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RESUMO

Osbacteriéfagos, entidades replicativas dependentes de bactérias, realizam seu ciclo replicativo
dentro dessas células hospedeiras. Desde sua descoberta, a utilizacao dos bacteriéfagos
foi inicialmente incentivada, porém, posteriormente, desestimulado, sobretudo devido a
predominancia do uso e comércio de biocontroladores quimicos. Nos ultimos anos, novas
pesquisas tém demonstrado as aplicacdes biotecnolégicas promissoras dos bacteriéfagos,
particularmente em relacdo ao biocontrole de bactérias patogénicas. A capacidade litica
de certos bacteriéfagos, revela um potencial no biocontrole de bactérias patogénicas em
diferentes matrizes. Por outro lado, a transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre
diferentes grupos bacterianos, mediada por bacteriéfagos com capacidade lisogénica,
enfatiza a necessidade da compreensao acerca dos fagos envolvidos e dos genes de resisténcia
predominantes em diversas matrizes ambientais. A resisténcia bacteriana, quando nao
controlada adequadamente, pode ter repercussdes significativas no ambito de saude Unica,
afetando a saide animal e humana e potencialmente circulando e contaminando o ambiente.
Este capitulo oferece uma andlise aprofundada desses tépicos, destacando aimportancia critica
da pesquisa e aplicacdo responsavel dos bacteriéfagos na busca por solugdes biotecnolégicas.
Palavras-chave: Ferramentas biotecnoldgicas. Biocontrole bacteriano. Genes de resisténcia a
antimicrobianos. Transferéncia horizontal de genes.

INTRODUCAO

Os bacteriéfagos ou fagos sao virus que infectam bactérias, sendo os organismos
mais abundantes do mundo, com aproximadamente 103' particulas existentes. Apesar de sua
descoberta em 1917 por Félix d’Herelle, os bacteriéfagos tém grande potencial em diversas
aplicacdes, como terapia fagica, quebra de biofilmes, transporte de genes, desenvolvimento
de vacinas, biocontrole alimentar e tratamento ambiental (Hussain et al., 2023; Strathdee et
al., 2023).

Abiotecnologiaem constante evolucdo trazinovagdes promissoras, com os bacteriéfagos
se destacando como ferramentas versateis na promocdo da salde Unica, sendo um campo de
amplo interesse para pesquisa e desenvolvimento (Rogovski et al., 2021; Schenberg, 2010).

Assim, os bacteriéfagos podem ser utilizados para o biocontrole de bactérias patogénicas
em infec¢des nosocomiais, podendo ser utilizado em diversas vias e superficies bidticas ou
abidticas, sendo de extrema importancia em situagdes que as terapias convencionais possuem
pouca eficdcia. Além do desenvolvimento de métodos de diagndstico bacteriano, ja que
possuem especificidade e sensibilidade na deteccdao de bactérias patogénicas, agilizando o
diagnosticos e tratamentos eficazes (D’Accolti et al., 2021; Poluri et al., 2021).

Os bacteriéfagos tém potencial na producdo de antigenos e vacinas, na biorremediagao
ambiental para melhorar a qualidade da dgua e do solo, e na regulacdo de microbiomas
humanos e ambientais. Seu extenso potencial destaca a importancia de estudos, abordagens
e regulamentagdes para otimizar sua utilizacao biotecnolégica (Guerin & Hill, 2020).
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Além disso, os bacteriéfagos sdo relevantes na produgdo de antigenos e vacinas mais
especificas, na biorremediacao para melhorar a qualidade da dgua e do solo, e na regulagcdo
dos microbiomas humanos e ambientais. Seu potencial terapéutico se destaca na luta contra
patégenos resistentes a antibiéticos, oferecendo alternativas eficazes de tratamento (Gordillo
Altamirano et al., 2022; Oduor et al., 2020).

Outra aplicacdo promissora envolve o uso de fagos-display, que permite a identificacao
de farmacos peptidicos eficientes, com afinidade e especificidade para alvos especificos,
sendo Uteis no diagndéstico de tumores e doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer (Saw
& Song, 2019; Zhang et al., 2022).

Os bacteriéfagos possuem a capacidade de serem facilmente conjugados ou
geneticamente modificados (Peltomaa et al., 2016). A padronizagao do cultivo e purificagdo de
bacteriéfagos em laboratérios envolvidos na produgdo de bacteriéfagos para a terapia fagica de
acesso expandido pode desempenhar um papel fundamental na reintroducao da terapia fagica
na medicina ocidental (Luong et al., 2020). No entanto, o uso de bacteriéfagos no controle
de doencas demanda um conhecimento minucioso de sua composicdo genética, devido a
necessidade de compreender a estrutura gendmica dos bacteriéfagos, o que é essencial para
garantir sua eficdcia terapéutica e evitar potenciais efeitos adversos (Castillo & Middelboe,
2016).

Bactérias resistentes encontradas em reservatérios humanos, animais e ambientes tém
o potencial de se espalhar local e globalmente. O resistoma, que representa a colecdo de
genes de resisténcia antimicrobiana (ARGs) em um ambiente especifico, desempenha um
papel crucial na disseminacdo da resisténcia. Muitos estudos se concentraram em patégenos
altamente resistentes a medicamentos, como K/ebsiella pneumoniae, Escherichia coli e
outros, que foram identificados em diferentes reservatérios microbianos. A disseminagdo da
resisténcia pode ocorrer de vdrias maneiras, incluindo a transmissdo de ARGs em diferentes
matrizes. Animais de produgdo também desempenham um papel na disseminacao de ARGs,
principalmente devido ao uso de antibiéticos na agricultura. Ambientes poluidos, como aqueles
contaminados com metais pesados, também contribuem para a resisténcia antimicrobiana.
A interacdo entre diferentes ambientes, como hospitais e esta¢cdes de tratamento de dguas
residuais, é crucial na disseminacdo de ARGs. Portanto, a compreensdo dessas dinamicas é
essencial na gestdo da resisténcia antimicrobiana, considerando a abordagem de Sadde Unica,
com os bacteriéfagos desempenhando um papel fundamental na distribuicdo de genes de
resisténcia entre diferentes grupos bacterianos e ambientes, afetando potencialmente a satde
humana e animal (Despotovic et al., 2023; Ngoi et al., 2021).

Este capitulo consiste em uma revisao abrangente da literatura, abordando o papel da
bioprospeccdo de bacteriéfagos, explorando suas interagdes no contexto do controle efetivo

de microrganismos e no desenvolvimento da resisténcia bacteriana.
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ATIVIDADES BIOTECNOLOGICAS DE BACTERIOFAGOS EM BIOCONTRO-
LE

Os bacteriéfagos tém grande potencial biotecnolégico, em grande parte devido a
sua notavel especificidade na infeccdo de patdgenos bacterianos. Caracteristicas adicionais
como coevolugcdo com os hospedeiros, onde esses ajudam a preservar linhagens bacterianas,
enquanto fagos resistentes ameacam essas novas cepas bacterianas evidenciam esse potencial
(Labrie et al., 2010). Os fagos também possuem enzimas capazes de remover componentes
importantes e fatores de viruléncia das paredes celulares bacterianas (Klumpp et al., 2023).

O potencial biotecnolégico dos fagos é observado a partir destas caracteristicas do
seu mecanismo de acdo frente as bactérias hospedeiras. Neste sentido, a adsor¢do a bactéria
é um dos eventos mais bem estudados, ja que existem proteinas especificas originadas da
cauda dos fagos que se ligam aos receptores presentes nas células bacterianas, denominadas
Recepror Binding Proteins (RBPs), identificadas como fibras da cauda (TFs) ou espiculas da
cauda (TSPs) (Klumpp et al., 2023).

Inicialmente, a adsorcao do fago ocorre através da ligacdo da RBP ao receptor bacteriano
por um processo reversivel. Como exemplo, o fago Enterobacteria T4 utiliza sua proteina de
fibra da cauda denominada gp37, a qual tem sua conformacdo modificada para se ligar aos
receptores da superficie bacteriana de £scherichia coli. Na segunda etapa, a ligacdo passa a
ser irreversivel, onde para o fago T4, a proteina gpl2 liga-se aos lipopolissacarideos da parede
celular de £ co/ie a contracdo da cauda injeta o material genético viral (Elois et al., 2023).

A aplicacdo dos fagos demonstra potencial em uma variedade de areas, destacando-se
os setores alimentar, agricola e clinico, conforme sera detalhadamente explorado nas secdes
subsequentes e ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Potenciais aplicacdes de bacteriéfagos em biocontrole, nos setores de industria agricola, alimenticia e
na clinica humana e veterindria.
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A atividade antibacteriana inerente aos bacteri6fagos é aplicada no controle da
contaminacdo bacteriana em cultivos alimentares, superficies (fomites), plantas, dgua e
em diversas outras areas (Bai et al., 2016; Jensen et al., 2015; Jones et al., 2007; Jun et al.,
2016). Devido a crescente preocupagdo com a seguranca alimentar e o desenvolvimento de
resisténcia aos antibidticos, os bacteriéfagos estao se tornando cada vez mais uma opgao
vidvel na preservacao de alimentos (Kumar et al., 2020).

Com base nisso, diversos produtos baseados em bacteriéfagos tém recebido aprovacao
na inddstria de alimentos. Entre esses produtos estdo o ListShield (Intralytix, Inc., Baltimore,
MD, EUA), EcoShield (Intralytix), Listex P100 (Micreos Food Safety, Wageningen, Paises Baixos)
e SalmoFresh (Intralytix). Estes, consistem em coquetéis de bacteriéfagos ou bacteriéfagos
de espécies individuais que visam bactérias especificas, como Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7, L. monocytogenes e Salmonella sp., respectivamente (Sharma,
2013). Tais produtos a base de fagos sdo destinados a aplicacdo direta em alimentos, em
especial queijos e carnes, devido aos riscos minimos a satde humana associados ao produto
e efetividade como controladores de infeccao bacteriana nos produtos (Sharma, 2013).

O reconhecimento da eficécia do uso de bacteriéfagos como biocontroladores rendeu-
lhes a possibilidade de aplicacdo em outros setores da industria, como a agricultura. Assim,
jd sdo encontrados produtos disponiveis comercialmente, como formulacdes da Agriphage
para infeccdes de Xanthomonas campestris em tomates, CUSTUS®YRS para o controle de
Yersinia ruckersna aquicultura, Biolyse®-PB para FPectobacterium sp. em batatas e Staphage
Lysate (SPL)® para infeccdes de Staphy/ococcus aureus em caes (Liu et al., 2022; Obradovic
et al., 2005; Solomon et al., 2016; Wagemans et al., 2022). No entanto, a disponibilidade e
aprovacao desses produtos variam conforme as regulamentagdes de cada pais, o que significa
que seu uso como agentes de biocontrole reconhecidos pode ndo necessariamente resultar em
aprovagao para comercializacao em todas as nacdes.

Além do uso de bacteriéfagos integros, o uso de endolisinas provenientes dos mesmos
pode ser aplicado no controle de espécies bacterianas inibindo o crescimento bacteriano, tém
apresentado resultados promissores na preservagdo de (Garcia et al., 2010; H. Zhang et al.,
2012). O uso de endolisinas possui vantagens em relacdo ao uso de bacteriéfagos integros,
como a dificuldade da regulagao de produtos a base de virus, potencial transferéncia de genes
de resisténcia bacteriana, incertezas da atuacao do sistema imune no produto e potencial
adaptacao bacteriana ao produto (Murray et al., 2021). Além disso, bactérias possuem maior
dificuldade de adquirir resisténcia a endolisinas, jd que estas atuam em alvos conservados do
envoltério bacteriano (Fischetti, 2010). As endolisinas, tém capacidade de hidrolizar a parede
bacteriana, facilitando a exposi¢do do virus no interior bacteriano, assim como holinas (/#o//n
protern), enzimas que realizam a formagao de poros na membrana (Drulis-Kawa et al., 2012;
Fan et al., 2013).

Porém, endolisinas possuem desvantagens em relacdo a caracteristica proteica desses
compostos, como baixa estabilidade a proteases e sensibilidade a alteracdes de pH (Murray et
al., 2021). Apesar de contrapontos da farmacocinética, produtos a base de endolisinas ja sao
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aprovados e comercializados para o biocontrole de infecgdes bacterianas, como Staphefekt™
(Micreos), produto a base de gel ou pomada contendo endolisinas de fagos contra infeccdes
de Staphylococcus aureus (Totté et al., 2017).

O uso de bacteriéfagos como agentes terapéuticos para tratar infec¢des bacterianas
iniciou imediatamente ap6s a descoberta dos fagos em 1915 por Twork e 1917 por d’Herelle e
ganhou destaque nas primeiras décadas do século XX, mas gradualmente perdeu visibilidade
com o advento dos antibiéticos, especialmente a penicilina, até meados dos anos 40 (Egido et
al., 2022). Por muitas décadas, a crenga predominante era que os antibiéticos eram preferiveis
devido a sua capacidade de acdo de amplo espectro, uma perspectiva que recebeu o respaldo
das inddstrias farmacéuticas, visto que criar um Unico produto eficaz contra multiplos
patégenos infecciosos era considerado vantajoso (Murray et al., 2021).

Porém, atualmente, com o crescente desafio da resisténcia bacteriana a antibiéticos
devido a mutagdes adquiridas por meio da transferéncia de genes, como a transducao e
conjugacao, e o papel de elementos genéticos méveis, o uso de bacteriéfagos no tratamento
de infeccdes ganhou destaque novamente (Aranaga et al., 2022).

Atualmente, um grupo de bactérias multirresistentes tém sido popularmente designado
como ESKAPE e engloba os microrganismos £nterococcus /aecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp.. Dessa forma, o uso de bacteriéfagos poderia fornecer um efeito sinérgico aos tratamentos
com antibidticos existentes para combater infeccdes desses patégenos (Moelling et al., 2018).

Bacteriéfagos tém sido usados no tratamento de infeccdes, incluindo aquelas causadas
por patégenos resistentes como Pseuvdomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. No entanto,
os resultados variam em ensaios clinicos, e existem desafios, como a potencial liberagdo de
toxinas bacterianas ap6s a lise do patégeno e a falta de conhecimento sobre a diversidade dos
bacteriéfagos, sua seguranga e critérios de selecao adequados (Elois et al., 2023).

Com base na crescente utilizacdo dos bacteriéfagos para biocontrole nas dreas
anteriormente apresentadas no capitulo, surge anecessidade do desenvolvimento de legislacdes
para controle e qualidade dos bioprodutos. Geralmente, as regulamentagdes variam conforme
o pafs e a finalidade do produto, sendo majoritariamente relacionadas a seguranca alimentar
e a protecdo da satide humana (Q. Yang et al., 2023).

Em casos de bioprodutos relacionados a drea alimentar, as agéncias regulatérias, como
a food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos ou a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA) na Unido Europeia, realizam esse tipo de regulamentagao
(Sharma, 2013). A terapia fagica foi regulamentada como medicamento pela Agéncia Europeia
de Medicamentos em 2011, em paises como Reino Unido, Franga e Bélgica; enquanto no caso
da China, por exemplo, ocorre um processo de formacao da regulamentacdo com base em
tratamentos com regulamentacdes semelhantes, como aqueles relacionados a vacinas com
vetores virais (Q. Yang et al., 2023).

Dessa forma, com base na crescente utilizacdo dos fagos, incluindo a terapia fagica
frente infeccdes por bactérias multirresistentes, o desenvolvimento de regulamentagdes
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prezando a bioética é imprescindivel para manter a seguranca, equidade, transparéncia e
protecao do meio ambiente, dos seres humanos e outros animais (Broncano-Lavado et al.,
2021).

RESISTENCIA BACTERIANA E TRANSFERENCIA HORIZONTAL CARREADA
POR FAGOS NO AMBITO DE SAUDE UNICA

Estima-se que cerca de 75% das doencgas infecciosas humanas que emergiram ou re-
emergiram nas Ultimas décadas sdo zoondticas, ou seja, tiveram sua origem nos animais
(McEwen & Collignon, 2018). O compartilhamento de doencas infecciosas entre humanos,
animais e o ambiente impulsionou a colaboragdo na busca da satde ideal para todos (Collignon,
2012). Baseado no conceito que a satide humana é também a sadde animal e ambiental, a
Satide Unica apresenta-se como uma abordagem interdisciplinar que reconhece a interconexao
entre essas areas e busca promover a prevencao e o controle de doenca (McEwen & Collignon,
2018; Zinsstag et al., 2012).

Doencas zoonéticas podem ser causadas por vérios agentes, incluindo virus, bactérias,
parasitas e fungos. Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas podem ser zoondéticas (Rahman
et al., 2020). O uso de antibiéticos tem sido uma estratégia fundamental ao longo das décadas
para o tratamento e controle de infeccdes bacterianas (Kittler et al., 2017).

A descoberta da penicilina, por Alexander Fleming, no inicio do século XX foi por
muito tempo pensada como a solucdo para o combate as doencas bacterianas na sociedade
(Fleming, 1980). A descoberta do DNA como cédigo genético teve um impacto significativo
na comunidade cientifica. As variacdes genéticas nas populacdes, resultado de mutacdes,
permitem que certos individuos ou cepas sobrevivam as mudangas ambientais. A introducao
de antibidticos nas populacdes bacterianas aumenta a frequéncia de genes de resisténcia e a
aptidao biolégica (Kaplan, 2014).

Bactérias podem adquirir material genético por transferéncia horizontal, gerando novas
variantes. Isso ocorre por transformacao, conjugacao ou transducao, na qual um bacteriéfago
transfere DNA ndo viral entre células hospedeiras bacterianas (Borodovich et al., 2022; von
Wintersdorff et al., 2016).

Os bacteriofagos desempenham um papel importante na evolucdo e patogénese
bacteriana, transferindo material genético entre diferentes cepas ou espécies bacterianas,
por meio da transferéncia de material genético entre distintas cepas ou espécies bacterianas
(Briissow et al.,, 2004; Canchaya et al.,, 2003). Apd6s a infeccdo de um hospedeiro, os
bacteridfagos temperados apresentam a capacidade de integrar-se ao cromossomo do
hospedeiro, permanecendo na forma de profagos até que sejam reativados sob condi¢bes
especificas. Profagos que abrigam genes responsaveis pela codificacdo de toxinas e outros
fatores de viruléncia tém a capacidade de induzir a chamada conversao lisogénica, que se
configura como o meio mais evidente de contribuicdo para a patogénese bacteriana (Meng et
al., 2022; Penadés et al., 2015)

A resisténcia antimicrobiana é um importante problema de saide e o seu surgimento
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e propagacao sao o resultado de uma interacdao complexa de mdltiplos fatores interligados.

Nesse contexto, diversos estudos foram conduzidos com o intuito de analisar o genoma de

fagos isolados a partir de distintas matrizes (Quadro 1). Tais pesquisas evidenciaram que o
papel dos bacteriéfagos na disseminagdo de genes de resisténcia.

Quadro 1 - Genes de resisténcia a antimicrobianos veiculados por fagos em diferentes espécies bacterianas e

matrizes.

Genes de resisténcia

Bactérias hospedeiras

Matriz

Referéncia

Genes de resisténcia a betalacta-
micos (blaTEM, blaCTX-M9)

Escherichia coli

mecA

Staphylococcus aureus

Esgoto urbano e
amostras de rio

(Colomer-Lluch,
Jofre, et al., 2011)

Genes de resisténcia a betalac-
tamicos (blaTEM, blaOXA-I,

Escherichia colr

Amostras fecais

(Al-Mustapha et

Genes de resisténcia a sulfonami-
das (sull, sul2)

vanA

tetM

ntll

blaCTX-M-1, blaCTX-M3, blaCTX- coletadas de aves al., 2023)
-M-15, blaCTX-M-I4)
Genes de resisténcia a aminogli-
cosideos (@ac®)-1b-cr, aph(3)-
-/11a)
blaCTX-M
Genes de resisténcia a macroli-
deos (ermB, ermF) o
- Amostras fecais
oR de granjas de (Y. Yang et al
mer-1 N/A frangos de corte : 2020) v
e galinhas poe-
qgnr§ deiras

(Colomer-Lluch, Imamovic, et al.,
2011)

mecA

Escherichia coli

Residuos fecais
de suinos, aves e
bovinos

(Colomer-Lluch et
al., 2011)

Genes de resisténcia a tetracicli-

nas (tetd4), tet(M), tet(W), tet(y).

tet(Q), tet(O), tet(36), tet(40), te-

HG), tel(C), tet(32), tet(X), tetA(P),
tet(A), tet(H))

Genes de resisténcia a amino-
glicosideos @ph(3)-111, aadA6,
aadAl, ant6)-1a, aadE, aac(6’)-11a,
StrB, aac6’)aph2”), strA, aadA5,
ant@©)lb, aadA8b, aadAl7, aph(3’)-
lc)

N/A

Aguas residuais

(Wang et al., 2018)
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Genes de resisténcia a macroli-
deos (mef(A), mel(B), erm(F),
msr(D), Inu(C), Inu(B), ere(A),

erm(B), erm(G), srm(B), erm(42),
car(A), erm(X), msr(E), Inu(F))

Genes de resisténcia a fenicois
(tIoR, cat, optrA, catQ, cmiAl,
cmx, catB3, fexA, cml, catBS,
catP, cfr, catB2, cat(pCl94),
catA2)

Genes de resisténcia a sulfonami-
das (sull, sul2, sul3)

qnrs

blaSHV

Escherichia coli

Estagbes de tra-
tamento de dguas
residuais

(Marti et al., 2014)

Genes de resisténcia a tetracicli-
nas (tetA , tetW)

Genes de resisténcia a betalacta-

Bacillus spp., Aero-

monas hydrophila,

Escherichia coli, Pseu-

domonas spp., Ste-

notrophomonas spp.,

Solo, dgua, cama
de aves, esgoto,

(Anand et al.,
2016)

Salmonella Gallinarum, lagoa

micos (blaOXA-2, blaTEM) / / )
Shigella sonnei e Citro-

bacter sedlakii
tet(A)
aphAl
P Escherichia coli Carne de frango (Shousha et al.,
blaTEM 2015)
floR

A natureza ecoldgica da resisténcia antimicrobiana é um reflexo e uma consequéncia
da interconectividade e da diversidade da vida no planeta (Robinson et al., 2016). Portanto,
qualquer medida para combater esse problema precisa considerar ndo apenas a saide humana
e animal, mas também o meio ambiente. A abordagem conhecida como Saude Unica, oriunda
do inglés One Health, reconhece as interconexdes estabelecidas entre meio ambiente, bem
como da saide humana e animal e, portanto, se torna crucial para o enfrentamento da
resisténcia antimicrobiana (Ryu et al., 2017).

As estratégias de mitigacdo voltadas as resisténcias antimicrobianas e ancoradas na
abordagem de Satde Unica foram desenvolvidas pela OMS e outras agéncias internacionais
como a FAO (Organizacgdo para a Alimentacdo e Agricultura) e a OIE (Organizacdao Mundial
da Saide Animal), juntamente com outros paises (WHO, 2015). Dentre estas estratégias, esta
o fortalecimento dos conhecimentos e evidéncias por meio de vigilancia e pesquisa que se
alinha integralmente com os trabalhos que buscam avaliar o papel dos fagos e a transferéncia
horizontal de genes. Conforme discutido acima, a HGT mediada por fagos desempenha um
papel crucial na disseminacao de genes de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas.
Portanto, a vigilancia e a investigacdo desses eventos sdo essenciais para identificacao
e prevencdo da resisténcia antimicrobiana. Além de permitir a identificacdo de padrdes
emergentes de resisténcia antimicrobiana relevantes para humanos e animais, a vigilancia
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auxilia na avaliacdo da eficdcia das estratégias adotadas para controlar esse problema (McEwen
& Collignon, 2018).
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