a temperatura ambiente, em posicao invertida, pelo menos, de

um dia para o outro.

PREPARACAO DE LB-10x

Numa amostra natural, os fagos estdo presentes numa densidade muito baixa. Para que o seu
isolamento seja possivel, a sua concentracdo tera que ser aumentada, sendo portanto
necessario proceder previamente a sua amplificagdo. Para tal, € necessario utilizar um meio de

cultura em que as bactérias normalmente crescam, s6 que este devera estar 10x concentrado.
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Para se preparar LB-10x é necessario':
+ Triptona 100 g/L;
+ Extracto de levedura 50 g/L;
+ Cloreto de sodio 100 g/L.

METODO:
3 Para um baldo Erlenmeyer medir, 800 ml de agua desionizada;
4 Pesar o extracto de levedura, a triptona e o cloreto de sddio;
5 Adicionar ao frasco e agitar até dissolver;
6 Perfazer o volume da solugdo a 1 L, adicionando agua desionizada e agitar;
7 Transferir o meio de cultura para um frasco com o dobro da capacidade;

8 Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

PREPARACAO DE LB ToP

Para se preparar LB Top é necessario:
+ Triptona 10 g/L;
+ Extracto de levedura 5 g/L;
* Cloreto de sodio 10 g/L;
* Agar-agar 4g/L;

+ Suplemento para o Top Agar 20 ml/L (fornecido).

METODO:

Para um baldo Erlenmeyer medir, 800 ml de agua desionizada;
Pesar o extracto de levedura, a triptona e o cloreto de sédio;
Adicionar ao frasco e agitar até dissolver;

Adicionar o agar-agar;

Ferver o meio de cultura, em agitagado, até que o agar esteja dissolvido

o g A WO N -

Perfazer o volume da solugéo a 980 ml, adicionando agua desionizada e agitar;

" Apesar deste material ser fornecido ja preparado, deixa-se a referéncia & metodologia de preparagéo
para possiveis ac¢oes futuras.
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7 Transferir o meio de cultura para um frasco com o dobro da capacidade;
8 Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 121 °C durante 15 minutos;
9 Depois de autoclavar deixar arrefecer o meio de cultura até aproximadamente 50°C;

10 Em esterilidade, adicionar 20 ml do suplemento para o “LB Top”.

PREPARACAO DE TAMPAO DE CONSERVACAO
Para se preparar Tampao de conservagao € necessario:
+ NaCl 5,8 g/L;
* MgSO4=7H20 2 g/L;
« Tris-HCI (1M, pH 7,5) 50 ml/L;
+ Gelatina 2 g/L.

METODO:

Para um baldo volumétrico, medir 800 ml de agua desionizada;

Pesar o NaCl e o sulfato de magnésio e dissolver nos 800 ml de agua;
Adicionar o Tris-HCI e a gelatina;

Ferver a solugdo, em agitagao, até que a gelatina esteja dissolvida;

Perfazer o volume da solugéo até 1 L, adicionando agua desionizada e agitar;
Transferir para um frasco autoclavavel com o dobro do volume

Esterilizar a solugdo em autoclave a 121 °C durante 15 minutos;

o N o a b~ WO N -

Em esterilidade, dividir a solugéo por frascos mais pequenos, previamente

esterilizados.
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ACTIVIDADE 2. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE ESCHERICHIA COLI DE
AMOSTRAS DE AGUA

E. coli é o organismo mais comum do grupo dos coliformes fecais, sendo um dos parametros
microbioldgicos mais importantes da qualidade da agua (Dufour, 1977). A sua presenga na agua
indica que esta foi contaminada por matéria fecal proveniente do Homem ou de outros animais
homeotérmicos. Actualmente, considera-se que para a avaliagdo microbiolégica da qualidade da
agua deve usar-se a concentragdo de E. coli e ndao a de coliformes fecais. Em Portugal, a
concentragdo de E. coli presente na agua para consumo directo humano encontra-se
regulamentada pelo Decreto-Lei N° 306/2007, considerando-se que uma agua esta propria para

consumo quando ndo existe qualquer E. coli na agua.

Como foi referido, muitas estirpes de E. coli ndo sdo patogénicas para o Homem, no entanto,
como esta bactéria coexiste, muitas vezes, com bactérias patogénicas entéricas, a sua presencga

serve como indicador da presenca destas.

Sao varias as possiveis fontes de contaminagdo de cursos de agua por E. coli. As mais
problematicas sdo as fontes difusas ou ndo pontuais, como por exemplo, as descargas dos
sistemas de tratamento de aguas residuais, tanques sépticos, enxurradas ou ainda populagdes

animais naturais (An et al., 2002).

Com esta actividade, determinar-se-a se a amostra do curso de agua de onde foi recolhida, tera
sido contaminada por alguma fonte de poluigdo organica, e se podera ser consumida
directamente pelo Homem. Para tal, vamos utilizar um meio de cultura especifico, o TBX, no qual

a E. coli origina col6nias verdes.

Cada escola nao devera efectuar mais do que 3 amostras de agua, que deverao ser de cursos de
agua distintos, com o intuito de se aumentar a variabilidade das E. coli isoladas. Esta

amostragem pode ser feita por grupos de alunos distintos.
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De cada amostra de agua deve ser repicada apenas uma colonia de cor verde. Se apenas for

efectuado a amostragem de um curso de agua, deve-se repicar no maximo 3 colonias distintas

(coldnias de diferentes tonalidades de verde , forma e tamanho distintos).

Para a realizagao desta actividade sera necessario o uso de uma estufa regulavel a 37 °C. Se nao

existir, a incubagdo das placas pode ser feito a temperatura ambiente, deixando-se a incubar

sobre a bancada de trabalho, no entanto, o crescimento bacteriano podera demorar mais

tempo.

PROTOCOLO (2 horas):

1.

Num frasco estéril, recolher uma amostra de agua do meio natural para posterior analise, e

cumprindo-se as seguintes condigdes;

1.1. O frasco apenas deve ser aberto dentro de agua;

1.2. Se aamostra de agua for recolhida num local com corrente, a recolha deve ser feita
no sentido da corrente;

1.3. O frasco nao deve ficar totalmente cheio e deve ser fechado dentro de agua;

1.4. A amostra deve ser transportada refrigerada para o laboratério e analisada no prazo
maximo de 24 horas, devendo neste caso ser mantida no frigorifico.

Marcar as placas de Petri contendo o meio TBX, com as diluigdes (até -4) e o local de recolha

da amostra;

Encher tubos os de ensaio tapados e estéreis com 4,5 ml de soro fisiologico estéril;

Marcar os tubos de ensaio com os valores das diluigdes;

Adicionar ao primeiro tubo 0,5 ml da amostra de agua e agitar (Fig. 1):

5.1.  Efectuar diluigdes seriadas de 1/10 até -4, trocando sempre de pipeta entre diluicoes;

5.2.  Agitar bem, antes de passar a diluicdo seguinte;

Com uma pipeta estéril retirar 0,1 ml de cada uma das diluigdes e coloca-la no centro da

placa respectiva;
NOTA: Se neste passo partirmos da amostra mais diluida para a mais concentrada podemos usar sempre a

mesma pipeta.

Encher um fraco com alcool;
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8. Mergulhar um espalhador por alcool e esteriliza-lo a chama;
NOTA: Os espalhadores podem ser feitos com pipetas de Pasteur dobradas em L
9. Arrefecer o espalhador no interior da tampa da placa de Petri;
10. Sem destapar totalmente a placa, espalhar a amostra por toda a placa, rodando-a, até que a
amostra seja absorvida pelo agar;
11. Repetir os passos 8 a 10 com todas as diluigbes;
12. Depois de espalhar todas as amostras, coloca-las a incubar a 37 °C em posigcao invertida até
se observar crescimento bacteriano?;
13. Contar o numero de coldnias (CFU's do inglés colony-forming unit) em todas asplacas;
NOTA: S6 se devem contar as placas que contenham entre 30 e 300 CFU's.

14. Calcular os CFU/ml de amostra, utilizando a seguinte férmula:
1

CFU/ml = Numero de colonias-— 10
Dilui¢do
15. Para cada amostra de agua escolher a placa contendo a diluigdo em que se observem
coldnias individualizadas;
15.1. Todos os tipos diferentes de colénias devem ser repicadas para placas com LB Agar;
15.1.1. Dar um cédigo as diferentes coldnias repicadas. Ex: Bactéria isolada do rio
Douro a 12/02/2010 pode receber o seguinte cédigo: Douro1.02.10.
15.2. Incubar a 37 °C em posigao invertida até se observar crescimento bacteriano’;
15.3. Efectuar, até um maximo de 3 repicagens sucessivas, até se obterem coldnias de

aspecto semelhante?;

2 Aproximadamente 24 horas
8 Com forma, tamanho e aspecto semelhante.
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0,5ml

Diluicdes Seriadas 1/10
0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml

]

5,0 ml no total

10°Y

NN
®

27 colénias

Concentragao bacteriana
desconhecida: Y

10'Y 10%Y

Demasiado numeroso

Demasiado numeroso

311 colénias 3 colénias
para se contar para se contar

Figura 1. Diluicdes seriadas e contagem do numero de bactérias na placa correspondente a cada diluigéo

QUESTOES:

1. O curso(s) de agua onde recolhes-te a(s) amostra(s) de agua encontra(m)-se

contaminado(s) por uma fonte organica?

2. Que possiveis causas existem para a presenga de E. coli nesta(s) amostra(s) de agua?

3. Que possiveis efeitos pode ter a presencga de E. coli na saude publica?
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ACTIVIDADE 3. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE FAGOS PATOGENICOS
PARA E. COLI.

Desde que Anton van Leeuwenhoek desenvolveu o primeiro microscépio (Ford, 2001), algumas
das mais dramaticas alteragdes na forma de funcionamento do mundo biolégico surgiram a
partir da observacdo directa dos microrganismos presentes nas amostras ambientais. A
compreensdo da enorme diversidade e da importancia biogeoquimica das bactérias nos oceanos
ocorreu apenas a cerca de 30 anos, datando apenas de 1977 as primeiras contagens directas ao
microscopio (Hobbie et al., 1977). Dado o seu pequeno tamanho, os fagos foram o ultimo grupo
dentro dos microrganismos a ser observados directamente. A primeira contagem fiavel directa
de fagos em amostras de agua, demonstrou que eles eram o microrganismo mais abundante na
Terra (Berg et al., 1989). Com concentragdes de 10* a 10°fagos/ml, estes s&o cerca de 10 vezes
mais abundantes que as bactérias na maior parte dos ambientes aquaticos (Wommack &
Colwell, 2000; Weinbauer, 2004). Apesar dos primeiros estudos, em que se demonstrou a
ubiquidade dos fagos, terem sido efectuados em ambientes aquaticos, tem-se verificado que o

seu numero em solos e em sedimentos aquaticos € muito maior.

As técnicas moleculares e de microscopia tém sido criticas na demonstragao de que os fagos séo
um componente dindmico da ecologia microbiana, sendo capazes de ter uma influéncia
significativa na produtividade e na biologia populacional das comunidades hospedeiras. Estas
técnicas, tém ainda vindo a descrever e a circunscrever a extrema diversidade genética das

comunidades de fagos presentes no meio ambiente.

O isolamento de um fago envolve a utilizagdo de uma estirpe bacteriana especifica, que vai
funcionar como hospedeiro, sobre a qual se espalha uma amostra ambiental, como por exemplo
uma amostra de esgoto, agua, solo ou fezes. A existéncia de fagos patogénicos para a bactéria
em analise vao levar ao aparecimento de placas de lise, cada uma das quais devera ser

proveniente de um unico fago (Fig. 2).

Apesar da amostra poder possuir milhdées ou milhares de milhdes de fagos, apenas os que forem
patogénicos para a bactéria hospedeira e que sejam capazes de formar placas de lise € que vao

ser visiveis.
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Figura 2. Plagueamento de uma amostra natural contendo diferentes placas
de lise (setas — distintas placas de lise corresponderao a fagos diferentes).

Uma amostra pode possuir fagos numa concentragdo suficiente para ser plagqueada
directamente ou entdo, os fagos podem estar em concentragdes elevadas, sendo necessario
diluir a amostra antes de plaquear. No entanto, na maior parte dos casos, a sua concentracao &
tdo baixa que é necessario um passo prévio de enriquecimento, de forma a aumentar-se o seu
numero. Neste caso, a maior parte das bactérias na amostra devera ser removida, sendo
posteriormente incubada durante um ou mais dias, a temperatura ideal para a bactéria, com
nutrientes concentrados e diferentes bactérias hospedeiras. Apés a amplificacdo, a cultura
devera ser lisada com cloroférmio e uma aliquota sera plagueada com cada uma das estirpes

bacterianas utilizadas como hospedeira.

NOTA: Para este protocolo poder ser realizado, é necessario efectuar todos os dias, culturas diarias da estirpe de E. coli
B fornecida e coloca-las a incubar a 37 °C durante 3 horas. E ainda necessario, todos os dias, preparar tubos de ensaio
com LB Top.

Se néo existir uma estufa regulavel a 37 °C a incubagao das placas pode ser feito a temperatura ambiente, deixando-

se a incubar sobre a bancada de trabalho, no entanto, o crescimento bacteriano podera demorar mais tempo.
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PROTOCOLO PARA REPICAR A E. COLI B FORNECIDA (5 minutos):

1- Limpar a bancada de trabalho com alcool de desinfecgao;

2- Marcaruma placade Petri contendo LB Agar com o codigo da bactéria;

3- Levar a ansa de microbiologia ao rubro;

4- Arrefecer a ansa no agar da placa de Petri;

5- Retirar uma pequena amostra do tubo de microcentrifuga contendo a E. coli B fornecida;
6- Efecturar um riscado na placa de Petri;

7- Por a placa a incubar durante aproximadamente 24 horas numa estufa regulada a 37 °C;

8- Guardar o tubo de microcentrifuga contendo o stock de E. coli B a 4 °C.

PROTOCOLO (5 horas divididas por varios dias):

1.

10.

11.

No dia anterior ao de se efectuar o isolamento de fagos, fazer uma cultura nocturna daE.
coli fornecida em 5 ml de LB Broth e colocar a incubar 37 °C;

Fazer uma cultura diaria em 5 ml de LB Broth, a partir de uma diluicdo 1/100 da cultura
nocturna e incubar a 37 °C durante 3 horas;

Amplificagao dos fagos na amostra de agua. Para um volume final de 40 mi:

3.1. Colocar num frasco estéril 1/10 de meio LB-10x concentrado;

3.2. Adicionar 35,6 ml da amostra de agua;

3.3. Adicionar 0,4 ml da cultura diaria de E. coliB.

Incubar, durante 24 horas a 37 °C;

No dia seguinte, encher tubos de ensaio estéreis com 3 ml de LB Top e deixar a arrefecer em
banho-maria a 55 °C (durante pelo menos 30 minutos);

Fazer uma cultura liquida com a E. coli B e incubar a 37 °C durante 3 horas;

Centrifugar 1 ml da cultura bacteriana (5000 g) durante 20 minutos;

NOTA: Se néo existir centrifuga, saltar este passo.

Efectuar diluigdes seriadas do sobrenadante (até -6 ou -8) em tampao de conservagao;
Marcar as placas de Petri com as diluicdes das diferentes amostras;

Retirar os tubos do banho-maria, e agita-los, arrefecendo-os até que se possam segurar na
mé&o durante uns segundos;

Adicionar a cada tubo de LB Top 0,1 ml de cultura bacteriana em fase exponencial de

crescimento;
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

Adicionar a cada tubo de LB Top com a respectiva bactéria, 0,1 ml da respectiva diluicdo da

amostra;

Assepticamente, plaquear os tubos contendo o LB Top com a bactéria e o fago na respectiva

placa de Petri;

Deixar as placas a incubar a temperatura ambiente até que o agar solidifique;

Incubar a 37 °C, em posigao invertida durante 24 horas;

No dia seguinte, encher tubos de ensaio estéreis com 3 ml de LB Top e deixar a arrefecer em

banho-maria a 55 °C (durante pelo menos 30 minutos);

Verificar a diluicdo onde se obtiveram placas de lise;

3.4. Dar um codigo as diferentes placas de lise isoladas.

Proceder a purificagdo das placas de lise:

18.1. Enchertubos de microcentrifuga estéreis com 0,5 ml de tampéo de conservagao;

18.2. Numa placa onde se observem placas de lise individualizadas, retirar, com uma pipeta
de 10 ml estéril as diferentes placas de lise, para os diferentes tubos de
microcentrifuga (no maximo 3 placas de lise distintas);

18.3. Pér os tubos de microcentrifuga a incubar a 37°C durante 2 horas;

NOTA: Se nédo existir estufa regulavel para esta temperatura, deixar a 4 °C ou sobre a bancada de trabalho, em

obscuridade, até ao dia seguinte.

Apobs o periodo de incubacgao, fazer diluigdes seriadas das diferentes amostras de fagos (até -
8);

Repetir os passos 10 a 16;

Apbs 24 h de incubagao, verificar a diluicido em que se observam placas de lise
individualizadas;

Repetir os passos 19 a 21 mais duas vezes, até que todas as placas de lise, presentes na placa
sejam uniformes;

Retirar 3 a 4 placas de lise, repetindo os passos 19.2 a 21;

QUESTOES:
1. Qual a importancia de se utilizar uma estirpe bacteriana especifica para o isolamento

dos fagos?
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2. Qual a importancia de se usar diferentes estirpes pertencentes a mesma espécie
bacteriana no isolamento fagico?
3. Se quisermos isolar um Vibrio parahaemolyticus, bactéria responsavel por enterites no

Homem, que tipo de amostras se deve analisar?

ACTIVIDADE 4. “HOST RANGE” DOS FAGOS ISOLADOS

O conjunto de géneros, espécies e estirpes bacterianas que um fago é capaz de infectar, designa-
se “Host Range” ou painel de hospedeiros, sendo uma das caracteristicas bioldgicas desse fago.
Varios factores, como o encobrimento dos receptores de ligagédo do fago na parede bacteriana
ou a presencga de enzimas de restricdo na bactéria, afectam a injecgdo do material genético do
fago, e consequentemente a eficiéncia de infecgdo (EOP — Efficiency of Plating). O EOP é dado
pela razéo entre a concentragéo do fago numa determinada estirpe e a concentragdo maxima
observada em qualquer estirpe bacteriana. Esta razdo pode variar significativamente de acordo

com varios factores.

Alguns fagos patogénicos para Pseudomonas aeruginosa (bactéria patogénica para o Homem,
que consegue sobreviver em meios naturais — rios e mar — ou artificiais — proteses) apresentam
um extenso painel de hospedeiros (Kutter, 2008), afectando todas as pseudomonas
fluorescentes (Kellm & Warren, 1971) e salmonelas (Kuhn et al., 2002). No entanto, outros fagos
patogénicos para as Pseudomonas spp. apresentam um painel de hospedeiros muito limitado

(Bigbi & Kropinsky, 1989).

Muitos fagos, como por exemplo, T4, apresentam em condi¢gdes Optimas de crescimento, uma
eficiéncia de plaqueamento de 100%, ou seja, cada fago liga-se a uma bactéria hospedeira,
injecta o seu material genético na bactéria, originando uma placa de lise em meio de cultura
solido. No entanto, factores como a especificidade da bactéria hospedeira, podem afectar a
eficiéncia de plaqueamento, dai a importancia da determinagédo do EOP em varias bactérias

hospedeiras.
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NOTA: Para este protocolo poder ser realizado, é necessario efectuar uma cultura diaria das estirpes de E. coli B

fornecida e das E. coli isoladas na Actividade 2, coloca-las a incubar a 37 °C durante 3 horas.

Se nao existir uma estufa regulavel a 37 °C a incubagéo das placas pode ser feito a temperatura ambiente, deixando-

se a incubar sobre a bancada de trabalho, no entanto, o crescimento bacteriano podera demorar mais tempo.

PROTOCOLO (1 hora):

1
2

Encher tubos de ensaio estéreis com 5 ml de TSB;

Fazer uma cultura liquida com as bactérias em teste e pd-las a incubar a 37 °C até
atingirem metade da fase exponencial de crescimento (verificar por densidade 6ptica);
Encher tubos de ensaio estéreis com 3 ml de "LB Top" e deixar a arrefecer em banho-
maria a 55 °C;

Fazer diluigdes seriadas 1/10 dos diferentes fagos em Tampéao de conservagao;

Marcar as placas de Petri com o cédigo das bactérias, dos fagos e respectivas diluigbes;
Retirar os tubos do banho-maria, e agita-los, arrefecendo-os até que se possam segurar
na mao durante uns segundos

Adicionar a cada tubo de "LB Top" 0,1 ml de cultura bacteriana em fase exponencial de
crescimento;

Adicionar a cada tubo de "LB Top" com a respectiva bactéria, 0,1 ml da respectiva diluicio
do fago

Assepticamente, plaquear os tubos contendo o "LB Top" com a bactéria e o fago na

respectiva placa de Petri;

10 Deixaras placas aincubaratemperatura ambiente até que o Top agar solidifique;

11 Incubar a 37 °C em posicao invertida durante 24 horas;

12 Ver qual é o fago que atinge o maior nimero de estirpes bacterianas, e o que se encontra

em maior concentragao.
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QUESTOES:
1. Qual a importancia de se fazer um “Host Range” dos fagos isolados?

2. “O desenvolvimento de uma colecgdo bacteriana com varias centenas de estirpes
pertencentes a mesma espécie, € essencial na escolha de um fago para ser utilizado em
fagoterapia.” Comente a afirmagao anterior.

3. Para o desenvolvimento de um produto terapéutico de origem fagica, sera necessario um

ou varios fagos?

QUESTOES GERAIS POSTERIORES:

1. Ousodefagos paratratamento de doencgas de etiologia bacteriana pode seguiro mesmo
percurso do uso de antibidticos?

2. Quais as grandes vantagens do uso de fagos quando comparado com o uso de
antibioticos?

3. Existem desvantagens no uso de fagos para o tratamento de doengas de etiologia
bacteriana?

4. Os fagos podem ser utilizados para o tratamento de infecgdes bacterianas multiplas?

5. Para além da fagoterapia, em que outras situagdes se poderéo utilizar os fagos?

6. Os fagos podem ser utilizados como “magic bullet” e substituir totalmente o uso de

antibiéticos?
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