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E QUANDO OS ANTIBIOTICOS NAO FUNCIONAM?
ACTIVIDADES COMPLEMENTARES

1 MATERIAL & METODOS

Para a realizagdo das actividades suplementares devera ser utilizada a Escherichia coli B
fornecida. O restante material tera de ser garantido pelas escolas.
Os reagentes a utilizar nas actividades de apoio sdo idénticos ao das actividades gerais. No
entanto, é necessario que as escolas possuam ou tenham acesso a um autoclave e a um
espectrofotometro.
Antes de efectuar cada uma das actividades, deve ler-se atentamente o protocolo da respectiva
actividade para que se saiba:

1. A quantidade de material a utilizar (placas, tubos);
A quantidade de meios e reagentes necessarios para a realizar;
O que fazer nos diferentes passos;

Tirar duvidas antes de o realizar;

a > 0N

Limpar a bancada de trabalho com alcool de desinfecg&o, antes de iniciar cada

actividade.

Neste material de apoio sdo propostas duas actividades suplementares:
A. Curva de crescimento de E. coli em LB;

B. Cinética de um fago.

Com estas actividades pretende-se dar uma viséao mais completa do tema ja que apesar de ndo
se terem proposto como actividades gerais, elas sdo fundamentais para a realizagdo de um
trabalho com fagos, uma vez que estao relacionadas com os fundamentos bioldgicos do sistema

bactéria-fago.
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Na Actividade Suplementar A “Curva de crescimento de E. coli em LB’ realizar-se-a a curva de
crescimento de E. coli. Este passo € muito importante num sistema fagico. De uma maneira
geral, os fagos infectam bactérias que se encontram numa fase exponencial de crescimento, pois
é nesta fase de crescimento bacteriano que toda a maquinaria enzimatica da bactéria necessaria
a replicagdo dos fagos esta em pleno funcionamento. Para além disto, e de uma maneira geral,
esta fase so6 ocorre em locais ricos em nutrientes, garantindo-se assim que a progenia fagica vai
encontrar outras células para se multiplicar. No entanto, existem fagos que s6 infectam bactérias
em fase estacionaria, portanto a compreensédo e conhecimento de cada uma das fases de
crescimento bacteriano € essencial quando se trabalha com fagos.

Esta actividade devera ser efectuada logo apds a Actividade 2 “Isolamento e purificagéo de

Escherichia coli de amostras de agua”.

A Actividade Suplementar B “Cinética de um fago” devera ser a Ultima actividade a efectuar,

logo apo6s a Actividade 4 ““Host Range” dos fagos isolados”. Com esta actividade vai-se estudar
o crescimento de um fago numa cultura bacteriana, determinando-se a taxa de multiplicagéo
(“Burst size”) e o periodo de laténcia, ou seja, o tempo que vai desde a infecgéo até ao momento
em que os novos fagos comegam a ser libertados para o meio ambiente. Com esta actividade
vai-se ainda determinar e compreender a importancia da multiplicidade de infecgdo (MOI, do
inglés Multiplicity Of Infection), que é a razdo entre o niumero de fagos e o numero de bactérias
numa determinada experiéncia de infecgdo. Este parametro é muito importante para um

tratamento fagico eficiente, ja que pretendemos um baixo MOI.
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ACTIVIDADE SUPLEMENTAR A. CURVA DE CRESCIMENTO DE E. COLI EM LB

O crescimento bacteriano resulta da divisdo de uma bactéria em duas células filhas por um
processo conhecido por divisdo binaria. Se ndo ocorrer qualquer mutagao durante a divisao, as
duas células filhas sdo geneticamente idénticas a bactéria original. Se aquelas sobreviverem
(situacdo que nem sempre acontece), a populagao bacteriana entra numa fase de crescimento
exponencial, em que o tamanho da populacao duplica a intervalos regulares. A contagem do
numero de bactérias numa cultura em meio liquido pode ser feito por métodos directos, como a
microscopia e a citometria de fluxo, ou por

métodos indirectos como a contagem do

P

numero de coldnias, a técnica do numero

Acelerado
do crescimento

mais provavel e a densidade Optica,

Desacelaramento

Crescimento
Crescimento
Exponencial
Fase estacio,
Morte
Acelerada
Fase de
Dechhio

Lag

existindo modelos matematicos que

_1
1

relacionam varias destas medidas e os
conhecimentos tedricos existentes.

Uma curva de crescimento bacteriano é
especifica para uma determinada estirpe

em determinadas condigdes ambientais.

Nnimero de Microrganisaos (log)

No entanto, em todas elas se observam 4

fases distintas (Fig. 1):

a) Fase de laténcia ou fase lag;

Fase exponencial ou logaritmica;

c) Fase estacionaria; Tempo
) Fase de declinio.

Figura 1. Diferentes fases de crescimento de uma cultura

bacteriana.
Muitos dos trabalhos em microbiologia, principalmente os trabalhos com fagos a realizar nas
proximas actividades, exigem o conhecimento da fase exponencial de crescimento.
Durante a fase de crescimento exponencial (ou logaritmico), uma cultura bacteriana reage como
uma reacg¢ao quimica de primeiro grau, isto €, o aumento do numero de bactérias € proporcional

ao seu numero num determinado momento.
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A constante de proporcionalidade p, mede a taxa de crescimento bacteriano e é conhecida como
constante de crescimento.

O valor de p pode ser determinado a partir da seguinte equagéao (A):

log,, N —log,, N, )- 2,303
o= " (4)

t—t,

em que:
M € a constante de crescimento;
N € o niumero de unidades formadoras de colénias no tempo t;

No € o niumero de unidades formadoras de colénias no tempo to

Esta equagao mostra-nos que a constante de crescimento (4) pode ser calculada se determinar-

mos o aumento do numero de bactérias ao longo de um periodo de tempo.

O tempo de geragéao ou duplicagao (g) € o tempo médio necessario para que ocorra a formagao
de 2 células filhas a partir de uma célula mae. Este valor é calculado a partir da seguinte equagao

(B):

(IOglo N —log,, N,

(B)

gl
log,,2
em que:

g é o tempo de geragao ou duplicagéo
N € o numero de unidades formadoras de coldnias no tempo t;

No € o niumero de unidades formadoras de colénias no tempo to
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M e g estdo relacionados um com o outro, segundo a seguinte equagéao (C):

In2

NOTA: Para se efectuar um curva de crescimento bacteriano com o menor nimero de erros possivel e sem grandes
confusdes, tudo devera ser preparado previamente. As curvas de crescimento de bactérias devem ser iniciadas o mais
cedo possivel. O intervalo de tempo a que se devem fazer medigdes varia de acordo com a bactéria em estudo,
devendo-se ter particular atengéo aos pontos de inflexdo da curva, ou seja, da passagem da fase lag para a fase de
crescimento exponencial e desta para a fase de laténcia.

Se nao existir uma estufa regulavel a 37 °C a incubagédo das placas pode ser feita a temperatura ambiente, deixando-se
a incubar sobre a bancada de trabalho. No entanto, o crescimento bacteriano devera demorar mais tempo.

A medida que se vao lendo as densidades dpticas da cultura, deve-se ir fazendo o grafico da densidade 6ptica com o
tempo para se poder ir verificando em que fase nos encontramos.

Em caso de duvida sobre a técnica do espalhamento em superficie, consultar o protocolo da Actividade 2 — Isolamento
e purificagdo de E. coli de amostras de agua.

PROTOCOLO (4 a 5 horas):

1. No dia anterior ao de se efectuar a curva de crescimento, fazer, com uma colénia reavivada
da amostra de E. coli B enviada, uma cultura nocturna em 5 ml de LB Broth e colocar a
incubar a 37 °C;

2. Marcar placas de Petri contendo LB Agar e preparar os tubos para as diluicbes, enchendo-os
com 4,5 ml de LB Broth;

3. Apébs o periodo de crescimento nocturno, retirar 1 ml da cultura bacteriana para uma cuvete
de espectrofotometro e medir a densidade 6ptica (OD, do inglés Optical Density) da cultura
nocturna (600 nm);

4. Fazer uma diluigdo 1/100 da cultura nocturna em 50 ml de meio LB Broth e agitar bem;

5. Retirar 1 mlda cultura bacteriana para uma cuvete de espectrofotdmetro e medira OD a 600
nm (tempo zero);

6. Retirar 0,5 ml da cultura bacteriana e efectuar diluicdes seriadas até -8 nos tubos deensaio;

7. Fazer o espalhamento em superficie de 0,1 ml de cada uma das diluicbes em duplicado;

8. Repetir os passos 4-6 a cada 20 minutos, até se atingir a fase de laténcia (aproximadamente
4 a 5 horas):
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12.

13.
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Nas pontos de inflexao da curva, diminuir o tempo de amostragem para 5 minutos;
Por as placas de Petri a incubar, durante 24 horas, em posigéo invertida a 37 °C.;
Apos o periodo de incubagao, contar o niumero de coldnias e calcular os CFU/ml para os

diferentes pontos de amostragem de acordo com a seguinte féormula (D):

1
CFU/ml = Numero de colonias-— 10 (D)

Dilui¢cdo

Fazer o grafico da variagéo da densidade 6ptica e dos CFU/mI com o tempo:

12.1. O grafico devera possuir dois eixos de Y com escala diferente; o da densidade optica
que tera uma escala linear, e o da variagdo dos CFU/mI que tera uma escala semi-
logaritmica. O eixo dos X tem uma escala linear e € o eixo do tempo.

Calcular a constante de crescimento e o tempo de geragédo de acordo com as formulas A, B

ou C.

QUESTOES:
1. Qual a constante de crescimento e o tempo de duplicagédo da cultura bacteriana?
2. Que implicagdes tem para a saude publica, uma bactéria de crescimento rapido?
3. O que acontecera as bactérias de origem humana quando sao colocadas num ambiente
como o marinho?
3.1. Qual o principal pardmetro responsavel por esta situagéo?

3.2. Sera que todas se vao comportar da mesma forma?
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ACTIVIDADE SUPLEMENTAR B. CINETICA DE UM FAGO

Em cultura, a infecgdo de uma bactéria por um fago pode ser dividido em varios passos
sequenciais:
(i) Coliséo do fago com a bactéria susceptivel;
i) ligagdo do fago a bactéria;
i) injeccdo do acido nucleico do fago nabactéria;
iv) periodo de eclipse, durante o qual as proteinas e os acidos nucleicos do fago séo
sintetizados;
(v) periodo post-eclipse durante o qual as particulas fagicas amadurecem;
(vi) libertagdo dos fagos;

(vii) difusdo dos novos fagos e procura de novas bactérias para infectar.

Desde os primeiros estudos

efectuados por Félix d’Herelle

(1926), as interacgdes entre os Plaqueamento apds
. n a adicdo de

fagos e os seus hospedeiros tém clorofdrmio™_

8
sido estudadas com base na e Plaqueamento directo “Burst

< PR
€k » : Re i Size
single-step growth curve’ (Fig. 5 | Perfodode

a. Eclipse
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dois parametros biolégicos mais / !

. Periodo de laténcia
importantes no estudo das 4

7~~~ ~ Fagos ndo absorvidos
/

i
I
fago (Ellis & Delbriick, 1939). Os i
i
|

interacgbes de um fago com o

Tempo ap6s infecgdo

seu hospedeiro, sdo o periodo
P P Figura 2. Cinética de um fago com base na “Single step growth

de laténcia e o periodo de curve” (adaptado de Guttman et al., 2005).

eclipse. O periodo de eclipse é o

intervalo de tempo que vai do momento de infecgdo até ao momento em que particulas fagicas
capazes de infectar novas bactérias sdo produzidas no interior da célula hospedeira. O periodo
de laténcia € o intervalo de tempo que vai do momento em que se da a infecgéo (fase ii e iii) até

ao momento da libertagdo de novas particulas fagicas para o meio ambiente (fase vi).
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Na “single-step growth curve”, os fagos sdo misturados com a bactéria hospedeira a uma baixa
multiplicidade de infecgéo (0,1 a 1 fago/bactéria) (Multiplicity Of Infection - MOI). O volume de

fago a adicionar a cultura bacteriana para efectuar esta técnica, é dado pela seguinte formula

(E):

em que:
Vs é o volume de fagos a adicionar a cultura bacteriana (em ml);
V¢ é o volume total da cultura (em ml);
MOI é a multiplicidade de infecgcdo que pretendemos utilizar;
C» € a concentragao bacteriana na cultura no momento da infecgdo (em CFU/ml);

Cr é a concentragao da amostra de fagos que vamos utilizar na infecgdo (em PFU/ml).

A intervalos de tempo pré-determinados, a amostra é plaqueada para se determinar os centros
de infecgdo. Um centro de infecgdo resulta de uma Unica particula fagica ou de uma célula
bacteriana infectada que sofre lise, libertando os fagos para o meio, originando-se assim uma
placa de lise.

De um modo geral, inicialmente o nimero de placas de lise mantém-se constante (periodo de
laténcia), findo o qual este nimero aumenta exponencialmente, estabilizando num valor muitas
vezes superior ao inicial. A razao entre o numero de placas de lise antes e depois do processo de
infecgdo chama-se “burst size”.

O “burst size” e o periodo de laténcia sdo caracteristicos de cada fago sobre determinadas
condicdes, podendo ser afectados pela estirpe hospedeira, meio de cultura e temperatura de

crescimento.
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Como foi referido, para além do periodo de laténcia, na curva da cinética de um fago temos que
considerar ainda o periodo de eclipse, que foi inicialmente descrito por Doermann (1953). Se
durante este periodo, as bactérias forem lisadas a diferentes intervalos de tempo apds a
infecgao, verifica-se que, até certo momento, os fagos parecem ter desaparecido. O periodo de
eclipse foi um mistério até que a natureza dos fagos e do seu processo de infecgao ter sido
compreendido. Verificou-se entdo que, durante este periodo, ndo estavam presentes fagos no
interior das bactérias infectadas, estando apenas presente o seu acido nucleico. Com base nestes
e noutros dados, deduziu-se que durante o periodo de eclipse ocorria a sintese do acido nucleico
e das proteinas que vao constituir os novos fagos. Se durante o periodo de eclipse se provocar,
com auxilio de cloroférmio, a lise da cultura bacteriana e uma amostra desta for plaqueada, vai
conseguir-se determinar o periodo de eclipse e subsequente sintese intracelular de novas

particulas fagicas.

Como se pode ver, o processo de infecgao e multiplicagdo dos fagos envolve uma série de passos
muito bem programados (Fig. 3). A eficiéncia, sincronizagdo e outros aspectos deste processo
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Figura 3. Diagrama do processo de infecgio do fago T4 (adaptado de Mathews et al., 1983). ambiente.
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PROTOCOLO (4 a 5 horas):

1.

Escolher o fago que originou o melhor “Host Range” na Actividade 4 - “Host Range” dos
fagos isolados;

No dia anterior a realizar-se a cinética do fago, a partir de uma colonia bacteriana fazer
uma cultura nocturna com a E. coli B fornecida em 5 ml de meio LB e colocar a incubar a

37 °C durante a noite;

NOTA: Se nao existir uma estufa regulavel a 37 °C 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.

No dia seguinte, medir OD da cultura nocturna (600 nm);

Fazer uma cultura diaria em 10 ml de LB, a partir de uma diluicdo 1/100 da cultura
nocturna (cultura A);

Encher tubos de ensaio estéreis com 3 ml de LB Top e deixar arrefecer em banho-maria a
55 °C (durante pelo menos 30 minutos);

Colocar 0,1 ml de formol em tubos de ensaio estéreis;

Marcar as placas de Petri com as diferentes diluicdes bacterianas e de fagos para os
diferentes intervalos de tempo.

Calcular o volume de fago (férmula E) a adicionar-se a cultura bacteriana de modo a ter-

se um MOl de 0,1;
NOTA: O Calculo do MOI deve ser feito para a concentragdo da cultura bacteriana em fase lag.

Fazer uma cultura diaria em 50 ml de LB Broth, a partir de uma diluicdo 1/100 da cultura

nocturna (cultura B);

10. Adicionar, a cultura B, o volume de fago previamente calculado:

a. Agitar bem a cultura;

b. Retirar, para uma cuvete de espectrofotometro, 1 ml da cultura e medir a OD a
600 nm (tempo zero);

c. Retirar 0,5 ml da cultura e colocar no tubo com cloroférmio, agitar bem e fazer
diluicdes seriadas 1/10 até -8 em tampé&o de conservacéo;

d. Colocar 0,1 ml da cultura A em 8 tubos com LB Top e 0,1 ml de cada uma das
diluicbes de fagos e plaquear;

NOTA: Em caso de duvida sobre a técnica do plaqueamento de fagos, consultar o protocolo da
Actividade 4 — Isolamento e purificagédo de fagos patogénicos para E. coli B.
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11. Retirar 0,5 ml da cultura, colocar num tubo estéril, e fazer diluicdes seriadas 1/10 até -8
em soro fisiolégico, mantendo-os posteriormente emgelo;
a. Fazer o espalhamento em superficie de 0,1 ml de cada uma dasdiluigcoes;

NOTA: Em caso de duvida sobre a técnica do espalhamento em superficie, consultar o protocolo da

Actividade 2 — Isolamento e purificagao de E. coli de amostras de agua.

12. Repetir o ponto 10 e 11 a cada 15 minutos;

13. Por as placas de Petri a incubar, durante 24 horas, em posicdo invertida a 37 °C;

NOTA: Se nao existir uma estufa regulavel a 37 °C a incubagido 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.

14. Apos o periodo de incubagédo, contar o nimero de coldnias e calcular os CFU/ml para os
diferentes pontos de amostragem;
15. Apds o periodo de incubacdo, contar o niUmero de placas de lise e calcular os PFU/ml para

os diferentes pontos de amostragem:

1
PFU / ml = Numero de placas de lise - ——————-10 (F)
Diluicdo

16. Fazer o grafico da variagdo da densidade optica, dos CFU/ml e PFU/mI com o tempo:
a. O grafico devera possuir 2 curvas distintas, uma para os CFU/ml (sobreviventes
bacterianos) e PFU/mI. Ele devera ter dois eixos de Y com escala diferente; o da
densidade 6ptica que tera uma escala linear, e o da variagao dos CFU/ml tera uma

escala semi-logaritmica. O eixo dos X tem uma escala linear e é o eixo do tempo.

QUESTOES:
1. Qual a importancia do estudo da cinética de umfago?
2. Verificou-se o aumento do nimero de sobreviventes bacterianos com o tempo?
2.1. Qual a razao para isso?
3. O que poderia explicar o aumento do nimero de sobreviventes bacterianos?
3.1. Que medidas se poderiam tomar para evitar o aumento do nimero de

sobreviventes bacterianos?
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QUESTOES GERAIS FINAIS:
1. Sera que um fago isolado para E. coli pode ser usado contra outra espécie bacteriana?
1.1. Justifique a sua resposta.
2. Sera que as bactérias sdo capazes de desenvolver resisténcia aos fagos?
2.1. Justifique a sua resposta.
2.2. Se as bactérias forem capazes de desenvolver resisténcia aos fagos, sera que estes
podem ser utilizados da mesma forma que os antibiéticos?
2.3. Se o desenvolvimento de resisténcias for possivel, que medidas se deverdo tomar
para as limitar?
2.3.1. Que passos se devem tomar para ultrapassar o desenvolvimento de
resisténcias?
3. Neste trabalho, falamos da aplicagéo de fagos para o tratamento de doengas. No

entanto, que papel podem eles ter no meio ambiente, em particular nos oceanos?
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