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Resumo

Os bacteridfagos, inicialmente explorados nas décadas de 1920 e 1930, cairam em desuso apds a
ascensdo dos antibidticos, mas ressurgiram nas décadas seguintes devido ao aumento da resisténcia
bacteriana. Eles atuam como controladores das populagdes bacterianas e podem transferir genes que
aumentam a viruléncia, promovendo a diversidade genética das bactérias. Os fagos tém se mostrado
uma ferramenta promissora no controle de doencas bacterianas em plantas, pecuaria, aquicultura
e alimentos, sendo eficazes contra patégenos como Salmonella, Escherichia coli e Listeria. Na
agricultura, os fagos sdo usados para controlar fitopatdogenos como Xanthomonas e Pseudomonas,
substituindo biocidas convencionais. Na pecudria, ajudam a prevenir e tratar infecgdes bacterianas
em animais de produc¢do. Na aquicultura, fagos sdo aplicados contra patdgenos marinhos, melhorando
a saude dos peixes e reduzindo a resisténcia a antibidticos. Em alimentos, sdo utilizados para controlar
patogenos em superficies de processamento e diretamente nos produtos. Exemplos incluem a redugao
de Escherichia coli na produgdo de queijo e a eliminacdo de Sal/monella em carnes. Além disso,
biofilmes de embalagens antimicrobianas com fagos aumentam a vida til dos alimentos ao controlar
o crescimento bacteriano. Os bacteriofagos também tém sido aplicados como biossensores para
detectar patdgenos em alimentos, oferecendo uma alternativa rapida e eficaz aos métodos tradicionais
de cultura bacteriana. Diversos biossensores baseados em fagos foram desenvolvidos para detectar

Salmonella, Listeria e outros patdogenos, aumentando a sensibilidade e eficiéncia do diagnostico.

Palavras-chave: biocontrole, desinfec¢ao bacteriana, biosensores.
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3.1 Reascencgdo dos bacteriofagos dentro da comunidade cientifica

Ap6s a descoberta dos bacteriofagos, pesquisadores ao redor do mundo comegaram a
incorporar a ideia de fagos, principalmente aplicados para o tratamento de infec¢des bacterianas em
humanos, ficando esta conhecida como terapia fagica, entre as décadas de 1920 até a década de 1930
(Abedon et al., 2011).

O periodo de éxtase e expectativas ao redor da terapia fagica foi seguido por um periodo de
declinio em grande parte do mundo ocidental. O interesse pelos bacteriofagos foi substituido pelo
advento dos antibioticos durante a Segunda Guerra Mundial. Além disso, embora os estudos com
fagos tenham gerado resultados satisfatorios, muitas publicacdes, escritas em russo, ndo alcangaram o
mundo ocidental. E quando alguns desses resultados foram traduzidos, enfrentaram ceticismo devido
a falta de conformidade com padrdes internacionais de ensaios clinicos (Chanishvili, 2012). Assim, a
pesquisa com bacteriéfagos passou a focar em seu uso como modelos genéticos. No entanto, a terapia
fagica continuou sendo aplicada na Unido Soviética e no leste europeu para tratar diversas doengas
(Abedon et al., 2011).

A terapia fagica reemergiu pela literatura de lingua inglesa na década de 1980, amparada pelo
trabalho de Smith e Huggins (Smith ef al., 1987). E ganhou ainda mais destaque na década de 1990,
gragas aos resultados promissores encontrados pelos pesquisadores soviéticos e poloneses. A pesquisa
com fagos acompanhou o grande salto da genomica a partir do ano 2000 e foi impulsionada pelo
rapido aumento de bactérias multirresistentes no mundo nos tltimos anos, concomitante ao declinio
no desenvolvimento de novos agentes antibacterianos eficazes (Perros, 2015). As dificuldades no
tratamento de muitas infec¢des bacterianas, além das caracteristicas, principalmente morfologicas,
favoraveis dos fagos para aplicagcdes moleculares levaram os cientistas a os reconsiderarem como

uma promissora ferramenta biotecnologica (Abedon et al., 2011)

3.2 Mecanismo dos bacteriofagos e interacoes com o ambiente

Devido a sua natureza viral, os bacteriofagos dependem do metabolismo de seus hospedeiros
pararealizar suareplicacdo. Tal caracteristica confere aos fagos o papel de controladores populacionais,
o qual realizam nos mais diversos ecossistemas. A magnitude do controle exercido por estas entidades
biologicas ainda ndo foi completamente elucidada, devido principalmente a variedade de ciclos de
replicagdo apresentados por estes virus, e as diferencas entre os estudos in vitro e sua representatividade
na natureza (Puxty & Millard, 2023). Assim, uma nova tendéncia aborda as estratégias de replicagao
viral de forma menos categorizada e mais continua, variando entre infec¢des persistentes, € infec¢oes
virulentas com produg¢do de novas particulas virais (Correa ef al., 2021).

Desse modo, os bacteriofagos exercem uma pressdo evolutiva significativa sobre as
comunidades microbianas. Por meio de mecanismos de transferéncia horizontal de genes, os fagos
podem transportar genes que aumentam a viruléncia de bactérias, contribuindo para a adaptagdo e
diversidade genética dessas populagdes. Além disso, a interagdo continua entre fagos e bactérias
impulsiona o desenvolvimento de mecanismos de defesa por parte do hospedeiro, como sistemas
CRISPR-Cas, gerando uma pressdo seletiva que favorece a evolucdo de cepas mais resistentes
(Naureen ef al., 2020).
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A coexisténcia das bactérias com seus parasitas virais se dd por meio de diferentes interacdes,
dentre as quais a interacdo por adsorc¢do entre o fago e seu hospedeiro ¢ a mais conhecida (Elois et
al., 2023). Esta interagdo ¢ mediada pelas proteinas de ligacdo ao receptor viral, as quais variam de
acordo com a morfologia do bacteriéfago em questdo, e sdo conhecidas como proteinas da fibra da

cauda ou espiculas da cauda, em bacteridéfagos com cauda (Dowah & Clokie, 2018).

3.3 Solucgoes biotecnologicas para controle da presenca de bactérias em ambientes

3.3.1 Indicadores fecais ou bioindicadores de qualidade microbiana da dgua

A disseminagdo de patogenos entéricos impulsionada pelo mau gerenciamento de aguas
residuais e residuos provenientes de diferentes matrizes exige a aplicagao de métodos eficazes para
deteccao e monitoramento dos patogenos presentes na agua. Os métodos de detec¢ao de contaminagao
fecal utilizam bactérias indicadoras, como coliformes totais e fecais, Escherichia coli, Estreptococos
e Enterococos (Holcomb & Stewart, 2020). No entanto, esses métodos apresentam limitagoes,
como a falta de informacdes sobre a fonte da contaminagao e baixa correlagdo com virus humanos
ou patdgenos parasitas em ambientes aquaticos e estagdes de tratamento de esgoto, que possuem
comportamento e taxas de sobrevivéncia diferentes (Korajkic ef al., 2018).

Diante desse cenario, os bacteridfagos tém sido propostos como alternativos indicadores de
poluicao fecal e viral dada suas vantagens sobre os indicadores bacterianos. Os bacteriofagos sao mais
abundantes, persistentes no ambiente, e eliminados nas fezes sem replicacao, a menos que o hospedeiro
esteja presente e ativo. Além disso, os fagos, ao infectarem bactérias intestinais, apresentam padrdes
de dispersao e sobrevivéncia semelhantes aos dos patdgenos virais entéricos, fornecendo informagdes
mais precisas sobre a presenga desses patogenos (McMinn et al., 2017).

Dentre os fagos mais utilizados como indicadores de polui¢do fecal e viral destacam-se
os colifagos somaticos e F-especificos, capazes de se ligarem aos receptores proteicos especificos
presentes na membrana externa bacteriana e capazes de infectar a bactéria hospedeira por meio do
pili bacteriano, respectivamente (Kott e al., 1974). Os fagos capazes de infectar Bacteroides spp. e
Enterococcus spp. também se destacam dada suas capacidades potenciais de rastreamento da fonte
microbiana (Martin-Diaz et al., 2020; Santiago-Rodriguez et al., 2013; Venegas et al., 2015).

3.3.2 Aplicacdo em processos de tratamento de dguas residuais

Embora as estagdes de tratamento de esgoto (ETEs) desempenhem um papel essencial
na eliminacdo de bactérias ¢ outros contaminantes, o volume substancial de bactérias e outros
microrganismos presentes nesse sistema estao atreladas a genes de resisténcia a antibioticos (AGRs)
e transferéncia horizontal de genes entre os microrganismos (Ragab et al., 2024).

Considerando esses aspectos, os fagos tém sido implementados em sistemas de tratamento
tendo como alvo bactérias patogénicas e bactérias resistentes a antibioticos. Dentro desse processo, 0s
fagos podem controlar populagdo de bactérias patogénicas e/ou resistentes por meio da lise bacteriana,
reduc¢do do fitness da populacao bacteriana, tornando-as mais sensiveis ou mais suscetiveis a exclusao
competitiva ou aos biocidas, remog¢ao de biofilmes, remog¢ao da formagao de espuma e volume de

lodo ativado formado pelas bactérias alvo e substituicdo de antibioticos e biocidas para reduzir sua
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descarga intencional ou ndo intencional no meio ambiente (Fernandes et al., 2014).

Diversos estudos ja relataram a utilizagdo de bacteriofagos para o controle de diversas
bactérias em estagoes de tratamento, incluindo Escherichia coli (Beheshti et al., 2015), Pseudomonas
aeruginosa (Zhang et al.,2013) e Salmonella spp. (Turki et al.,2012). Além do controle de Aeromonas
spp. € Escherichia coli resistentes a antibitticos (Pallavali et al., 2023) e controle de biofilmes (Zhang
etal.,2013). Além disso, eles podem ser aplicados para evitar a formacao de espuma, promovida pela
acao de bactérias filamentosas como Haliscomenobacter hydrossis, Gordonia e Nocardia, ao longo
do sistema de lodo ativado (Li et al., 2015; Petrovski et al., 2022).

3.3.3 Aplicagdo em processos agricolas

3.3.3.1 Controle de doencas bacterianas em plantas

Em plantas, os principais patdogenos encontrados sdo parasitas e nematoides, fungos, virus,
bactérias e oomicetos. Dentre esses, 0s mais relevantes abrangem os géneros Pseudomonas, Ralstonia,
Agrobacterium, Xanthomonas, Erwinia, Xylella, Pectobacterium e Dickeya (Mansfield et al., 2012).

Ao longo dos anos, o surgimento de pragas e patdogenos resistentes a biocidas tem aumentado
e despertou um interesse crescente no uso de bacteriofagos como agentes de biocontrole dentro do
manejo integrado de pragas (Gill & Hyman, 2010).

Em 1924, Mallmann e Hemstreet descreveram a aplicagdo de “substancias liticas e inibitorias”
encontradas em associagdo a patdgenos vegetais responsaveis pela “podriddo mole do repolho”
(Mallmann & Hemstreet, 1924). Em 1925, Kotila e Coons utilizaram bacteridéfagos provenientes do
solo para inibir o crescimento do agente associado a “doenca da canela preta na batata”, nomeado
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (Coons & Kotila, 1925). Ja em 1935, trataram
sementes de milho afetadas pelo patégeno Pantoea stewartii fagos isolados de plantas doentes, com
reducdo na incidéncia da doenca de 18% (sem tratamento) para 1,4% (com fagos) (Civerolo & Keil,
1969). Desde entdo, os fagos sdo utilizados no controle de diversos fitopatdogenos como Xanthomonas
spp. (Balogh et al., 2003), Pseudomonas spp. (Frampton et al., 2014), Erwinia spp. (Gill & Hyman,
2010), Ralstonia spp. (Fujiwara et al., 2011) e Dickeya solani (Adriaenssens et al., 2012).

3.3.4 Aplicagdo na pecudaria e aquicultura

3.3.4.1 Prevencdo de doencas infecciosas/bactérias zoondticas

A indtstria agropecudria desempenha um papel crucial no surgimento de bactérias
multirresistentes, visto que em paises desenvolvidos, a pecudria ¢ responsavel por cerca de 50—-80%
do uso total de antibioticos (Gigante & Atterbury, 2019).

Para reduzir as consequéncias relacionadas a resisténcia a antimicrobianos, a terapia fagica
mostra-se uma ferramenta promissora e tem sido aplicada frente a diversas bactérias patogénicas em
animais de producao (Ferriol-Gonzélez & Domingo-Calap, 2021).

Diversos estudos avaliaram a utilizacdo de fagos ou coquetéis fagicos para o controle ou
tratamento de Salmonella spp. em frangos de corte e postura (Ahmadi et al., 2016) e em suinos

(Saez et al., 2011). Outros estudos utilizaram fagos ou coquetéis fagicos em diferentes formas de
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administracdo visando a preven¢do ou o tratamento de infec¢des causadas por Escherichia coli em
frangos de corte, aves de postura, bezerros, leitdes, cordeiros e suinos (Huff et al., 2002; Huff ef al.,
2003; Oliveira et al., 2010; Smith & Huggins, 1983; Yan et al., 2012).

A aplicagdo de bacteriofagos também foi descrita visando o controle de diversas bactérias em
diferentes espécies animais como Campylobacter spp. (D’ Angelantonio et al., 2021), Clostridium
perfringens (Miller et al., 2010) e Staphylococcus aureus (Ngassam-Tchamba et al., 2020).

Além da aplicag@o na pecudria, nos tltimos anos os fagos tém sido avaliados quanto ao seu
potencial uso na aquicultura (Nokhwal et al., 2023). Hoai et al. (2019) caracterizou trés fagos liticos
contra Lactococcus garvieae, um patdogeno que acomete peixes marinhos (Hoai ef al., 2019). Outros
trabalhos tém avaliado a utilizagdo de diferentes fagos frente a diferentes espécies de Vibrio spp. de
importancia na aquicultura (Hu ef al., 2021), além da aplicagdo de coquetéis fagicos (Chen et al.,
2019).

3.4 Solucoes biotecnologicas para controle de bactérias em alimentos

3.4.1 Controle de patéogenos em alimentos

A presenca de microrganismos patogé€nicos, como Salmonella spp., Shigella spp., Listeria
monocytogenes, Bacillus spp., Yersinia spp., Campylobacter spp., Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Echerichia coli, Staphylococcus aureus e Vibrio cholera em ambientes de produgao
constitui uma preocupagdo permanente, uma vez que esses agentes podem comprometer tanto a
seguranca alimentar quanto a saude publica (Elbehiry ef al., 2023). Dessa forma, os fagos podem ser
aplicados tanto em superficies de processamento quanto nos alimentos diretamente.

A aplicacao de bacteriofagos em superficies de processamento pode ser realizada por meio
da incorporacdo de fagos em solugdes desinfetantes aplicadas diretamente nas superficies, incluindo
mesas de corte, equipamentos e utensilios, para controlar diferentes bactérias patogénicas, incluindo
Salmonella Enteritidis, Escherichia coli O145:H25 e Listeria monocytogenes (Arachchi et al., 2013,
Gvaladze et al., 2024, Wang et al., 2020).

O uso de bacteriéfagos também pode visar diferentes alimentos, incluindo frutas, legumes,
verduras, carnes ou produtos prontos para o consumo. A aplicagdo pode ser realizada tanto durante
o processo de produgdo quanto no produto final diretamente em sua superficie. Tabla et al. (2022)
avaliaram a eficacia de um coquetel fagico adicionando-o ao leite antes da produgao do queijo. Os
resultados demonstraram uma redugao significativa na presenga de Escherichia coli durante o periodo
de fermentagao. Além disso, a aplicagdo nao ocasionou alteragdes nos aspectos sensoriais do produto
final (Tabla et al., 2022).

Ja em carnes, estudos demonstram a eliminagdo de Salmonella utilizando bacteriofagos
(Almutairi et al., 2022; Volpi et al., 2023). Além da eficacia de coquetéis fagicos combinados com
agentes bacteriostaticos, como acido propidnico e embalagem com atmosfera modificada, para

controle bacteriano (Pelyuntha & Vongkamjan, 2023).

3.4.2 Biofilmes de embalagens antimicrobianas

Os biofilmes de embalagens antimicrobianas sao embalagens poliméricas que incorporam
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bacteriéfagos como agentes antimicrobianos, desempenhando um papel na reducao do crescimento
de bactérias patogénicas e de microrganismos que contribuem para a deterioragdo dos alimentos.
Esses materiais ndo apenas aumentam o tempo de prateleira dos produtos, mas também atuam como
barreiras de protecdo ativa (Chawla et al., 2021).

Dado o contato direto com os alimentos, essas embalagens devem ser comestiveis e compostas
por materiais seguros. Os polimeros utilizados podem incluir polissacarideos, lipidios e proteinas
como whey, gelatina, queratina, coladgeno, gliten e proteina de soja, além de combinagdes entre
diferentes moléculas para aprimorar suas propriedades funcionais (Garcia-Anaya et al., 2023).

Alguns estudos presentes na literatura ja avaliaram a aplica¢do de bacteriofagos ou coquetéis
fagicos em diferentes materiais de embalagem para produtos de origem animal, frutas e verduras,
contra os principais patdgenos alimentares como Salmonella spp. (Gouvéa et al., 2016), Escherichia
coli (Cui et al., 2022; Lone et al., 2016), Listeria monocytogenes (Lone et al., 2016), Vibrio
parahemolitico (Kalkan, 2018), Pseudomonas fluorescens (Alves et al., 2019).

3.4.3 Biossensores para detecgdo de bactérias patogénicas

O método convencional de identificacdo de bactérias baseado em isolamento por cultura,
apesar de altamente sensivel, mostra-se laboroso. Dessa forma, os bacteriofagos representam uma
alternativa para a deteccdo rapida de bactérias quando aplicados como biosensores.

Atualmente, diversos biossensores baseados em bacteriofagos foram desenvolvidos, incorpo-
rando uma variedade de transdutores, como por exemplo, eletroquimicos, microbalangas de cristal
de quartzo (QCM), ressonancia plasmodnica de superficie (SPR) e magnetoelasticos. A maioria desses
dispositivos utiliza fagos inteiros ou suas proteinas, além de marcadores citoplasmaticos liberados
apos a infeccao viral.

Um estudo desenvolveu um sensor de bioluminescéncia com o fago repdrter SPC32H-
CDABE, capaz de detectar Salmonella em leite, alface e carne de porco (Kim et al., 2014). Tolba et
al. (2012) usaram um biossensor eletroquimico com hidrolases de parede celular de fagos para de-
tectar Listeria no leite. Outros biossensores, como 0s micromecanicos, também foram aplicados para
detectar Salmonella Typhimurium em frutas, verduras e carne de frango (Chen et al., 2017; Mack et
al.,2017; Wang et al., 2017).

A Figura 1 sumariza as principais aplica¢des de bacteriéfagos no ambiente e nos alimentos

abordadas neste capitulo.
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Figura 1. Potenciais aplica¢des dos bacteriofagos no ambiente e na cadeia produtiva de alimentos.

3.5 Diretrizes regulatorias existentes para uso dos bacteriofagos

Nao ha diretrizes regulatorias universais para todas as aplicagdes de bacteridfagos. Na terapia
fagica, a regulamentacdo ¢ mais avancada nos paises que investem no desenvolvimento desses
produtos (Ajose et al., 2024). A Europa Oriental, que usa terapia fagica desde sua descoberta, possui
regulamentacdes clinicas especificas, como as Diretivas 2005/28/CE e 2001/20/CE na Poldnia,
atualizadas pela nova legislacdo da Agéncia Europeia de Medicamentos (Yang et al., 2023). Nos
Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) autoriza o uso de fagos em infecc¢des
resistentes a antibioticos mediante uma emergency Investigational New Drug (eIND) e controla um
centro de terapia fagica em San Diego (Karn et al., 2023).

Na industria alimenticia e na agricultura, a FDA aprovou produtos para controle de
contaminagao alimentar e prevencao de infec¢des, como EcoShield™, Secure Shield E1, PhageGuard
E., e EcoShield PX™, seguindo a lei Federal Food, Drug, and Cosmetic Act (FD&C) (Vikram et al.,
2021). Outros paises, como Israel, Canada, Australia e Nova Zelandia, também aprovam bacteriéfagos
para seguranca alimentar, enquanto a Unido Europeia, sem regulamentacdo especifica, permite o uso

de produtos como Listex™ P100 para controlar Listeria em alimentos (Pinto et al., 2020).

3.6 Principais limitacoes no uso dos bacteriofagos

Embora os bacteriéfagos oferecam aplicagcdes promissoras em areas alimentares e ambientais,
existem limitacdes e desafios em seu uso. A aplicagdo no ambiente exige altas dosagens, € o uso de
fagos polivalentes pode impactar negativamente bactérias benéficas (Jassim et al., 2016). Além disso,
a transducao mediada por fagos pode disseminar genes de resisténcia a antibidticos entre bactérias
(Liao et al., 2024), e adaptagdes bacterianas podem levar a resisténcia contra infec¢des fagicas
(Watson et al., 2021). Para mitigar essas limitagdes, estratégias como coquetéis fagicos ajudam a
reduzir a adaptagdo bacteriana, e a caracterizagdo molecular dos fagos evita a disseminagdo de genes
de resisténcia e o impacto em bactérias benéficas (ver capitulo 2). Testes especificos, incluindo tempo
de exposicao e dosagem minima, sdo essenciais para uma aplicacao segura (Agboluaje & Sauvageau,

2018). Além disso, a engenharia molecular permite remover genes toxicos, aumentar a estabilidade
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viral e ajustar a gama de hospedeiros (Eghbalpoor et al., 2024).

Apesar dos desafios, os bacteriéfagos permanecem uma abordagem relevante para combater
bactérias resistentes, controlar patdgenos e equilibrar ecossistemas. Compreender bem as interagdes
entre fagos e hospedeiros ¢ crucial para minimizar impactos negativos em alimentos ¢ no ambiente
(Rogovski et al., 2021).

3.7 Conclusdo

Os bacteriofagos se apresentam como uma solu¢do inovadora e multifacetada para o controle
microbiano em diversos contextos, desde o tratamento de dguas residuais até a seguranga alimentar.
Sua versatilidade e eficacia os posicionam como um campo de pesquisa promissor, com potencial para
enfrentar desafios atuais em satde publica e gestdo ambiental. O futuro da pesquisa em bacteridofagos
promete avancos significativos na compreensao e aplicacdo desses agentes em beneficio da sociedade

e do meio ambiente.
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