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RESUMO 

DIAS, Roberto Sousa. M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, Junho de 2011. Isolamento, 
         purificação e caracterização molecular de bacteriófagos específicos
         para Escherichia coli causadora de mastite bovina. Orientador: Sérgio 
           Oliveira de Paula. Co-orientadores: Leandro Licursi de Oliveira, Francisco 
             Murilo Zerbini Junior, Márcia Rogéria de Almeida Lâmego.  

 

 A mastite bovina causa sérios prejuízos tanto ao produtor, quanto à 

indústria de produtos lácteos. É causada por diversos patógenos, divididos em 

dois grupos principais: ambientais e contagiosos. Enquanto o número de casos de 

mastite contagiosa vem diminuindo, os casos causados por patógenos ambientais 

aumentam, sendo a Escherichia coli o principal agente etiológico. Há um 

significativo aumento no número de novos casos causados por essa bactéria, 

sendo atualmente o principal responsável por casos de mastite que culminam com 

a morte do animal. O surgimento cada vez mais freqüente de linhagens multi-

droga resistentes e altamente patogênicas torna necessário o estudo de 

alternativas ao uso da antibioticoterapia. Assim os bacteriófagos, vírus que 

infectam bactérias e são altamente específicos, surgem como uma opção viável 

devido principalmente ao baixo custo e a rapidez com que é possível isolar um 

novo fago específico a linhagens resistentes. Estudos recentes da genética dos 

fagos e bacteriana tornam mais seguro o uso da fagoterapia, o que torna 

necessário estudos moleculares, visando obter dados com relação a possível 
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utilização dos mesmos na fagoterapia. Neste contexto, foram isolados 15 

bacteriófagos específicos para linhagens de Escherichia coli isoladas em 

rebanhos acometidos pela mastite bovina. Os isolados foram caracterizados com 

relação ao seu perfil protéico, evidenciando a presença de 2 proteínas de baixo 

peso molecular, composição genômica de DNA dupla fita com cerca de 44 kb. 

Com o objetivo de reduzir os custos e o tempo na obtenção de suspensões com 

alto grau de pureza, foi padronizada uma metodologia de purificação por 

cromatografia de troca iônica em um sistema FPLC, sendo possível a obtenção de 

suspensões virais com grau de pureza apreciável.  
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ABSTRACT 

DIAS, Roberto Sousa. M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, June, 2011. Isolation, 
     purification and molecular characterization of bacteriophages specific for 
     Escherichia coli causing bovine mastitis. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co- 
         advisers: Leandro Licursi de Oliveira, Francisco Murilo Zerbini Junior, Márcia Rogéria 
            de Almeida Lâmego.  
 

 The bovine mastitis causes serious damage to both the producer and the 

dairy industry. Caused by various pathogens, divided into two main groups: 

environmental and contagious. While the number of cases of contagious mastitis 

has decreased, cases caused by environmental pathogens is greatest, and 

Escherichia coli the primary etiologic agent. There is a significant increase in the 

number of new cases caused by this bacterium, which is currently the main driver 

of mastitis cases that culminate in the death of the animal. The frequent 

emergence of multi-drug resistant strains and highly pathogenic becomes 

necessary to study alternatives to the use of antibiotics. So bacteriophages, 

viruses that infect bacteria and are highly specific, appear as a viable option mainly 

due to the low cost and speed with which you can isolate a specific new phage 

against resistant strains. Recent studies of the genetics of bacterial phages and 

make safer the use of fagoterapia, necessitating molecular studies, to obtain data 

regarding the possible use of them in fagoterapia. In this context, were isolated 15 

bacteriophages specific to Escherichia coli strains, isolated in herds affected by 

bovine mastitis. The isolates were characterized with respect to their protein 



xi 
 

profile, indicating the presence of two proteins of low molecular weight, 

composition of double-stranded DNA genome of about 44 kb. In order to reduce 

costs and time to obtain suspensions with a high degree of purity, was a 

standardized methodology for purification by ion exchange chromatography in a 

FPLC system, it is possible to obtain viral suspensions with a appreciable purity.
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1. Introdução 

A mastite pode ter etiologia infecciosa ou não-infecciosa (Bradley, 

2002), sendo a infecciosa que gera mais prejuízos econômicos em 

rebanhos leiteiros (Wilson et al, 1997; Pitkala et al, 2004; Zhao e Lacasse, 

2008) o que a torna um problema mundial, que leva a perdas 

multibilionárias (Sordillo e Streicher, 2002). Organismos tão diversos como 

bactérias, micoplasmas, leveduras e algas podem estar implicadas como 

causas da doença. Com relação à classificação dos patógenos, estes 

podem ser divididos em contagiosos ou ambientias (Watts, 1988; Blowey e 

Edmondson, 1995; Bradley, 2002). A mastite ambiental vem aumentando 

em alguns países e rebanhos, na mesma velocidade com que o controle da 

mastite contagiosa vem obtendo sucesso (Lam et al, 1996; Kaipainen et al, 

2002, Peeler et al, 2002), sendo que os principais ambientais são 

Enterobacteriacae (particularmente E. coli) e Streptococcus uberis (Bradley, 

2002). Diferente das linhagens enteropatogênicas e bacterêmicas, as quais 

são um número relativamente baixo de sorotipos de E. coli (China e 

Goffaux, 1999), os isolados de mastite pertencem a um número muito 

grande de grupos sorológicos que, apesar de não patogênicas, podem 

adquirir genes que as convertem em linhagens patogênicas (Shpigel et al, 

2008). Escherichia coli não sobrevive bem no ambiente, sendo as espécies 

naturalmente susceptíveis a ampicilina. No entanto, atualmente cerca de 

50–60%, tanto de linhagens isoladas de humanos quanto ambientais, são 

resistentes a ampicilina (Wu et al, 1992; Stapleton et al, 1995; French, 
2010). Carbapenemas são agora o último recurso no tratamento de E. coli 

multi-droga resistente (MDR) e a emergência de organismos resistentes aos 

carbapenemas é, portanto, um motivo de preocupação. 

Organismos portadores do gene da carbapenemase são raros em muitas 

partes do mundo, mas tem havido relatos do aumento desses organismos 

(Nordmann et al, 2009; French, 2010). A resistência bacteriana aos 

antibióticos fez com que houvesse um maior interesse pela fagoterapia 

(Merril et al, 1996). Esse interesse vem sendo observado na literatura 

científica, parte deriva de uma série de experimentos conduzidos com 

lisinas de fagos (Loeffler et al, 2001; Schuch et al, 2002), do grande número 
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de experimentos com com animais utilizando fagos viáveis como agentes 

antibacterianos (Merril et al, 1996; Biswas et al, 2002; Westwater et al, 

2003) e de revisões históricas da experiência soviética com a fagoterapia 

(Carlton, 1999; Sulakvelidze et al, 2001).
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2. Revisão bibliográfica 

2.1  Mastite Bovina 

A inflamação protege o tecido contra infecções e injúrias, no entanto 

pode ter consequências deletérias quando não devidamente regulada. 

Notavelmente, as três semanas que antecedem o parto até as três primeiras 

semanas de lactação têm sido reconhecido como um período onde os 

mecanismos chave da regulação do sistema imunológico do hospedeiro são 

alterados dramaticamente. Como consequência, o rebanho leiteiro está 

mais susceptível a doenças metabólicas e infecciosas durante o período 

perinatal (Drackley et al, 2001; Goff, 2006; Sordillo et al, 2009). Desordens 

ocorridas durante este período podem grandemente impactar a eficiência na 

produtividade durante a lactação (Sordillo e Aitken, 2009). Sordillo et al 

(2009) observou que a tremenda carga metabólica experimentada pelo 

gado leiteiro durante o período perinatal pode interferir no sutil balanço 

existente entre a indução da resposta imune e o fim do processo 

inflamatório, o que deixa o gado mais susceptível a várias doenças de 

grande importância econômica, dentre elas a mastite, uma inflamação da 

glândula mamária. Em suma, células epiteliais bovinas podem ser 

danificadas durante uma infecção intramamária por 1) liberação de variados 

produtos celulares e extracelulares de patógenos bacterianos; 2) enzimas 

lisossomais e produtos oxidativos liberados de fagócitos durante a 

fagocitose de organismos invasores e 3) proteases do sangue e citocinas 

liberadas durante a resposta imune.  

Pode ocorrer naturalmente necrose do tecido epitelial mamário 

durante a mastite clínica, bem como durante mastites experimentais mais 

severas. Em casos moderados de mastite causada por Escherichia coli, 

ocorre um dano mínimo ao tecido alveolar, como demonstrado por Frost et 

al (1980). Neste experimento ele mostrou que as principais mudanças foram 

superficiais e confinadas ao epitélio da cavidade do teto, seios lactíferos e 

dutos largos, sem sérios envolvimentos do tecido secretor. Em casos mais 

graves, a infecção progride via sistema de dutos, causando uma reação 
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inflamatória limitada, mas com intenso comprometimento do tecido secretor 

(Frost e Brooker, 1986).  

A mastite pode ter etiologia infecciosa ou não-infecciosa (Bradley, 

2002), sendo a infecciosa que gera mais prejuízos em rebanhos leiteiros 

(Wilson et al, 1997; Pitkala et al, 2004; Zhao e Lacasse, 2008) o que a torna 

um problema mundial, que leva a perdas multibilionárias (Sordillo e 

Streicher, 2002). Organismos tão diversos como bactérias, micoplasmas, 

leveduras e algas podem estar implicadas como causas da doença. Com 

relação à classificação dos patógenos, estes podem ser divididos em 

contagiosos ou ambientais (Watts, 1988; Blowey e Edmondson, 1995; 

Bradley, 2002).  

Na essência, os patógenos contagiosos podem ser considerados 

como organismos adaptados a sobreviverem dentro do hospedeiro, em 

especial no interior da glândula mamária. São capazes de estabelecer 

infecções sub-clínicas, as quais tipicamente se manifestam como uma 

elevação na contagem de células somáticas (predominantemente 

neutrófilos e células epiteliais) presentes no leite e se dispersam entre as 

vacas do rebanho no período de lactação ou próximo a este (Radostits et al, 

1994; Bradley, 2002).  

A mastite sub-clínica é a principal forma de mastite presente nos 

rebanhos atuais, excedendo 20 a 50% de casos da doença (Wilson et al, 

1997; Pitkala et al, 2004; Zhao e Lacasse, 2008). O custo desse tipo de 

mastite é dificilmente quantificável, mas muitos especialistas concordam que 

o custo para o produtor médio é maior que da mastite clínica. No entanto, 

considerando uma prevalência de 45% de mastite sub-clínica, o custo tem 

sido estimado em torno de $180 a $320 dólares por caso (Zhao e Lacasse, 

2008). Aproximadamente 70% desse custo está associado com a redução 

na produção de leite e em grande parte resulta de danos irreversíveis ao 

tecido mamário (Oliver e Calvinho, 1995).  

Em contraste aos patógenos contagiosos, patógenos ambientais são 

bem descritos como invasores oportunistas da glândula mamária, pouco 

adaptados a sobreviverem dentro do hospedeiro, normalmente invadem, 
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multiplicam, induzem resposta imune no hospedeiro e são eliminados 

rapidamente. A mastite ambiental vem aumentando em alguns países e 

rebanhos, na mesma velocidade com que o controle da mastite contagiosa 

vem obtendo sucesso (Lam et al, 1996; Kaipainen et al, 2002, Peeler et al, 

2002;). Os principais patógenos contagiosos compreendem Staphylococcus 

aureus, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus agalactiae; os 

principais patógenos ambientais são Enterobacteriacae (particularmente E. 

coli) e Streptococcus uberis (Bradley, 2002). A maioria das bactérias 

coliformes isoladas é caracterizada como E. coli, sendo também a principal 

causa de mastite crônica (Shpigel et al, 1998, Grohn et al, 2005).  

As infecções se originam em ambientes contaminados com fezes do 

gado e invadem o úbere via o canal do teto (Eberhart, 1984; Kaipainen et al, 

2002). O teto e o canal do teto são as primeiras linhas de defesa da 

glândula mamária. A queratina presente no canal do teto provê uma barreira 

química e física contra a penetração bacteriana (Capuco et al, 1992). 

Contudo, bactérias podem escapar aos mecanismos de defesa naturais 

pela multiplicação ao longo do canal do teto (especialmente após a 

ordenha) ou pela propulsão pela cisterna do teto causada por flutuações do 

vácuo durante a ordenha.  Após superar as defesas anatômicas, para 

estabelecer a doença, as bactérias devem também evadir dos mecanismos 

celulares e humorais de defesa (Sordillo e Streicher, 2002). A imunidade 

inata é mais ampla e com resposta mais rápida (Beutler, 2004; Burvenich et 

al, 2007), sendo na glândula mamária bovina o sistema mais importante de 

defesa, pois a eliminação de apenas um conjunto de células efetoras (por 

exemplo, neutrófilos) pode ser suficiente para causar uma profunda 

imunodeficiência (Jain et al, 1971; Burvenich et al, 2007).  

Em vertebrados, a resposta inata celular é amplamente dependente 

de células mielóides. Células fagocitárias engolfam e destroem os 

patógenos. Os fagócitos polimorfonucleares (os quais incluem neutrófilos, 

basófilos e eosinófilos) tem importância chave na contenção da infecção. 

Em particular, neutrófilos são exterminadores especializados, contando com 

um amplo espectro de ferramentas, com as quais destroem patógenos 

invasores (Beutler, 2004). Essas células migram do sangue para a glândula 
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mamária (Paape et al, 2000; Burvenich et al, 2007) e são as principais 

células efetoras do sistema imune inato bovino, sendo amplamente 

estudadas nos últimos 30 anos (Burvenich et al, 2007). No entanto, a 

proteção oferecida por essas células só é efetiva se há um rápido influxo de 

neutrófilos com subsequente fagocitose (Paape et al, 2002; Paape et al, 

2003). Após ativação, liberam grânulos protéicos e cromatina que juntas 

formam redes extracelulares (NET do inglês neutrophil extracellular traps) 

que se ligam a bactéria. Os NET’s degradam fatores de virulência e levam a 

morte bacteriana. Atividade bactericida de histonas tem sido observada há 

algum tempo (Hirsch, 1958) e recentemente foi mostrado fazer parte do 

material liberado por neutrófilos estimulados (Burvenich et al, 2007) (Figura 

1). 

Estudos recentes demonstraram que E. coli invade as células da 

glândula mamária por uma via endocítica modificada, podendo ser 

encontrada em reservatórios intracelulares, in vivo  e in vitro, o que indica 

que o estabelecimento desses reservatórios são um relevante mecanismo 

de persistência usado por essas bactérias no ambiente do úbere (Passey et 

al, 2008). Caso a infecção persista, o número de células somáticas 

presentes no leite continua a aumentar, concomitantemente, os danos ao 

tecido são agravados. Os alvéolos presentes na glândula mamária 

começam a perder a integridade estrutural e a barreira hemato-leite é 

alterada, essas modificações levam a entrada de fluido extracelular na 

glândula e sua mistura ao leite. Mudanças visíveis no leite e no úbere 

começam a ocorrer, podendo incluir: inchaço, vermelhidão, formação de 

coágulos e a produção de leite aguado. Por definição, este é o início dos 

sintomas clínicos (Zhao e Lacasse, 2008). Em sua forma mais severa, com 

multiplicação bacteriana descontrolada, todo o epitélio dos seios lactíferos é 

perdido, gerando hemorragia no tecido intersticial, levando o animal a óbito 

por toxemia dentro de poucas horas após a infecção (Burvenich  et al, 

2003). A severidade da doença varia consideravelmente variável entre os 

animais (Zhao e Lacasse, 2008).  

Diante da realidade atual nos rebanhos leiteiros e dos prejuízos 

causados pela mastite, é de suma importância o estudo de métodos de 
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controle da infecção, principalmente causadas por bactérias ambientais, 

sobretudo E. coli, evitando assim prejuízos ao produtor e conseqüente 

melhora na qualidade de vida, seja pelo aumento da produtividade do 

rebanho e ou pelo aumento do valor agregado ao produto.  

 
Figura 1 A fisiopatologia da mama infectada por E. coli patogênica da glândula mamária (MPEC, 

do inglês mammary pathogenic Escherichia coli). O esquema mostra a replicação no espaço alveolar. LPS 

interage com receptores do tipo Toll (TLR) e sinalizam a ativação de macrófagos alveolares (MΦ), que  

produzem citocinas inflamatórias (IL1B, TNFα) e quimiocinas (KC, MIP2), resultando no recrutamento de 

neutrófilos (PMN, polimorfonucleares) e no tráfego através do epitélio alveolar (TJ, do inglês tight junction) 

para o espaço alveolar. O recrutamento de neutrófilos leva a morte bacteriana através de fagocitose e pela 

formação de redes extracelulares de neutrófilos (NET). A invasão do epitélio induz megalocitose, necrose e 

apoptose. A função das células dendríticas alveolares mamárias (DC, do inglês dendritic cell) é atualmente 

desconhecida (Shpigel et al, 2008).  

 

2.2  Escherichia coli 

O sistema de classificação atual agrupa os seres vivos em três 

domínios: Bacteria, Archaea (formalmente chamada Archaeabacteria) e os 
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Eucarya. As eubactérias são divididas entre dois grandes grupos, 

conhecidos como Gram-positivas e as Gram-negativas, baseado no teste de 

coloração de Gram (Snyder e Champness, 2007). E. coli é um dos 

organismos mais estudados no filo Proteobacteria. São classificadas como 

pertencentes à família das Enterobacteriaceae, tendo certa importância 

devido a sua capacidade de fermentar lactose. Mais de 700 linhagens 

antigenicamente diferentes ou sorotipos foram classificados, baseado nos 

antígenos O, H e K. Existem duas classes distintas de coliformes: linhagens 

que são inofensivas (linhagens não-patogênicas) e linhagens que causam 

uma variedade de infecções típicas (linhagens patogênicas) (China e 

Goffaux, 1999; Burvenich et al, 2003).  

O habitat natural de E. coli é o intestino de mamíferos (Shpigel et al, 

2008), onde vivem milhões de células, fazendo parte da microbiota intestinal 

de humanos e animais. Elas aderem às mucosas do intestino grosso, onde 

funcionam como uma barreira à proliferação de bactérias patogênicas, por 

possuírem atividade antagonista. São massivamente secretadas com as 

fezes no ambiente, sendo assim ubíquo ao ambiente bovino (Jones, 1990; 

Burvenich et al, 2003). Linhagens encontradas em leite mastítico são 

similares aos isolados em fezes (Burvenich et al, 2003). E.coli se 

comportam como patógenos oportunistas, no entanto tem havido um 

aumento substancial nos casos de mastite causados por esse patógeno e 

atualmente já é aceito como a principal causa de óbitos por mastite 

(Menzies et al, 1995).  

Diferente das linhagens enteropatogênicas e bacterêmicas, as quais 

são um número relativamente baixo de sorotipos de E.coli (China e Goffaux, 

1999), os isolados de mastite pertencem a um número muito grande de 

grupos sorológicos que, apesar de não serem patogênicas, podem adquirir 

genes que as convertem em linhagens patogênicas (Shpigel et al, 2008). 

São classificadas por antígenos de superfície, mas com uma camada 

interna comum a todos os sorotipos (Dosogne et al, 2002a; Burvenich et al, 

2003).  
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Apesar de ser caracterizado como um patógeno ambiental, a 

adaptação de E. coli ao bovino como hospedeiro, vem sendo observada 

(Bradley e Green, 2001; Barkema et al, 2009). Até o momento, não há 

relatos de transmissão contagiosa, no entanto medidas de biossegurança 

para evitar a transmissão de linhagens completamente adaptadas à 

glândula mamária podem tornar-se necessárias (Barkema et al, 2009). 

Patógenos coliformes são o agente etiológico mais comumente isolado de 

casos severos, clinicamente diagnosticados em fazendas leiterias com bom 

manejo (Anderson et al, 1982; Hogan et al, 1989; Burvenich et al, 2007) ou 

alta produtividade de leite (Shum et al, 2009).  

A membrana externa de bactérias Gram-negativas difere em 

estrutura da membrana interna, e da membrana plasmática de bactérias 

Gram-positivas. Uma das características mais distintas é a presença de 

proteínas integrais, conhecidas como porinas, e a alta permeabilidade 

causada por elas, devido a formação de canais de transporte, um número 

aproximado de 20.000 por célula (Nikaido, 2003; Rakhuba et al, 2010). 

Outra diferença marcante é a presença de uma camada externa formada 

por um único glicolipídeo – o Lipopolissacarídeo (LPS), exclusivo de 

bactérias Gram-negativas (Rakhuba et al, 2010), que pode agravar a 

infecção. Em estudo, Dosogne et al (2002b) obteve 16,8 μg de LPS partindo 

de um inóculo inicial de 105 UFC/mL, incubadas por 6 horas. Sendo a 

quantidade de LPS calculada para o leite produzido por um quarto infectado 

105 vezes maior que o valor encontrado no sangue (Van Den Berg et al, 

1992; Burvenich et al, 2003), podemos perceber a importância dessa 

endotoxina. Proteínas localizadas na membrana e vários sítios presentes no 

LPS servem como receptores para bacteriófagos (Lindberg, 1973; Rakhuba 

et al, 2010).  

Espécies de E. coli encontradas no ambiente são naturalmente 

susceptíveis a ampicilina. No entanto, atualmente cerca de 50–60%, tanto 

de linhagens isoladas de humanos quanto ambientais, são resistentes a 

ampicilina, normalmente devido a produção de duas β-lactamases, TEM1 e 

TEM2. (Wu et al, 1992; Stapleton et al, 1995; French, 2010). Mutações em 

TEM1 e TEM2 tem resultado em novas β-lactamases com amplo espectro 
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de ação, que conferem a E. coli resistência a segunda e terceira geração de 

cefalosporinas. Os genes que codificam estas enzimas estão usualmente 

localizados em plasmídeos transferíveis e normalmente são associados com 

resistência a aminoglicosídeos e outros antibióticos (French, 2010). 

Carbapenemas são agora o último recurso no tratamento de E. coli multi-

droga resistente (MDR). A emergência de organismos resistentes aos 

carbapenemas é, portanto, um motivo de preocupação. 

Organismos portadores do gene da carbapenemase são raros em muitas 

partes do mundo, mas tem havido relatos do aumento desses organismos. 

Esse aumento se deve a  transmissão mediada por plasmídeos em 

Klebsiella pneumoniae (KPC), principalmente em algumas 

partes da China, Israel, Grécia, América do Sul e nos EUA (Nordmann et al, 

2009; French, 2010). Recentemente foi relatado enterobactérias, 

particularmente E. coli e K. pneumoniae, produtoras de uma nova e 

transmissível  carbapenamase, New Dehli metallo-β-lactamase 1 (NDM-1) 

(Kumarasamy et al, 2010; French, 2010). Estes organismos são incomuns, 

mas sua freqüência tem aumentado e são resistentes a quase todos os 

antimicrobianos. Tem sido encontrado na Índia, Paquistão, e no Reino 

Unido, com evidências de dispersão intercontinental, sendo agora os 

coliformes multi-droga resistentes uma séria ameaça à saúde pública 

(French, 2010). Ensaios clínicos e estudos experimentais têm, 

repetidamente, demonstrado pouco ou nenhum beneficio na utilização da 

antibioticoterapia no tratamento de mastite clínica ou subclínica causada por 

coliformes em bovinos (Kirk e Barlett, 1984; Jones, 1990; Burvenich et al, 

2007). Essas observações indicam a necessidade urgente de buscar novas 

formas para prevenir ou tratar a mastite causada por coliformes (Burvenich 

et al, 2007). Além do problema causado pela resistência, surtos recentes 

com linhagens de E. coli altamente virulentas vem sendo amplamente 

divulgados nos meios de comunicação, com casos registrados em 8 países 

europeus, entre eles Alemanha, Áustria, Dinamarca, Holanda, Noruega, 

Espanha, Suécia, Suíça e Grã-Bretanha (Último Segundo, 2011). 

Os resultados e dados apresentados mostram a necessidade de 

alternativas à antibioticoterapia, uma vez que os antibióticos de última 
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geração já vêm sendo desafiados por linhagens resistentes. Neste contexto, 

os bacteriófagos surgem com uma alternativa viável e promissora. Devido 

ao baixo custo e a rapidez com que um fago específico para uma 

determinada bactéria pode ser isolado. 

2.3  Bacteriófagos 

Bacteriófagos são amplamente distribuídos e exibem dramáticas 

manifestações na ecologia bacteriana, tanto em meio líquido quanto em 

meio sólido. Alguns pesquisadores já sugeriam a presença de 

bacteriófagos, no entanto estes estudos não davam suporte suficiente para 

pesquisas futuras (Waldor et al, 2005). Hankin (1896) relatou que as águas 

dos rios Jumma e Ganges teriam a capacidade de matar alguns tipos de 

bactérias, especialmente do Vibrio cholerae. Ele mostrou que essa 

capacidade asséptica era filtrável e sensível à fervura, o que o levou a crer 

que se tratava de uma substância química volátil (Hankin, 1896; Waldor et 

al, 2005). Em 1901, Emmerich e Löw descreveram uma substância presente 

em culturas autolisadas que tinha a capacidade de lisar diversas culturas, 

efeito curativo em infecções experimentais e provia imunidade profilática a 

inoculações subseqüentes. Estes experimentos iniciais foram limitados a 

observações em culturas líquidas já que no início da bacteriologia as 

culturas eram conceitualizadas como um organismo em si e não como uma 

população dinâmica de células individuais. Os primeiros e mais claros 

experimentos usaram o espalhamento de culturas em meio sólido e se 

basearam na observação de bacteriólise, isto é placas de lise (Waldor et al, 

2005). Frederick W. Twort publicou artigo em 1915, em que notou o 

crescimento de algumas colônias contaminantes de micrococcus, e que 

algumas possuíam aparência mucóide, aquosas ou vítreas. Ele interpretou 

esses resultados como sendo algo semelhante a uma doença infecciosa 

aguda de micrococcus (Twort, 1915). Independentemente, em 1917 Félix 

d’Herelle descreve um “micróbio” antagonista às bactérias, lisando-as em 

culturas líquidas e formando manchas discretas, as quais ele chamou de 

placas, na superfície de ágar com bactérias semeadas. Pensando em se 

tratar de ultra-virus que invadem bactérias e se multiplicam, tais organismos 

foram denominados bacteriófagos (d’Herelle, 1917).  



12 
 

Algumas das mais importantes descobertas na área da genética 

foram realizadas por meio de estudos com bacteriófagos, ou 

resumidamente fagos. Os fagos são seres não vivos, com material genético 

envolto em uma capa protéica e/ou uma membrana. Por se tratar de seres 

com vida intracelular obrigatória, os vírus não podem se multiplicar fora das 

células bacterianas. No entanto, se encontram um tipo bacteriano 

susceptível, inserem seu material genético, DNA ou RNA, que utiliza a 

maquinaria celular no sentido de produzir mais fagos. Carregam apenas 

uma cópia de cada gene, o que torna o isolamento de fagos mutantes 

relativamente simples, já que todos os mutantes irão apresentar o fenótipo 

desejado, sem que haja a necessidade de cruzamentos (Snyder e 

Champness, 2007).  

Logo após sua descoberta, os fagos foram usados para combater 

patógenos bacterianos (Levin e Bull, 1996; Weinbauer, 2004). No entanto, a 

fagoterapia foi abandonada no ocidente, devido principalmente a resultados 

ambíguos e a descoberta dos antibióticos. Em alguns países da Europa 

Oriental e os que formavam a União Soviética, a fagoterapia continuou a ser 

utilizada (Weinbauer, 2004). A ameaça de resistência aos antibióticos 

renovou o interesse pela fagoterapia (Merril et al, 1996).  

Um novo domínio biológico foi proposto, ao lado dos domínios 

celulares Bacteria, Archaea e Eukarya, o domínio Akamara (ακαµαρα; do 

grego sem câmara ou vazio), i.e., agentes infecciosos acelulares contendo 

ácido nucléico como genoma (Hurst, 2000, Weinbauer, 2004). Uma possível 

estrutura organizacional deste domínio foi sugerida com dois reinos e vários 

filos e classes, como mostrado na figura 2. 
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Figura 2 Estrutura organizacional do domínio proposto Akamara,dando ênfase a classificação do 
Cyanostylvirus presente na família Myoviridae (Weinbauer, 2004) 

Vários passos durante o ciclo de vida dos fagos são comuns a todos 

os vírus: adsorção, liberação do ácido nucléico do capsídeo, expressão e 

replicação, montagem, liberação e transmissão (Duckworth, 1987). A 

adsorção dos bacteriófagos ocorre em duas etapas. Na primeira, a 

adsorção ocorre pela interação com uma estrutura definida na superfície 

celular (após um contato inicial) e é reversível, podendo ainda o fago perder 

a interação com o receptor, culminado com a não infecção da célula. 

Durante a segunda etapa, uma ligação irreversível ocorre entre a estrutura 

fágica (por exemplo fibras da cauda) e o receptor presente na superfície 

bacteriana. Após a adsorção, a parede celular é permeabilizável (pelo uso 

de enzimas presentes na cauda ou capsídeo, por exemplo) possibilitando a 

inserção do material genético viral, enquanto o capsídeo permanece fora da 

célula. Após a inoculação do genoma, este pode seguir dois caminhos, ser 

integrado ao genoma do hospedeiro ou permanecer no citoplasma. Para os 

vírus, este é um estágio onde o genoma do fago existe dentro do 

hospedeiro, mas fora do seu genoma, no entanto a expressão gênica, 

replicação do genoma e morfogênese ocorrem normalmente (Weinbauer, 
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2004). O período de latência é a fase da infecção onde não há fagos livres 

ou extracelulares detectáveis e descreve a fase do ciclo que varia entre a 

adsorção e a lise celular. O período anterior a montagem dos capsídeos e 

inclusão dos genomas é conhecido como período de eclipse. O período de 

crescimento é caracterizado pela liberação de fagos maduros para o meio 

ambiente, devido à lise celular e à detecção de fagos livres (virions). O 

número de virions liberados por célula para o meio é chamado o burst size.  

Fagos caudados causam a lise celular por um sistema duplo de lise, 

constituído por hidrolases de peptidoglicanos (endolisinas), que atacam a 

mureína presente na parede celular, e holinas, que danificam a membrana 

plasmática e permitem que as endolisinas tenham acesso ao peptidoglicano 

(Ackermann, 1999). Podem também ser liberados por brotamento ou 

extrusão. O estágio extracelular termina com a inviabilidade do fago ou uma 

nova infecção. Os fagos mostram vários ciclos de vida: lítico, lisogênico, 

pseudolisogênico e infecções crônicas (Figura 3). No ciclo lítico, os fagos 

(líticos ou virulentos) direcionam a maquinaria do hospedeiro para a 

produção de novos fagos, os quais são liberados pela lise celular. O ciclo 

lisogênico se caracteriza pela manutenção do genoma (lisogênico ou 

temperado) em um estado de dormência (profago), em que se replica 

juntamente com o genoma do hospedeiro, até que o ciclo lítico seja 

induzido. A decisão lisogênica dos fagos temperados, pelo estabelecimento 

do prófago ou não, acontece após a introdução do material genético no 

interior celular. Infecções crônicas ocorrem quando uma célula é infectada e 

a progênie viral é constantemente liberada por brotamento ou extrusão. Em 

infecções persistentes (Pseudolisogenia, estado de carreador), fagos 

multiplicam em uma fração da população. Pseudolisogenia e estado de 

carreador são amplamente usados como sinônimos, no entanto estado de 

carreador é mais estritamente utilizado para bactérias contendo profago na 

forma de plasmídeo (Ackermann e Dubow, 1987; Weinbauer, 2004). 
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Figura 3 Os diversos ciclos de vida dos bacteriófagos são apresentados. Infecções crônicas, com o 
brotamento ou extrusão de virions; ciclo lítico, levando a lise celular; pseudolisogenia, algumas células se 
mantém não infectadas e lisogenia, onde é observada a presença do prófago (Weinbauer, 2004). No 
entanto, tais classificações são provavelmente uma simplificação da diversidade de ciclos de vida dos 
bacteriófagos (Lenski, 1988) 

A observação de que 96% dos fagos isolados de procariotos são 

caudados (Ackermann, 1996) sugere que a maioria dos bacteriófagos 

pertencem ao grupo monofilético de fagos caudados (ordem Caudovirales). 

Possuem DNA de fita dupla como material genético e são divididos em três 

famílias, de acordo com características bioquímicas e moleculares da cauda 

(Ackermann, 1999), com uma cauda longa e flexível (Siphoviridae), fagos 

com cauda contrátil (Myoviridae) e fagos com cauda muito curta 

(Podoviridae) (Weinbauer, 2004). A origem dos fagos caudados ocorreu 

antes da separação dos três domínios Bacteria, Archaea e Eukarya, tendo 

provavelmente cerca 3,5-3,7 bilhões de anos. Fagos são relatados para 

Eubacteria e Archaea, considerando sua presença para células do domínio 

Eukarya uma dúvida (Ackermann, 1999, Hendrix et al, 1999). 

Um renovado interesse na fagoterapia vem sendo observado na 

literatura científica. Parte desse interesse deriva de uma série de 

experimentos conduzidos com lisinas de fagos (Loeffler et al, 2001; Schuch 
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et al, 2002), do grande número de experimentos com animais utilizando 

fagos viáveis como agentes antibacterianos (Merril et al, 1996; Biswas et al, 

2002; Westwater et al, 2003) e de revisões históricas da experiência 

soviética com a fagoterapia (Carlton, 1999; Sulakvelidze et al, 2001).  
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3. Justificativa 
 

A mastite bovina causa sérios prejuízos, tanto aos produtores rurais 

quanto à indústria de laticínios, além de significar sérios riscos à saúde dos 

consumidores. A mastite ambiental vem aumentando em alguns países e 

rebanhos, na mesma proporção com que a mastite contagiosa vem obtendo 

sucesso no controle.  

A antibioticoterapia ainda é o método mais utilizado no tratamento e 

prevenção da mastite, no entanto o surgimento de linhagens mais virulentas 

e resistentes aos antibióticos comumente utilizados traz a necessidade de 

novas alternativas a antibioticoterapia. Nesse contexto, os bacteriófagos 

surgem como uma alternativa viável, pois o isolamento de um novo 

bacteriófago contra bactérias resistentes é mais rápido e com custo 

reduzido, quando comparado a obtenção de um novo antibiótico.  

Sendo a Escherichia coli um dos principais patógenos ambientais, o 

estudo de alternativas no controle do patógeno é algo necessário, 

principalmente após os recentes surtos de linhagens altamente virulentas. 

Neste trabalho buscamos isolar e caracterizar, tanto molecular quanto 

morfologicamente bacteriófagos específicos para Escherichia coli isolada 

em casos de mastite clínica e sub-clínica de rebanhos leiteiros da Região da 

Cidade de Viçosa/MG, além de padronizar um método de purificação de 

bacteriófagos caudados por cromatografia de troca iônica. 
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4. Material e métodos 
 
4.1 Isolamento e Caracterização Molecular  
 
4.1.1 Linhagens de Escherichia coli 

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho fazem parte da 

coleção de patógenos causadores de mastite do Laboratório Imunovirologia 

Molecular do Departamento de Biologia Geral (DBG) - Universidade Federal 

de Viçosa (UFV). São linhagens isoladas do leite de animais com mastite 

clínica e sub-clínica: E. coli 28, E. coli 29, E. coli 30 e E. coli 31. As 

amostras de leite foram estriadas em placa de Petri com ágar-sangue de 

ovino e em ágar McConkey de cada uma das amostras coletadas e 

incubadas a 37ºC, por 24 horas. Logo após, foi feita coloração de Gram a 

partir das colônias que cresceram nas placas. Para as bactérias cocos 

Gram-positivas, foram realizados testes de catalase. As bactérias catalase 

positivo foram submetidas ao teste da coagulase e as bactérias catalase 

negativas foram submetidas ao teste CAMP. No caso de bactérias Gram-

negativas, foi utilizado o kit Bactray I (Laborclin, cód. LB 880108). 

4.1.2 Estoques bacterianos 

Estoques bacterianos utilizados durante os ensaios com 

bacteriófagos foram obtidos seguindo metodologia descrita por Sambrook e 

Russell, 2001. Bactérias foram estriadas em placas contendo meio Luria - 

Bertani, composto por Triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%, 

pH 7,0) suplementado com 1,4% de ágar bacteriológico (LB-ágar) e 

incubadas a 37°C. Colônias isoladas foram cultivadas em meio LB líquido 

sob as mesmas condições. Após o período de incubação, com as culturas 

em fase log (considerada aqui culturas com DO igual a 0,5), foram 

centrifugadas a 4000xg por 20 minutos e o precipitado ressuspenso em 2 

mL de MgSO4 10 mM. A densidade óptica medida no comprimento de onda 

de 600 nm (DO600) foi ajustada para 2. Este estoque bacteriano foi utilizado 

nos ensaios posteriores de plaqueamento. As linhagens utilizadas foram 

mantidas em glicerol 50% à temperatura de -20°C para estudos futuros. 
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4.1.3 Isolamento de bacteriófagos a partir de amostras 
líquidas 

O isolamento dos bacteriófagos seguiu metodologia descrita por Tanji 

et al (2008) com modificações. Amostras líquidas foram colhidas nas 

centrais de captação da rede de esgoto do Serviço Autônomo de Água e 

Esgoto (SAAE) da cidade de Viçosa, acondicionadas em tubos de 50 mL 

protegidos da luz solar, sendo mantidos no gelo durante todo o transporte. 

Em laboratório foram centrifugadas a 12.000xg por 15 minutos para 

precipitação de partículas maiores. O sobrenadante foi transferido para 

tubos novos e a esse adicionado polietilenoglicol (PEG, massa molecular 

8.000) na concentração final de 10% (m/v). Os tubos foram mantidos 

durante a noite a 4ºC e em seguida centrifugados a 11.000xg por 20 

minutos, visando a precipitação das partículas virais. O precipitado 

resultante foi suspenso em 5 mL de tampão de diluição de fago (SM: 5,8 g 

de NaCl, 2,0 g de MgSO4.7H20, 50 mL Tris-HCl 1M pH 7,5, 5 mL gelatina 

2% e H2O q.s.p 1L) e extraído uma vez com igual volume de clorofórmio. O 

clorofórmio e os restos celulares foram removidos por centrifugação 

(4000xg, 10 minutos, 4°C). O concentrado viral resultante foi mantido a 4ºC 

e serviu como fonte de bacteriófagos para o plaqueamento, por até 10 

meses. 

4.1.4 Plaqueamento de bacteriófagos 

As suspensões obtidas no processo de isolamento foram testadas 

quanto a presença de partículas virias viáveis pelo método de ‘pour plate’, 

seguindo metodologia descrita em Sambrook e Russell, 2001. Alíquotas de 

100 µL das suspensões foram incubadas com 100 µL do estoque bacteriano 

(linhagem E. coli 30, escolhido aleatoriamente entre as linhagens presentes 

na coleção de patógenos causadores de mastite do Laboratório de 

Imunovirologia – DBG/UFV e utilizado em todos os procedimentos de 

propagação), por 30 minutos e a estas adicionado 3 mL de LB acrescentado 

de ágar bacteriológico na concentração de 0,7%, fundido a 55ºC. Após 

homogeneização com o auxilio de uma micropipeta, a mistura resultante foi 

vertida em placa de cultura contendo LB-ágar. Após a solidificação à 
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temperatura ambiente, as placas foram incubadas por 1 hora sem inversão, 

visando facilitar a dispersão dos fagos e aumentar o diâmetro da placa de 

lise. Em seguida, as placas foram invertidas e mantidas por 24 horas em 

estufa a 37°C. No dia seguinte, a presença de placas de lise foi observada 

para cada amostra. Placas de lise individuais foram colhidas com o auxílio 

de ponteiras para servir como fonte de propagação de fagos em cultura 

líquida. A repetição deste procedimento, por três vezes para cada placa, 

sugeria a obtenção de fagos isolados. 

4.1.5 Propagação de bacteriófagos a partir de placas de lise 

A linhagem bacteriana de isolamento foi ativada pela incubação a 

temperatura de 37°C, até atingir com DO600 entre 0,7 e 0,5 foi então 

repicada em 15 mL de meio LB até atingir DO600 igual a 0,5. Placas de lise 

individuais foram adicionadas e incubadas por 12 horas sem agitação, a 

37°C. Após o período de incubação foi adicionado igual volume de LB 

estéril, sendo incubado por 4 horas sob as mesmas condições. Em seguida 

foi acrescentado clorofórmio 10% (v/v) e NaCl 1M, com o objetivo de lisar as 

bactérias e dissociar os fagos dos restos celulares. As misturas foram 

homogeneizadas e mantidas a 4ºC por 1 hora, seguido por centrifugação a 

5000xg, por 20 minutos à 4ºC para sedimentação de restos celulares e 

separação de fases. A fase aquosa foi cuidadosamente recolhida e 

transferida para tubos estéreis, sendo armazenados a 4ºC. As amostras 

foram plaqueadas em seguida para avaliação do sucesso da técnica e 

viabilidade dos fagos, sem a adição de mitomicina. 

4.1.6 Propagação de bacteriófagos em meio líquido 

A metodologia empregada seguiu procedimento descrito por 

Sambrook e Russell, 2001, com algumas modificações. Foram adicionados 

100 µL (aproximadamente 106 UFC/mL) de culturas bacterianas (DO600 0,5) 

e 100 µL das suspensões de fagos a 250 mL de meio BHI. As culturas 

foram mantidas a 37°C sem agitação até a completa lise celular, seguida 

pela adição de clorofórmio e NaCl e posterior centrifugação para separação 

das fases. Este procedimento visou obter um número maior de partículas 
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virais infectivas. Posteriormente, as suspensões obtidas foram esterilizadas 

por filtração em membrana de 0,22 µm (Millipore, Billerica, MA, USA). 

4.1.7 Titulação de bacteriófagos 

Foram realizadas diluições seriadas das suspensões fágicas a serem 

tituladas e plaqueadas conforme descrito no item 3.1.4. As faixas de diluição 

empregadas foram determinadas empiricamente, obtendo diluições 

máximas da ordem de 10-15. As placas foram mantidas em estufa, após 

solidificação, sob temperatura de 37°C por um período de 8 a 12 horas. 

Após este período foi observada a formação de placas de lise. Para a 

obtenção do título viral, foram levadas em consideração diluições onde o 

número de placas de lise variava entre 30 e 300. O título viral foi expresso 

em unidades formadoras de placas/mL (UFP/mL), e foi determinado pelo 

uso da seguinte fórmula: 

        Número de placas de lise X fator de diluição          

     _____________________________________________________________     = UFP/mL  

                           Volume da diluição (mL) 

 

4.1.9 Extração de material genético viral 

A extração foi realizada pelo método com Proteinase K (Sambrook e 

Russell, 2001). Foram adicionados Proteinase K 50 μg/mL e SDS 0,5% (p/v) 

à suspensão viral. As amostras foram incubadas por 1 hora a 56°C, após o 

período de incubação foi adicionado igual volume de fenol equilibrado 

(Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, Missouri, USA). Os tubos foram agitados por 

10 segundos, e as fases separadas por centrifugação a 5000 rpm por 5 

minutos. A fase aquosa foi recolhida e a ela adicionado igual volume de 

uma solução 1:1 fenol-clorofórmio. À fase aquosa foi adicionado igual 

volume de clorofórmio e após nova centrifugação a fase aquosa foi 

recolhida e misturada a etanol gelado na proporção de 2:1, visando a 

precipitação do DNA. A mistura foi mantida em gelo por 30 minutos e então 
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centrifugado a 15.000xg por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado ressuspenso em água deionizada.  

4.1.10 Análise da composição do material genético viral 

O material genético obtido foi tratado com enzimas capazes de 

degradar RNA (Ribonuclease A, Fermentas International, Inc. Canada) ou 

DNA (Desoxirribonuclease I, Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, Missouri, USA), 

conforme recomendação do fabricante. Após os tratamentos as amostras 

foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TBE 1X 

(Tris 0.89 M - Borato 0.89 M - EDTA 0.02 M), sob uma voltagem de 90V 

(Ogden e Adams, 1987).  

4.1.11 Eletroforese em campo pulsado  

O tamanho dos genomas virais foi determinado por eletroforese em 

campo pulsado, realizada em gel de agarose 1% em solução TBE 0,5X a 

14°C por 14 horas, com uma voltagem de 6 V/cm. O tempo de pulsação 

variou de 5 a 10 segundos. O gel foi analisado após coloração com brometo 

de etídio 0,5 µg/ml e visualizado com luz ultravioleta.  

4.1.12 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições 
desnaturantes (SDS-PAGE) 

Para obtenção de proteínas em quantidade suficiente, cerca de 10 

mL da suspensão viral foram concentrados pela adição de PEG 8.000, 

seguida por incubação a 4°C e posterior centrifugação. O precipitado foi 

ressuspenso em 1 mL de água destilada e deionizada. As proteínas foram 

então precipitadas com ácido tricloroacético na concentração final de 10%. 

O precipitado protéico foi suspenso em 30 µL de H2O destilada e tampão de 

amostra 1X. A corrida foi realizada em gel de poliacrilamida 14%, em 

condições desnaturantes a uma voltagem constante de 190 V seguindo o 

protocolo descrito por Laemmli, 1970. O gel foi corado com Coomassie® 

Brilliant Blue G-250 e descorado em solução contendo metanol 50%/ácido 

acético 30%. 
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4.1.13 Análise de antigenicidade e reatividade cruzada dos 
isolados virais 

Camundongos Swiss com 5 semanas de idade foram inoculados com 

proteínas de concentrados virais, divididos em grupos de 4 animais para 

cada isolado, obtidas pela metodologia citada no item 3.1.12. As proteínas 

foram solubilizadas em tampão PBS 1X (NaCl 0,13 M, KCl  2 mM, Na2HPO4 

9 mM, KH2PO4 1 mM), e inoculadas com duas doses de reforço, todas 

tendo PBS como veículo. A administração seguiu protocolo descrito por 

Galikowska et al (2011), com algumas modificações. A primeira inoculação, 

assim como as seguintes, foram por via intraperitoneal, tendo sido realizada 

uma dose de reforço com uma semana após a primeira inoculação, e uma 

segunda dose de reforço após mais uma semana, visando estimular a maior 

proliferação de clones de linfócitos produtores de anticorpos específicos aos 

bacteriófagos.    

  

4.1.14 “Western Blot” das proteínas virais 
Proteínas virais foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições desnaturantes, seguindo procedimento descrito 

no item 3.1.12. As proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose, utilizando tampão de transferência PBS-tween (PBS 1x 

acrescentado de tween 20 a 0,5% (v/v)) usando sistema de transferência 

Digel DGV10. A transferência se deu por duas horas a 190v e foi 

confirmada por coloração em Ponceau (Ponceau S 0,1% (p/v), metanol 5% 

(v/v). O bloqueio foi realizado com BSA 0,5% por um período de 15 a 30 

minutos. A membrana foi lavada 3x com PBS-tween e adicionado o 

anticorpo primário (policlonal 1:100) obtido pela imunização de 

camundongos, item 3.1.13. Após o período de incubação de 1 h à 

temperatura ambiente, a membrana foi novamente lavada 3x com PBS-

tween e adicionado o anticorpo secundário conjugado com fosfatase 

alcalina (1:100). Após adição do revelador a reação foi observada por um 

período mínimo de 10 minutos. Seguindo metodologia de Towbin et al 

(1979), com modificações. 

 

4.2 Purificação de bacteriófagos 
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Na etapa de purificação foi utilizada coluna DEAE-Sephadex A50, 

contendo dietilaminoetil (OCH2CH2N+H(CH2CH3)2) que se comporta como 

uma base fraca e matriz formada de dextrana. Após o empacotamento a 

coluna foi conectada a um sistema cromatográfico LKB FPLC (GE 

Healthcare, Pennsylvania, USA). 

4.2.1 Padronização das condições de pH  

A padronização das condições de iniciais se deu pela análise do 

ponto isoelétrico, valor de pH no qual a carga líquida é igual a 0, das 

proteínas que compõem o capsídeo viral (todo o procedimento de 

padronização foi realizada com o fago 008). Para tanto, foram realizados 

ensaios em diferentes valores de pH, onde pudemos determinar o pH no 

qual a carga líquida da partícula viral é negativa, possibilitando sua ligação 

aos grânulos da resina. Uma quantidade de 0,1 g de resina DEAE–

Sephadex A-50 foi equilibrada com 10 lavagens de 10 mL dos tampões com 

os valores de pH a serem testados (4,5-9,5). Em seguida 5 mL das 

suspensões virais foram misturados com igual volume dos tampões 

indicados e mantidos sob agitação em tubos Falcon® de 15 mL, por no 

mínimo 30 minutos. Após o período de agitação, os tubos foram mantidos a 

temperatura ambiente, por 15 minutos, para completa sedimentação da 

resina. Foi analisada a presença de material genético no sobrenadante, 

seguindo metodologia descrita no item 3.1.9. A ausência do genoma do 

bacteriófago no sobrenadante indicava a ligação das partículas virais à 

resina . 

4.2.2 Otimização das condições de eluição dos 
bacteriófagos 

Foram testados três eluentes, sendo um com baixo pH (5,5) e dois 

com altas concentrações salinas (1M e 2M) em pH 7,5. Após a 

homogeneização das suspensões virais com a resina, a mesma foi lavada 

10 vezes com 10 mL de solução com baixa salinidade (Tris-HCl pH 7,0/0,5M 

NaCl). A presença de contaminantes foi observada por espectrofotometria 

no ultravioleta (UV). A resina foi eluida com diferentes tampões e a 

presença do vírus no sobrenadante foi analisada por eletroforese em gel de 
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agarose e métodos espectrofotométricos. Todo o procedimento de 

padronização foi realizado em tubos Falcon de 15 mL. 

4.2.3 Cromatografia de troca iônica  

Os ensaios cromatográficos foram realizados em coluna empacotada 

com resina DEAE-Sephadex A-50, (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, Missouri, 

USA) conectada a um aparelho LKB - FPLC (GE Healthcare, Pennsylvania, 

USA). A coluna foi equilibrada com 10 volumes do tampão A (0,5 mM Tris-

HCl, pH 7,5). Um volume de 25 mL da amostra foi misturado com igual 

volume do tampão A, visando manter a suspensão em pH ideal. Após a 

passagem da amostra a um fluxo contínuo de 0,3 mL/min, o fluxo de B (2M 

NaCl, 0,5 mM Tris-HCl, pH 7,5) foi elevado para 100%. Os picos coletados 

tiveram a presença e a pureza dos vírus confirmada por eletroforese em gel 

de agarose e por varredura em espectrofotômetro Evolution 60 (Thermo 

Scientific), com o comprimento de onda variando de 220 a 320nm.  

4.2.4 Análise morfológica por microscopia eletrônica de 
transmissão (MET) 

Alíquotas com a presença de partículas virais confirmadas foram 

utilizadas. Um volume de 10 µL foi pipetado sobre um grid (200 mesh), 

previamente coberto com Formvar. O grid permaneceu incubado a 

temperatura ambiente por 5 minutos e o excesso de líquido retirado com 

papel de filtro. As partículas virais aderidas foram contrastadas com acetato 

de uranila 2% por 20 segundos e analisadas em microscópio eletrônico 

Zeiss EM 109 TEM operando a 80 Kv, no Núcleo de Microscopia e 

Microanálise (NMM) da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 
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5. Resultados 
  
5.1 Estoques bacterianos 

Os estoques bacterianos se mostraram viáveis e foram utilizados por 

até duas semanas. Não foram utilizados estoques bacterianos por mais de 

duas semanas devido a relatos da literatura (Sambrook e Russell, 2001).   

5.2 Isolamento viral 

Foi isolado um total de 15 bacteriófagos, todos da rede de esgoto da 

cidade de Viçosa. Estes foram nomeados da seguinte maneira: 

UFVEcophage001 (001), UFVEcophage002 (002), UFVEcophage003 (003), 

UFVEcophage004 (004), UFVEcophage005 (005), UFVEcophage006 (006), 

UFVEcophage007 (007), UFVEcophage008 (008), UFVEcophage009 (009), 

UFVEcophage010 (010), UFVEcophage011 (011), UFVEcophage012 (012), 

UFVEcophage013 (013), UFVEcophage014 (014) e UFVEcophage015 

(015). Sendo mantidos a 4 °C para utilização nos experimentos.  

5.3 Propagação viral 

Ambas as propagações foram bem sucedidas, no entanto a 

propagação em pequena escala, a partir da placa de lise, se mostrou mais 

eficiente. A técnica nos permite obter um volume menor, no entanto com 

títulos extremamente altos. Foi observado aumento no título de 

bacteriófagos após a adição de Mitomicina C à cultura de E.coli, um 

antibiótico isolado do Streptomyces caespitosus, solúvel em água e 

solventes orgânicos com massa molecular de 334 daltons (Verweij e 

Pinedo, 1990). A Mitomicina C é um alquilante (eletrofílico) que forma 

ligações covalentes com o material genético em qualquer estágio do ciclo 

celular, o que bloqueia a replicação do DNA (Jampel, 1992), causando a 

ativação dos mecanismos de reparo e do sistema SOS (Snyder e 

Champness, 2007). A ativação do sistema leva a clivagem de proteínas 

virais que inibem a entrada em ciclo lítico. O sucesso da propagação foi 

confirmado pela presença do material genético viral nas suspensões por 

meio de plaqueamento.  
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5.5 Extração e análise da composição do material genético viral 

O procedimento de extração do material genético viral se mostrou 

eficiente, pois foi possível detectar a presença do material genético em 

todas as amostras, apesar do baixo rendimento obtido para algumas 

amostras. O material genético obtido foi tratado com nucleases e analise 

por eletroforese indicou que os genomas se mostraram resistentes a RNase 

e sensíveis a DNase, o que indica genoma constituído de DNA (Figura 4). A 

análise por eletroforese em campo pulsado, relevou que os genomas virais 

apresentavam aproximadamente 44 kb (Figura 5).  

 

 

Figura 4 Análise da composição genômica de alguns bacteriófagos. A figura mostra os bacteriófagos 002, 
003 e 006 tratados com DNase (Dnase) e RNase (Rnase). A ausência de genoma íntegro quando tratado 
com DNase, indica se tratar de material genético constituído de ácido dexorribonucléico (DNA). Os 
mesmos tratamentos foram repetidos para os demais isolados e o mesmo resultado foi encontrado. 
 

 

Figura 5 Análise por PFGE dos genomas virais mostrando as bandas respectivas aos genomas virais, 
com cerca de 44 kb, indicado pela seta. Foram utilizados os seguintes marcadores: MN - ･ MonoCut; CC 
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– Pulse Field ･ Concatamers. Alguns genomas não são apresentados nesta figura, mas outros resultados 
demonstram que também possuem genomas com aproximadamente 44 kb. 

 

5.6 SDS-PAGE 

A análise por SDS-PAGE revelou a presença de três proteínas 

principais constituintes das partículas virais, duas com massas moleculares 

de 26,9 kDa e 23,4 kDa, e a terceira com cerca de 87 kDa. Os isolados 

apresentaram, além das duas mais conservadas, algumas outras proteínas 

com massas moleculares em torno de 132 kDa, 77,4 kDa e 7 kDa. Essas 

proteínas foram comuns a mais de um fago, estando presentes em mais de 

um isolado, sendo que alguns continham duas ou mais das proteínas 

citadas (Figura 6). 

  
Figura 6 A – Análise por SDS-PAGE do perfil protéico dos isolados virais. As cabeças de seta amarelas 
mostram proteínas que são comuns a apenas alguns isolados, enquanto as cabeças de seta vermelhas 
mostram proteínas conservadas em todos os isolados. B - Perfil do fago 008 após propagação, 
evidenciando as bandas mais intensas referentes ao fago, primeiro fago a obtermos altos títulos. 

5.7 Western blot 

Os anticorpos obtidos contra todos os isolados virais foram utilizados 

no ensaio de “Western blot”. Os resultados sugerem que as duas proteínas 

principais, com massas moleculares iguais a 26,9 kDa e 23,4 kDa, 

observadas no SDS-PAGE, possuem capacidade antigênica, induzindo a 

produção de anticorpos específicos. No entanto, apresentaram reatividade 

cruzada entre os isolados analisados, demonstrando haver epítopos 

antigênicos comuns entre eles (Figura 7).  

BA 
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Figura 7 Foi analisada a reatividade cruzada entre os 15 bacteriófagos isolados. Os bacteriófagos foram 
testados contra anticorpos específicos contra outro isolado. M - marcador de peso molecular; 2.2 - 002 
incubado com anticorpos anti 002; 3.2 - 003 incubado com anticorpos anti 002; 2.3 - 002 incubado com 
anticorpos anti 003; 3.3 - 003 incubado com anticorpos anti 003; 4.4 – 004 incubado com anticorpos anti 
004; 6.4 - 006 incubado com anticorpos anti 004; 4.6 – 004 incubado com anticorpos anti 006; 6.6 – 006 
incubado com anticorpos anti 006. 

  

5.8 Condições de adsorção 

Pela análise da presença do material genômico, foi observado que a 

partir do valor de pH 6,5 há uma significativa redução na quantidade de 

material genético presente no sobrenadante, estando completamente 

ausente a partir do valor de pH 7,0. Estes resultados sugerem que as 

proteínas constituintes do capsídeo viral possuem ponto isoelétrico próximo 

ao pH 6,5 e adquirem carga negativa líquida a partir do pH 7,0, 

permanecendo ligado à resina (Figura 8).  
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Figura 8 Gel de agarose revelando a presença do genoma do fago 008 no sobrenadante após agitação 
em presença da resina, do pH 4,5 ao pH 6,0. Em valores de pH acima de 6,0 não foi possível observar o 
genoma viral no sobrenadante, o que indica que a permanência das partículas virais ligadas a resina. Em 
pH 6,5 ainda podemos observar algum material genético, o que não ocorre em valores superiores. M – 
Marcador de peso molecular � Hind III. 

 

5.9 Condições de eluição 

Apenas o pH 5,5 foi incapaz de interferir nas interações eletrostáticas 

entre a resina e as partículas virias, assim como as concentrações de 0,5 M 

e 1,0 M de NaCl em tampão Tris-HCl, pH 7,5. Porém quando utiliza-se o 

tampão com concentração de 2 M de NaCl foi possível observar a presença 

dos bacteriófagos no sobrenadante após agitação do fago 008, previamente 

agitado em presença da resina com concentração salina inferior, a qual 

garantiu a permanência dos fagos ligados a resina (Figura 9). 

 

Figura 9 Gel de agarose do genoma viral eluido com 2 M e ausência do mesmo nas outras condições 
analisadas: baixo pH (pH 5,5), baixa salinidade (NaCl 0,5 M) e salinidade média (NaCl 1,0 M). 

 

5.10   Cromatografia de troca iônica 

 A análise cromatográfica sugeriu a presença dos bacteriófagos 

em mais de uma alíquota (alíquotas 21, 22, 23 e 24) (Figura 10), no entanto 
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a alíquota 24, que concorda com o pico de absorbância, apresentou maior 

concentração protéica, evidenciado por uma maior absorbância no 

comprimento de onda de 280 nm e maior grau de pureza quando 

comparado com as demais alíquotas, demonstrando pela observação de 

proteínas adicionais presentes tanto no pool quanto no concentrado com 

PEG (Figura 11).  
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Figura 10 Varreduras realizadas em espectrofotômetro das alíquotas 21, 22, 23 e 24, com comprimento 
de onda variando de 220 nm a 320 nm, a fim de analisar a concentração protéica e inferir sobre a pureza 
das alíquotas. 
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Figura 11 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE) mostrando na 
ordem: M - marcador de peso molecular, P - pool alíquotas 21, 22 e 23, 24 - alíquota 24, C - fago não 
purificado concentrado com polietilenoglicol 8000 kDa (PEG8000). As setas vermelhas indicam algumas 
proteínas virais; as setas amarelas indicam proteínas contaminantes presentes no pool das alíquotas 21, 
22 e 23. 

 

5.11 Análise morfológica por microscopia eletrônica de 
transmissão 

A análise morfológica por microscopia eletrônica de transmissão 

demonstrou que o isolado 008 é um fago caudado, portanto pertencente à 

ordem Caudovirales, com cabeça icosaédrica de aproximadamente 57 nm 

de largura, cauda curta não-contrátil com 36 nm de comprimento. Tais 
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características morfológicas, relacionadas ao tamanho do genoma o 

classificam dentro da família Podoviridae (Figura 13).  

A eficiência não pode ser analisada devido às dificuldades no 

plaqueamento, encontradas durante parte dos experimentos. Sendo este o 

último passo para obtermos uma metodologia rápida, barata, confiável e 

com bom rendimento na purificação de bacteriófagos. 
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Figura 12 Microscopia eletrônica de transmissão da alíquota 24, contrastado com acetato de uranila 2%. 
As setas indicam partículas virais. As cabeças de seta mostram a região de interseção entre a cabeça e a 
cauda, curta e não-contrátil. É possível observar em A, onde foi visualizado um campo maior do grid, uma 
região com poucos contaminantes, sugerindo uma boa pureza da amostra. As barras valem: A, C e D – 
200 nm; B e E – 100 nm. 
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6. Discussão 

Neste trabalho foram utilizados bacteriófagos isolados na rede de 

esgoto da cidade Viçosa/MG, Brasil. O isolamento a partir da rede de 

esgoto se mostrou eficiente contra linhagens bacterianas isoladas em casos 

clínicos de mastite bovina. Foram testados isolamentos em outros 

ambientes, entre eles o córrego São Bartolomeu, a lagoa e o estábulo da 

UFV. No entanto, a rede de esgoto mostrou resultados mais interessantes, 

tendo sido o único lugar onde o procedimento de isolamento obteve 

sucesso, possivelmente devido se tratar de bacteriófagos contra uma 

enterobactéria (Shpigel et al, 2008).  

O procedimento de propagação a partir de placa de lise foi bastante 

eficiente, o que não foi observado com a propagação líquida, podendo ser 

obtidos títulos mais altos. Após o isolamento, cujo procedimento se 

assemelha com a propagação a partir da placa de lise, os bacteriófagos 

foram obtidos por meio da propagação líquida. No entanto, com a repetição 

do procedimento por cerca de três vezes os títulos virais caíram 

vertiginosamente, sendo possível observar poucas placas de lise por mL, 

inviabilizando a titulação. A presença dos bacteriófagos nas suspensões era 

evidenciada pela presença do material genético (Figura 4) e das proteínas 

virais (Figura 6). Inicialmente imaginou-se ser a concentração, bacteriana e 

fágica, o fator chave na eficiência da infecção viral. Wiggins e Alexander 

(1985) demonstraram que partindo da concentração de E. coli de 100 

UFC/mL e de fagos de 1000 UFP/mL, poderia demorar em média 4000 min 

para um fago fazer contato com uma célula, entretanto quando a 

concentração bacteriana subia para 105 UFC/mL esse tempo era reduzido 

para 4 min. Diante desse resultado, a propagação a partir da placa de lise 

foi retomada, agora induzida com Mitomicina C, obtendo ótimos resultados.  

A relação do estado fisiológico e a decisão entre o ciclo lítico e 

lisogênico já havia sido descrita por Echols, 1986. Além do estado 

fisiológico, outro fator para a obtenção de altos títulos foi a adição de 

Mitomicina C, a qual interfere na replicação, ativando o sistema SOS e 

induzindo os fagos a entrarem em ciclo lítico pela clivagem da proteína CI, 
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um repressor ligado a genes relacionados ao ciclo lítico (Waldor et al, 2005). 

O estado fisiológico teve forte influência sobre a decisão entre os ciclos 

líticos e lisogênicos. No entanto foi observado um aumento significativo nos 

títulos obtidos na presença da Mitomicina C. Durante as propagações 

líquidas, os fagos se mantinham em estado de lisogenia estável, que era 

quebrado pela adição de um agente causador de danos ao DNA 

(Mitomicina). A presença do material genético viral observado durante as 

propagações líquidas pode ser devido à liberação de fagos sem indução, 

originalmente chamada liberação de fagos espontânea (Lwoff, 1953). Os 

dados sugerem se tratar de isolados lisogênicos. 

Todos os 15 bacteriófagos isolados possuem dupla fita de DNA como 

material genético, podendo pertencer aos 96% dos bacteriófagos 

pertencentes ao grupo monofilético dos fagos caudados (ordem 

Caudovirales) (Ackermann, 1996), na qual os membros possuem genoma 

composto por dupla fita de DNA e são divididos em três famílias: 

Podoviridae, Siphoviridae e Myoviridae, por suas características de cauda, 

bioquímicas e moleculares (Weinbauer, 2004). 

A análise de composição genômica foi realizada por eletroforese em 

gel de agarose simples, esta se mostrou satisfatória nesse tipo de análise, 

no entanto não apresentava resolução suficiente para estimarmos o 

tamanho preciso do genoma viral. Para isso, utilizamos o PFGE no qual 

obtivemos um valor de aproximadamente 44 kb, possibilitando sua 

classificação em qualquer uma das 3 famílias, que possuem genomas 

variando de 19 kb (Podoviridae) a 170 kb (Myoviridae) (Ackermann, 1998). 

Foram realizados diversos ensaios de PFGE para a determinação do 

tamanho do genoma de todos os bacteriófagos, no entanto, devido a baixa 

concentração viral o genoma de alguns isolados eram nitidamente visíveis 

em alguns ensaios, enquanto outros não, já em outros ensaios outros 

isolados eram visíveis, de maneira que no final todos possuíam o tamanho 

determinado, mas em ensaios diferentes, tendo sido apresentado o ensaio 

onde foi possível observar o maior número de isolados. 
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O perfil protéico apresentado na figura 6 diverge entre os fagos, 

sendo que algumas proteínas estão presentes em todos os isolados, 

algumas apontadas com setas vermelhas, com massas moleculares de 26,9 

e 23,4 kDa. Outras (marcadas com setas amarelas), com massas 

moleculares de 98,2 e 10,6 kDa no UFVEcophage 004,   132,16 e 87,25 

kDa no UFVEcophage002, sendo possível observar a presença  de uma 

banda com massa molecular semelhante também no isolado 008, marcada 

com a seta laranja. São relatadas enzimas presentes na cauda de fagos 

específicos para E.coli com atividade endosialidásica, o fago K1F possui 

uma endosialidase com 119 kDa (Waldor et al, 2005), um valor aproximado 

ao encontrado para as maiores proteínas encontradas em alguns isolados 

(p. e. 132,16 kDa no isolado UFVEcophage 002). Fagos possuindo 

endosialidases são comumente encontrados na família Podoviridae (Waldor 

et al, 2005). Devido à baixa massa molecular das proteínas comuns a todos 

os isolados, levantamos a possibilidade de se tratarem de proteínas 

ribossomais, já que estas possuem massas moleculares, em sua grande 

maioria, com valores abaixo de 20 kDa, para ambos as sub-unidades (30s e 

50s), no entanto são observadas proteínas com massas variando entre 10,9 

a 65 kDa para a subunidade 30s e entre 9,6 a 31,5 kDa para a sub-unidade 

50s, não podendo ser descartada a possibilidade de serem proteínas 

bacterianas (Dzionara  et al, 1970). No entanto quando conseguimos obter 

títulos mais altos percebemos que as bandas vistas anteriormente 

continuavam presentes e agora mais intensas, evidenciando se tratarem de 

proteínas virais (Fig 6b). 

 Visando analisar a imunogenicidade dos isolados virais, devido à 

importância da resposta imune numa possível fagoterapia, camundongos 

“Swiss” foram utilizados para a produção de anticorpos específicos, 

utilizados nos ensaios de “Western blot”. A inoculação das proteínas virais 

foi intraperitoneal, já que estudos anteriores mostraram não haver 

diferenças significativas entre as vias de inoculação (Adams, 1959). Até o 

início da década de 50, acreditáva-se que cada fago possuía um único 

antígeno, o qual induzia a produção do anticorpo neutralizante. Lanni e 

Lanni (1953) apresentaram evidencias claras da existência de, no mínimo 
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dois antígenos distintos no fago T2, sendo um localizado na cauda, alvo do 

anticorpo neutralizante. O segundo, provavelmente presente na cabeça, 

participa da agregação específica e na fixação do complemento, estando os 

dois epítopos antigênicos presentes em proteínas da superfície viral 

(Adams, 1959). Os nossos resultados corroboram com o observado por 

Adams (1959), podendo ser observadas duas proteínas com atividade 

imunogênica (Figura 7). Tais proteínas demonstraram possuir homologia em 

seus epítopos antigênicos, sendo observada reatividade cruzada entre os 

isolados 2 e 3, e entre os isolados 4 e 6. Estes resultados são coerentes, já 

que todos os fagos isolados possuem perfis protéicos semelhantes e fagos 

induzem produção de anticorpos anti-fagos (Budynek et al, 2010) entre eles 

anticorpos neutralizantes (Adams, 1959), que podem interferir na eficiência 

da fagoterapia.  

 A utilização de partículas virais em terapias requer um alto grau 

de pureza desses isolados. O procedimento deve ser rápido, para que seja 

possível o isolamento, propagação e purificação de partículas virais em 

curto espaço de tempo, sendo capaz assim de atender demandas 

induzidas. Deve também ser barata, para que o tratamento de um rebanho 

seja viável economicamente ao pecuarista leiteiro, seja ele de grande, 

médio ou pequeno porte.  

 A cromatografia de troca iônica é a técnica mais popular na 

purificação de peptídeos, proteínas, oligonucleotídeos, ácido nucléico e 

moléculas carregadas. A popularidade se deve, sobretudo, ao alto poder de 

resolução, alta capacidade, simplicidade e controlabilidade. Esta técnica foi 

utilizada na purificação de fagos filamentosos (Monjezi et al, 2010), no 

entanto não há relatos de sua utilização em fagos caudados. Assim, 

buscava-se uma metodologia rápida de obtenção do valor de pH ideal para 

ligação das partículas virais à resina DEAE. No trabalho foram realizados 

ensaios com 11 diferentes valores de pH (4,5-9,5), objetivando encontrar o 

ponto isoelétrico (pI) do conjunto de proteínas formadoras do capsídeo viral, 

sendo este um fator importante na determinação do pH de ligação das 

mesmas à resina. Buscou-se condições onde as partículas virais possuiriam 

carga líquida negativa, possibilitando sua adsorção íntegra à resina de 



39 
 

carga positiva. Pela observação dos resultados foi possível perceber que 

em pH 4,0 há uma pequena redução na quantidade de material genético, o 

que pode ser causado pelo baixo pH em que a análise foi realizada, 

comprometendo a eficiência da técnica de extração por fenol-clorofórmio. 

Sendo o interesse obter partículas virias para sua utilização em 

fagoterapias, obter condições de ligação em pH 7,5, próximo ao fisiológico 

7,4 é de extrema importância para sua aplicação, além de estar num valor 

próximo ao do tampão SM, no qual os fagos são estocados (Figura 8).  

Foram analisadas condições de eluição, duas diferentes 

concentrações de salinidade e em pH 5,5. Foram testados os valores de 0,5 

M, 1,0 M e 2 M de NaCl em tampão Tris-HCl, pH 7,5. O valor de pH 5,5 foi 

testado devido a observação no primeiro ensaio de que em tal pH o vírus 

era incapaz de se ligar à resina. Os resultados sugerem que, uma vez a 

interação entre os fagos carregados negativamente e a resina 

positivamente, tenha sido feita, a redução no pH não é capaz de desfazer a 

interação eletrostática (Figura 9). Pela análise das curvas obtidas, foi 

possível perceber uma maior concentração de ácido nucléico no pico 24 

que nos demais, indicando a presença de um número maior partículas 

virais, a grande inflexão também nesta alíquota mostra uma baixa 

contaminação com proteínas não virais (Figura 10). O que é possível 

observar melhor na figura 11 onde há a presença das proteínas virais no 

pool das alíquotas anteriores, coincidente com proteínas presente no pico 

24, entretanto no pico 24 podemos ver as proteínas presentes na figura 8 

(as comuns a todos, marcadas em vermelho e a de massa mais alta, 

indicada com seta laranja), no entanto não vemos várias proteínas 

presentes no pool. 

Outro método utilizado visando obter maiores informações com 

relação a morfologia viral e pode oferecer uma idéia do grau de pureza foi a 

microscopia eletrônica de transmissão, na qual é possível visualizar os 

fagos caudados em áreas limpas do grid (Figura 12), o que demonstra alto 

grau de pureza, sem contaminantes ou artefatos, confirmando o observado 

no SDS-PAGE. Unindo as imagens obtidas, com os dados moleculares, é 
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possível caracterizar os fagos isolados dentro da família Podoviridae, como 

um P22-like phage (Ackermann, 1998). 
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7. Conclusões 

• Os fagos UFVEcophage 001-015 possuem perfis protéicos 

semelhantes, com algumas variações nas proteínas de alta massa 

molecular; 

• Os bacteriófagos isolados são do tipo P22-like, temperados, e 

aparentemente sofrem influência do estado fisiológico do hospedeiro na 

decisão entre ciclo lítico e lisogênico, sendo a mitomicina C um agente 

capaz de induzir todos os fagos isolados a entrarem no ciclo lítico; 

• A cromatografia de troca iônica demonstrou ser uma técnica mais 

rápida e menos laboriosa na obtenção de purificados virais, quando 

comparado a ultracentrifugação em gradiente de cloreto de césio;  

• Foram isolados e proliferados nesse trabalho 15 bacteriófagos 

temperados, todos possuindo como material genético uma dupla fita de 

DNA de aproximadamente 44 Kb, sendo todos da ordem Caudovirales e da 

família Podoviridae; 

Foram obtidas suspensões com alto grau de pureza pela técnica de 

cromatografia de troca iônica, no entanto, são necessários estudos futuros 

com o objetivo de definir o rendimento da técnica. 
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