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A resistência bacteriana aos antibióticos é uma questão crescente de saúde pública, com previsões 

alarmantes de até 10 milhões de mortes anuais até 2050. Dentre os patógenos resistentes, o grupo 

ESKAPE se destaca pela dificuldade no tratamento. Assim, busca-se alternativas, como o uso de 

bacteriófagos, vírus que infectam especificamente bactérias, oferecendo uma abordagem promissora 

para o controle dessas infecções. O objetivo deste estudo foi isolar, preservar e catalogar 

bacteriófagos líticos a partir de amostras ambientais da região de Sorocaba, São Paulo, visando o 

desenvolvimento de uma biblioteca de fagos para futuras pesquisas. A metodologia seguiu o 

protocolo de isolamento de bacteriófagos a partir de amostras de solo e água, utilizando técnicas de 

enriquecimento e o teste de spot-test para detecção da presença de fagos. Após o isolamento, os 

bacteriófagos foram armazenados em tampão SM e glicerol a -80ºC para garantir sua preservação. 
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INTRODUÇÃO 

O uso inadequado e excessivo de antibióticos tem causado a queda da eficácia de agentes 

antimicrobianos, de modo que, infecções causadas por bactérias têm se tornado cada vez mais difíceis 

de serem tratadas e controladas. A resistência de microrganismos patogênicos a antibióticos tem 

gerado altos custos de tratamento e importantes efeitos colaterais devido ao uso excessivo de 

antibióticos fortes. As bactérias do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.) são 

os patógenos reconhecidos por sua resistência bacteriana, se tornando uma ameaça à saúde publica, 

afetando a saúde de seres humanos ao redor do mundo (Munita; Arias, 2016). Segundo pesquisas 

recentes, a resistência bacteriana a antibióticos pode causar até 10 milhões de mortes anuais até 2050, 

superando o número de mortes por câncer e outras doenças (Mello & Oliveira, 2021). Sendo assim, se 

faz necessária a pesquisa por métodos alternativos que visam o combate à resistência bacteriana 

(Balcão et al., 2022a,b; Harada et al., 2022; Viertel et al., 2014). 

Os bacteriófagos, ou fagos, são definidos como vírus que infectam única e exclusivamente 

bactérias, desempenhando um papel crucial no controle biológico de microrganismos. Esses vírus 

possuem um genoma de ácido nucleico, que pode ser RNA ou DNA, encapsulado em uma estrutura 

proteica chamada capsídeo. Essa estrutura pode ser complementada por uma cauda, que pode ser 

contrátil ou não, e por apêndices que variam em complexidade. Os fagos são classificados em dois 

tipos principais, de acordo com o seu ciclo de replicação: fagos líticos (virulentos) e lisogênicos. No 

ciclo lítico, o fago injeta o seu genoma na célula bacteriana, o qual se multiplica rapidamente, 

produzindo novas partículas virais, e em seguida causa a lise (ruptura) da célula hospedeira, liberando 

seus descendentes para infectar novas bactérias. Esse ciclo é o mais interessante para o controle 

biológico de bactérias, já que resulta na destruição da célula bacteriana. Por outro lado, no ciclo 

lisogênico, o genoma do fago é integrado ao genoma da bactéria hospedeira formando um profago, 

onde pode permanecer inativo por um determinado período de tempo. Nesse estado latente, o profago 

é replicado junto com o DNA da bactéria durante a divisão celular, sem causar a destruição imediata 

da célula. Contudo, sob certas condições, o profago pode sofrer excisão e entrar em um ciclo lítico, 

reativando sua replicação e levando à lise da célula. Devido à sua especificidade, os fagos líticos 

oferecem uma alternativa promissora no combate a infecções bacterianas, especialmente no contexto 



 

da resistência a antibióticos, já que podem ser usados para atacar diretamente bactérias específicas 

sem afetar a microbiota benéfica (Balcão et al., 2022c; Torres-Barceló, 2018). 

Os bacteriófagos são amplamente distribuídos no planeta e podem ser encontrados em 

praticamente qualquer ambiente que contenha bactérias viáveis. Estima-se que existam 

aproximadamente 10³² partículas virais, o que os torna cerca de dez vezes mais abundantes na 

biosfera do que as próprias bactérias (Thung et al., 2018). No entanto, apesar dessa abundância, 

apenas uma pequena fração de fagos foi identificada e catalogada até ao momento (Akhwale et al., 

2019). Nesse contexto, torna-se crucial o desenvolvimento de coleções ou bibliotecas de 

bacteriófagos, que possam ser disponibilizadas para a comunidade científica e utilizadas em 

pesquisas. 

Este trabalho tem como objetivo o isolamento, preservação, catalogação e fornecimento de 

bacteriófagos e suas bactérias hospedeiras, visando apoiar pesquisas científicas e atender demandas 

regionais e nacionais, promovendo o desenvolvimento tecnológico e possibilitando aplicações 

práticas desses fagos em áreas como a biotecnologia e o controle de infecções bacterianas resistentes. 

METODOLOGIA 

O isolamento de bacteriófagos foi realizado a partir de amostras ambientais, como solo e água, 

coletadas na região de Sorocaba/SP. O protocolo seguiu as etapas descritas por Kutter & Sulakvelidze 

(2005) para a obtenção de fagos. 

Na fase de enriquecimento, as amostras provenientes de fontes ambientais foram adicionadas a 

frascos contendo meio Tryptic Soy Broth (TSB) e uma cepa bacteriana hospedeira previamente 

selecionada. Os frascos foram incubados por 24 h, em temperatura ótima para o crescimento da cepa 

hospedeira de isolamento, permitindo a multiplicação de fagos presentes nas amostras. Após o 

período de incubação, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 20 min em tubos Falcon 

de 15 mL e o sobrenadante foi coletado e filtrado utilizando filtros PES de 0,2 µm de tamanho de 

poro, visando reter e eliminar células bacterianas e restos celulares, mantendo apenas as partículas 

virais. 

Para verificação da presença de bacteriófagos na amostra, o filtrado foi testado através do teste 

da gota (spot-test) em placas de Petri contendo tapete bacteriano da cepa hospedeira. As placas de 

Petri contendo o spot-test foram incubadas novamente à temperatura ótima para crescimento 



 

bacteriano, onde após um período de 24 h, foram inspecionadas quanto à presença ou não de halos de 

lise translúcidos, indicativos da presença de bacteriófagos virulentos. 

As placas de lise formadas pelos bacteriófagos encontrados foram então recortadas e 

armazenadas a -80 ºC em criotubos enriquecidos com 1,5 mL de SM Buffer (tampão fágico), 1,5 mL 

de glicerol e 200µL de suspensão contendo a cepa hospedeira. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram isolados até ao momento 16 bacteriófagos a partir de diferentes amostras ambientais. Os 

bacteriófagos podem ser facilmente obtidos de fontes como solo, água, esgoto e outros ambientes 

colonizados por bactérias (Marks & Sharp, 2000). O processo de enriquecimento das amostras visa 

aumentar a concentração de fagos presentes, facilitando sua detecção nas amostras coletadas do 

ambiente (Gill & Hyman, 2010). A técnica do spot test é uma abordagem simples e eficaz que 

permite avaliar a capacidade dos fagos de lisar bactérias hospedeiras (Hyman, 2019). 

A ocorrência, viabilidade e longevidade dos bacteriófagos são influenciadas por diversos 

fatores, como temperatura, acidez, salinidade e a presença de íons. Esses fatores podem comprometer 

a integridade dos fagos, causando danos em suas estruturas, como cabeça, cauda e envelope, além de 

provocar a perda de lipídeos ou DNA e alterações estruturais (Ackermann et al., 2005). 

O SM Buffer tem a função de proporcionar um ambiente estável para os bacteriófagos, 

preservando sua atividade biológica. O magnésio (Mg²⁺) é fundamental para a estabilidade estrutural 

dos fagos, enquanto o Tris-HCl mantém o pH em níveis ideais (Carlson, 2005). A adição de glicerol 

ao meio de armazenamento é essencial para evitar danos decorrentes da formação de cristais de gelo 

durante os processos de congelamento e descongelamento, garantindo que a estrutura e viabilidade 

dos fagos permaneçam preservadas (Kropinski et al., 2009). 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A pesquisa sobre bacteriófagos oferece uma alternativa promissora para o controle de infecções 

causadas por bactérias multirresistentes. Até ao momento, a metodologia empregada mostrou-se eficaz 

no isolamento e preservação de fagos de amostras ambientais de Sorocaba/SP. A criação de uma 

biblioteca de bacteriófagos líticos contribuirá para o avanço da terapia fágica, proporcionando novos 



 

recursos para a melhoria da saúde pública, sendo fundamental para o sucesso de futuras aplicações 

científicas. 
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