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RESUMO 

 

A mastite bovina é uma infecção que afeta os rebanhos leiteiros. Esta doença está 
frequentemente associada com Staphylococcus aureus, resultando em prejuízos 
econômicos para a cadeia produtiva do leite. Além disso, essas bactérias podem 
produzir enterotoxinas e causar intoxicação alimentar em humanos. O uso 
indiscriminado de antibióticos para controlar patógenos na pecuária e em humanos 
traz consigo riscos, como a seleção de bactérias resistentes, o que pode reduzir a 
eficácia desses medicamentos. Além disso, tais práticas têm gerado preocupações 
com a segurança dos alimentos e o impacto ambiental. Diante disso, um número cada 
vez maior de estudos científicos tem se dedicado a investigar novas opções 
terapêuticas que possam ser utilizadas como alternativas ou complementar ao 
tratamento convencional. Uma alternativa promissora para o controle biológico do S. 
aureus é a utilização de fagos líticos e suas endolisinas, que possuem a capacidade 
de lise bacteriana. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar e caracterizar 
fagos líticos e suas endolisinas recombinantes quanto à atividade antimicrobiana 
contra S. aureus. Os fagos foram submetidos a caracterização morfológica e 
bioquímica, bem como testados contra diferentes linhagens bacterianas de S. aureus 
e outras espécies. Além disso, as endolisinas dos Fagos 2 e 4 foram expressas, 
purificadas e avaliadas quanto ao espectro lítico. Elas também foram caracterizadas 
in silico em relação aos aspectos morfológicos, bioquímicos e de alergenicidade. Ao 
analisar a morfologia dos Fagos 2 e 4, foi possível concluir que ambos pertencem à 
família Siphoviridae. Dentre as linhagens de S. aureus testadas, o Fago 2 lisou 62,22% 
delas, enquanto o Fago 4 lisou 51,11%. O Fago 2 manteve sua estabilidade em uma 
faixa de temperatura entre 4°C e 37°C, bem como em concentrações de NaCl entre 
50 mM e 250 mM. Além disso, no presente estudo, foi identificado que as duas 
endolisinas, EndF2 e EndF4, possuem um domínio CHAP, um domínio Amidase2 e 
um domínio de ligação à parede celular SH3, e ambas não apresentaram aspectos 
críticos de alergenicidade. Foi demonstrado que as endolisinas recombinantes exibem 
alta atividade lítica em relação a linhagens estafilocócicas, no qual, a EndF2 lisou 
71,43% e a EndF4 76,20% das linhagens testadas de S. aureus. Conclui-se que os 
Fagos 2 e 4 e as suas respectivas endolisinas recombinantes EndF2 e EndF4 
demostraram ser ativos sobre linhagens de S. aureus e que podem constituir uma 
alternativa de controle deste patógeno.  
 
Palavras-chave: Fagoterapia. Bacteriófagos. Biofármaco. Staphylococcus aureus. 
Endolisina Recombinante.  



 
 

ABSTRACT 
 

Bovine mastitis is an infection that affects dairy herds. This disease is often associated 
with Staphylococcus aureus, resulting in economic losses for the milk production chain. 
Furthermore, these bacteria can produce enterotoxins and cause food poisoning in 
humans. The indiscriminate use of antibiotics to control pathogens in livestock and 
humans carries with it risks, such as the selection of resistant bacteria, which can 
reduce the effectiveness of these drugs. In addition, such practices have raised 
concerns about food safety and environmental impact. Therefore, an increasing 
number of scientific studies have been dedicated to investigating new therapeutic 
options that can be used as alternatives to conventional treatment. A promising 
alternative for biological control of S. aureus is the use of lytic bacteriophages and their 
endolysins, which have the ability to lyse bacteria. Thus, the objective of this work was 
to evaluate and characterize lytic bacteriophages and their recombinant endolysins 
regarding their antimicrobial activity against S. aureus. The phages were submitted to 
morphological and biochemical characterization, as well as tested against different 
bacterial strains of S. aureus and other species. Furthermore, endolysins from Phage 
2 and 4 were expressed, purified and evaluated for lytic spectrum. They were also 
characterized in silico in relation to morphological, biochemical and allergenicity 
aspects. By analyzing the morphology of Phages 2 and 4, it was possible to conclude 
that both belong to the Siphoviridae family. Among the strains tested, Phage 2 lysed 
62.22% of them, while Phage 4 lysed 51.11%. Phage 2 maintained its stability in a 
temperature range between 4°C and 37°C, as well as in NaCl concentrations between 
50 mM and 250 mM. Furthermore, in the present study, it was identified that the two 
endolysins, EndF2 and EndF4, have a CHAP domain, an Amidase2 domain and an 
SH3 cell wall binding domain, and both did not show critical aspects of allergenicity. It 
was demonstrated that recombinant endolysins exhibit high lytic activity against 
staphylococcal strains, in which EndF2 lysed 71.43% and EndF4 76.20% of the S. 
aureus strains tested. It is concluded that Phages 2 and 4 and their respective 
recombinant endolysins EndF2 and EndF4 proved to be active on S. aureus strains 
and that they may constitute an alternative to control this pathogen. To prove the 
results, in vivo tests are necessary. 
 
Keywords: Phage therapy. Bacteriophages. Biopharmaceutical. Staphylococcus 
aureus. Recombinant Endolysin.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Staphylococcus aureus é uma bactéria com formato de coco, Gram-

positiva, mesófila com característica de tolerar ampla faixa de temperatura (4 a 44ºC, 

ótima condição 37ºC) e pH (4,5 a 8,0, ideal 7,0) (TORTORA et al., 2016). Algumas 

linhagens de S. aureus são capazes de produzir enterotoxinas responsáveis pela 

intoxicação alimentar estafilocócica, uma das causas mais prevalentes de 

gastroenterite no mundo (GRISPOLDI et al., 2021). Esse patógeno é reconhecido 

como uma causa frequente de infecções intramamárias subclínicas em vacas leiteiras 

e é comumente isolado do leite cru de bovino leiteiro que são acometidos por mastite 

(HASAN; HOSHYAR 2019; TORRES et al., 2023). Além disso, S. aureus é capaz de 

causar uma variedade de doenças em humanos, como infecções da pele, pneumonia, 

osteomielite e septicemia (TIGABU; GETANEH 2021; AL-HUSSANIY; KADHIM 2022). 

Além disso, S. aureus é capaz de crescer em diversas condições e ambientes e sua 

presença nos alimentos é uma grande preocupação para a segurança e a qualidade 

dos produtos industrializados ou produzidos tradicionalmente (SCHOUSTRA et al., 

2022). É um patógeno anaeróbico facultativo e consegue crescer na presença de 15% 

v/v de NaCl (SILVA et al., 2022). Atualmente, a utilização de antibióticos como a 

principal medida para o tratamento da mastite bovina causada por bactérias como S. 

aureus tem sido questionada devido ao surgimento e aumento da frequência de 

linhagens resistentes aos antimicrobianos e aos possíveis efeitos negativos na 

qualidade do leite e na saúde pública. 

O uso de antibióticos em animais de produção pode levar à seleção de 

bactérias resistentes e representa, assim, um risco à saúde pública (OLIVEIRA et al., 

2020). No caso específico de S. aureus, a resistência aos antibióticos β-lactâmicos é 

uma preocupação crescente já que eles são utilizados para tratamentos de doenças 

em humanos (LADE; JOO; KIM 2022). Além disso, o uso de antibióticos ao longo da 

cadeia de produção de leite pode comprometer a qualidade e segurança dos produtos 

lácteos devido à possibilidade de resíduos contaminantes dessa classe de 

medicamentos (CHIESA et al., 2020; VIRTO et al., 2022). O uso indiscriminado e 

contínuo de antibióticos tem levado à seleção de linhagens bacterianas resistentes e 

ao aumento da disseminação desses micro-organismos, dificultando o controle por 

meio de métodos terapêuticos convencionais (PATEL et al., 2021). Diante disso, é 



18 
 

relevante desenvolver estratégias alternativas de tratamento, como o uso de fagos 

líticos ou de suas endolisinas, para assegurar o controle de S. aureus e a qualidade 

dos produtos alimentícios. 

Bacteriófagos (fagos) são vírus que infectam bactérias (PRINCIPI; 

SILVESTRI; ESPOSITO 2019), e a aplicação terapêutica deliberada de fagos em 

infecções causadas por bactérias multirresistentes é uma alternativa promissora aos 

antimicrobianos. Os fagos são a entidade biológica mais abundante da Terra e 

desempenham um papel fundamental na ecologia das comunidades microbianas, 

incluindo a microbiota humana e o solo (NAVARRO; MUNIESA 2017). Os fagos são 

caracterizados por apresentarem um espectro estreito de hospedeiros e por uma 

partícula de fago típica pode infectar apenas um número limitado de espécies ou 

linhagens bacterianas intimamente relacionadas dentro da mesma espécie (ROSS; 

WARD; HYMAN 2016). Quando um fago entra na célula bacteriana, inicia um dos 

possíveis ciclos de infecção (pseudolisogânico, crânico, lisogênico, lítico, entre 

outros); os fagos virulentos seguem o ciclo de infecção lítico, onde rapidamente lisam 

sua célula hospedeira e liberam partículas virais, enquanto os fagos temperados 

podem integrar seu ácido nucleico no genoma do hospedeiro e seguir o ciclo 

lisogênico (ABDELSATTAR et al., 2021). O uso de fagos apresenta diversas 

vantagens, incluindo sua autorreplicação e autolimitação, o que significa que eles só 

se reproduzem enquanto a bactéria hospedeira estiver presente e gradualmente 

desaparecem no indivíduo ou ambiente. Além disso, eles são altamente específicos, 

infectando apenas a bactéria-alvo. Recentemente, as proteínas dos fagos 

(endolisinas) têm despertado grande interesse como agentes antimicrobianos, 

particularmente contra bactérias Gram-positivas, como S. aureus (HO et al., 2022; 

HAMED; AWNI; ABDULAMIR 2023; KIM; SEO 2023).  

As endolisinas são enzimas produzidas por fagos líticos capazes de clivar 

a parede celular bacteriana. Essas enzimas são codificadas pelo genoma do 

bacteriófago e são sintetizadas no final do ciclo lítico para promover a lise da célula 

hospedeira e liberar vírions recém-produzidos. Além disso, as endolisinas de fagos 

que infectam hospedeiros Gram-positivos também são capazes de lisar rapidamente 

as bactérias quando aplicadas de forma exógena (OECHSLIN et al., 2022). 

Essas proteínas têm potencial como agentes antimicrobianos devido a 

várias características, como seu modo de ação distinto e altamente específico, sua 

atividade contra bactérias independentemente do padrão de suscetibilidade a 
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antibióticos e sua capacidade de não afetar outros micro-organismos que não sejam 

seus alvos (RAHMAN et al., 2021; SHANNON; RADFORD; BALAMURUGAN 2020). 

Diversos estudos têm avaliado a aplicação de endolisinas no controle de infecções 

bacterianas, destacando-se a eficácia dessas enzimas contra patógenos resistentes 

aos antibióticos convencionais (KHAN et al., 2022; OECHSLIN et al., 2022; KIM; SEO 

2023). 

Desta forma, o objetivo do presente estudo é caracterizar e avaliar a 

atividade antimicrobiana de fagos líticos e suas endolisinas recombinantes contra S. 

aureus, utilizando isolados previamente identificados (LEITE et al., 2010).  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva que pode causar 

infecções em animais e humanos (TORTORA 2016; TORRES et al., 2023). No caso 

da mastite bovina, essa bactéria é uma das principais causadoras da doença, 

afetando a saúde das glândulas mamárias das vacas e, consequentemente, a 

produção de leite (HASAN; HOSHYAR 2019; TORRES et al., 2023). A transmissão 

ocorre principalmente durante a ordenha, quando as bactérias presentes nas mãos 

do ordenhador ou no ambiente contaminado entram em contato com os tetos da vaca 

(SCHNITT; TENHAGEN 2020). O tratamento da mastite causada por S. aureus pode 

ser difícil, pois essa bactéria é capaz de formar biofilmes e desenvolver resistência a 

antimicrobianos (SAEED et al., 2022), sendo necessária a implementação de medidas 

de prevenção e controle da doença. 

O gênero de bactérias Staphylococcus é um grupo de micro-organismos 

Gram-positivos em forma de cocos, sem flagelo, que possuem uma parede celular 

relativamente espessa (TORTORA 2016). As linhagens pertencentes a este gênero 

são capazes de crescer em condições aeróbicas e anaeróbicas e em ambientes como 

o solo, a água ou em diversos tecidos animais (SILVA et al., 2022). 

Entre os estafilococos, existem três principais espécies patogênicas: S. 

aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus. S. aureus é uma bactéria mesófila (10 a 

44ºC, temperatura ótima de crescimento 37ºC), desenvolve-se em níveis diferentes 

de pH (4,5 a 8,0, ideal 7,0) e presença de NaCl (até 15% v/v), anaeróbica facultativa 

e é a única capaz de produzir uma exoenzima que coagula o plasma sanguíneo. Esta 

linhagem é geralmente chamada de Staphylococcus dourado por causa das colônias 

de cor amarela que são formadas quando cultivadas em ágar Sal Manitol (Figura 1A, 

B) (TORTORA 2016; SILVA et al., 2022). 
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Figura 1 - Representação esquemática (A) e cultura de Staphylococcus aureus em 

Ágar Sal Manitol (B). 

 
Fonte: Google Imagens. 

 

Além das características já citadas, S. aureus possui fatores de virulência 

(Quadro 1), que são estruturas utilizadas pelos patógenos para garantir a aderência, 

invasão e permanência na célula do hospedeiro. A expressão de virulências é 

resultado da interação entre o micro-organismo, o hospedeiro e o ambiente, o que 

torna este micro-organismo versátil e de difícil controle (HARPER et al., 2018). 

 

Quadro 1 - Fatores de virulência, componentes e funções relacionadas a 

Staphylococcus aureus. 

Fatores Componentes Funções 

Exoenzimas 

Catalase  

Neutraliza o efeito tóxico do 
peróxido de hidrogênio 
produzido durante o processo 
de bacteriófagocitose. 

Coagulase 

Enzima que coagula o plasma 
e forma uma proteção ao redor 
do micro-organismos 
garantindo o início da infecção. 

Lipases 

Promovem a propagação de S. 
aureus na pele (hidrolisando 
áreas sebáceas) e em tecido 
subcutâneo, a formação de 
biofilmes, aumento de 
abcessos e letalidade celular. 

Hialuronidases 

Possibilitam a maior 
proliferação da célula 
bacteriana nos tecidos 
infectados.  
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Fatores Componentes Funções 

Fibrinolisina  
Degrada a fibrina, permitindo 
que o patógeno se espalhe ao 
redor do tecido. 

Fosfatidil inositol - fosfolipase C 
Aumenta a viabilidade do 
patógeno no sangue humano. 

Exotoxinas 

Toxina da Síndrome do Choque Toxico-1 

Ativa as células T e anticorpos. 
Relacionada a infecções 
associadas à tampões 
menstruais e a infecções pós-
cirúrgicas. 

Enterotoxinas estafilocócicas 

Ativa as células T e anticorpos. 
Proteínas extracelulares 
produzidas no alimento, 
resistentes ao calor e causa de 
intoxicação alimentar. 

Toxina esfoliativa ou epidermolítica 

Induz proliferação das células T 
na derme. Toxina produzida 
capaz de originar dermatites 
esfoliativas em crianças. 

Citotoxinas: Hemolisinas (a,b,d,g) 

Caracterizam-se pela ação de 
lise sobre as células do sistema 
imunológico principalmente os 
neutrófilos, linfócitos e 
leucócitos. 

Citotoxinas: Leucocidina Induzem lise nos leucócitos. 

Estruturas de superfície 

Cápsula 

Polímero de polissacarídeo 
secretado que encapsula a 
parede celular da bactéria, 
protege superfície bacteriana 
de opsoninas e células 
imunológicas. 

Adesinas 

Proteínas importantes à fase 
inicial de adesão do micro-
organismo à célula por se 
associarem à fibronectina e a 
elastina. 

Proteína A 
Interage com a região Fc da 
IgG e reduz efeito 
bacteriófagocitário. 

Fonte: ARMITANO; LINDER, (2017); UKPANAH; UPLA, (2017), adaptado. 

 

Nos últimos anos, as exotoxinas, especialmente as enterotoxinas 

estafilocócicas, têm sido apontadas como um grande desafio para a saúde pública. 

Estas moléculas são resistentes ao calor e mesmo após o tratamento térmico de 

alimentos, sua eliminação é difícil (DARWISH et al., 2018). A ingestão destas toxinas 

pode resultar em intoxicação alimentar, causando sintomas como náusea, vômito, 

diarreia, cólica abdominal e febre, além de possíveis complicações como insuficiência 

renal e hepática, distúrbios cerebrais, neurais e paralisia, ou até mesmo óbito 

(WALKER-YORK-MOORE; MOORE; FOX, 2017). 
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A Organização Mundial da Saúde (OMS) considera as Doenças de 

Transmissão Hídrica e Alimentar (DTHA) uma grande preocupação de saúde pública 

global. Segundo dados mais recentes, alimentos inseguros causam anualmente cerca 

de 600 milhões de casos de DTHA e mais de 420.000 mortes em todo o mundo. 

Dessas mortes, estima-se que 30% ocorram em crianças menores de 5 anos de idade 

(WHO, 2022). No entanto, é importante ressaltar que essas estimativas são 

provavelmente subestimadas, já que muitos casos de DTHA não são relatados ou 

notificados em vários países. Além disso, o impacto das DTHA na saúde pública pode 

ser ainda maior em grupos vulneráveis, como populações com baixa imunidade e 

idosos (WHO, 2022). 

 No Brasil, o Ministério da Saúde divulgou em 2021 que no período de 2007 

a 2020, foram notificados, por ano, uma média de 662 surtos de DTHA, com o 

envolvimento de 156.691 doentes (média de 17 doentes/surto), 22.205 hospitalizados 

e 152 óbitos (BRASIL, 2023). A identificação dos alimentos envolvidos na doença e 

do patógeno causador ainda é um desafio no Brasil, já que a maioria dos casos são 

subnotificados. No entanto, os dados mostram que, entre os patógenos mais 

frequentes, a Salmonella ssp. continua sendo a principal causa de DTHA no Brasil, 

com 35,2% dos casos notificados, seguida por norovírus (17,7%), E. coli (8,8%), S. 

aureus (4,1%) e rotavírus (3,2%) (BRASIL, 2023). 

Além da relação de S. aureus com as DTHA, outros fatores de virulência 

como a estrutura da membrana e suas associações, podem interferir diretamente na 

eficácia da administração de antibióticos (ANDRADE et al., 2021). Como dito 

anteriormente, o S. aureus é um dos principais agentes causadores de doenças em 

animais e humanos. Hoje, o tratamento mais utilizado para combater este patógeno é 

a base de antibióticos (JAYALAKSHMI et al., 2017; VERMA et al., 2021). 

Na indústria alimentícia, é comum a detecção de resíduos de antibióticos 

em alimentos devido ao seu uso indiscriminado. Quando utilizados na produção de 

leite e derivados, podem prejudicar o processamento de lácteos, uma vez que inibem 

a ação do fermento na produção de queijos e iogurtes (JAYALAKSHMI et al., 2017). 

Os resíduos de antibióticos, quando ingeridos, oferecem efeito nocivo à 

saúde humana, mesmo em baixas concentrações. A ingestão dos resíduos de 

antibióticos utilizados para o combate à infecção de S. aureus em rebanhos leiteiros, 

pode causar efeitos indesejáveis, como carcinogenicidade (sulfametazina, 

oxitetraciclina), mutagenicidade, nefropatia (gentamicina), hepatotoxicidade, 



24 
 

distúrbios reprodutivos, toxicidade da medula óssea (cloranfenicol) (PRIYANKA; 

SHEORAN; GANGULY, 2017). Além disso, os resíduos têm desencadeado a seleção 

de patógenos resistentes a vários fármacos, fato que dificulta o combate às infecções 

com a redução da eficácia do tratamento (KHAN et al., 2018; PANIGRAHI; SHEORAN; 

GANGULY, 2017; POIZAT et al., 2017; SHARIF et al., 2017). A exposição dos micro-

organismos a várias classes de antibióticos por décadas, provocou a existência das 

bactérias multirresistentes (MRA) (grupo ESKAPE) ou superbactérias (KUMAR et al., 

2021), considerado um sério problema de saúde pública. 

Nos últimos anos, a preocupação com linhagens de S. aureus e outras 

bactérias patogênicas resistentes ao tratamento com antibióticos tem aumentado. 

Desta forma, têm sido realizados estudos para o desenvolvimento de diferentes 

alternativas de antimicrobianos. (WILLING et al., 2018; KUMAR et al., 2021). 

 

2.2 FAGOS LÍTICOS 

 

Os vírus representam os seres mais abundantes na Terra, e estão 

presentes em todos os ambientes em que existe vida, em escala superior aos 

procariotos (SUTTLE, 2005). Dentre os vírus, os fagos são os que estão mais 

diversamente distribuídos, devido aos seus hospedeiros serem os únicos com 

distribuição e abundância suficiente para sustentar a quantidade de vírus no planeta. 

Além disso, os fagos têm um papel fundamental na regulação das populações 

bacterianas e na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas (HAMBLY; SUTTLE, 2005). 

Estima-se que em 1 g de solo ou água, podem ser isoladas cerca de 108 a 109 

partículas de fagos (SONI et al., 2010). Em 1915, o pesquisador Frederick William 

Twort foi o primeiro a observar os fagos. Posteriormente, em 1917, Felix d'Herelle 

reafirmou a descoberta e deu o nome às partículas virais como bacteriófagos ou fagos. 

Os fagos se assemelham em vários passos com os demais vírus, alguns 

fagos possuem o ciclo lisogênico o qual está associado ao processo de transdução 

especializada (SCHNEIDER et al., 2021). Estes fagos podem transferir informações 

genéticas, que irão alterar características metabólicas, morfológicas e fisiológicas do 

hospedeiro, conferindo vantagens ou desvantagens competitivas, permitindo a 

adaptação das bactérias em novos nichos ecológicos. Outros fagos promovem 

infecção crônica nas bactérias, estabelecendo uma relação de parasitismo 

(WEINBAUER; RASSOULZADEGAN, 2004). Existem também aqueles que possuem 
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um ciclo lítico que está relacionado com o processo de transdução generalizada. Ao 

final deste ciclo, a célula hospedeira é  lisada liberando as novas partículas virais 

(GREGORACCI; SILVEIRA; BROCCHI, 2006; WEINBAUER; RASSOULZADEGAN, 

2004). 

Os fagos são vírus capazes de infectar células de hospedeiros 

pertencentes aos domínios Archea e Bactéria (GREGORACCI; SILVEIRA; BROCCHI, 

2006). Eles consistem em uma cápsula proteica (capsídeo) que envolve um ácido 

nucleico, podendo ou não estar envolvido por um envelope lipoprotéico (ELOIS et al., 

2023). Os fagos são os organismos mais abundantes do planeta e são encontrados 

em diversos ambientes. Eles não conseguem se replicar de forma independente e 

dependem do hospedeiro para se replicarem. Dessa forma, sua presença é mais 

comum em ambientes onde seu hospedeiro está presente (ROHWER et al., 2002). 

Existem diferentes grupos de fagos, com variações em tamanho e morfologia, 

podendo ser constituídos por RNA ou DNA, fita simples ou dupla, linear ou circular e 

segmentado ou único (ACKERMANN, 2003; GREGORACCI; SILVEIRA; BROCCHI, 

2006).  

Apesar da diversidade, cerca de 96% dos fagos são caudados e constituem 

a ordem Caudovirales. Os vírus da ordem Caudovirales são vírus icosaédricos, que 

apresentam DNA fita-dupla e possuem como estrutura diferencial a cauda, que é 

responsável pelo reconhecimento dos hospedeiros e injeção do material genético 

(LOPES et al., 2014). A classificação taxonômica das famílias integrantes à ordem 

Caudovirales pode ser observada na Figura 2 (WALKER et al., 2022).  
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Figura 2 - Taxonomia das famílias pertencentes à ordem Caudovirales. 

 

Fonte: WALKER et al. 2022. 

 

Essa ordem é composta por três principais famílias: Myoviridae, 

Podoviridae e Siphoviridae. A principal diferença entre elas reside na morfologia das 

caudas dos fagos. A família Siphoviridae apresenta caudas longas e não-contráteis, 

enquanto a Podoviridae possui caudas bem curtas. Já os fagos da família Myoviridae, 

que são os mais comuns dentre as três famílias, possuem caudas contráteis (Figura 

3).  



27 
 

Figura 3 - Morfologia das três principais famílias de fagos com cauda da ordem 

Caudovirales. 

Fonte: HARPER; ENRIGHT, 2011. 

 

2.3.1 Ciclo lítico 

 

A primeira etapa do ciclo lítico é a adsorção que é o reconhecimento e a 

adesão da partícula viral à superfície bacteriana. Neste processo, proteínas ou 

hidrolases de peptideoglicano associadas a vírions (VAPGHs do inglês: Virion-

associated peptidoglycan hydrolases) degradam a camada do peptideoglicano (PG) 

das células, auxiliando o bacteriófago na infecção (DOWAH; CLOKIE, 2018). Em 

seguida, o bacteriófago insere o seu material genético na célula bacteriana. O 

metabolismo da célula do hospedeiro, então, é utilizado a favor do DNA viral para 

replicação, transcrição do material genético e posterior, produção de proteínas líticas 

e estruturais. Em seguida, ocorre a lise celular, mediada pelas proteínas produzidas 

(endolisinas fágicas) e a progênie do bacteriófago é liberada no meio (OLIVEIRA et 

al., 2017; SQUIRES, 2018) (Figura 4).  
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Figura 4 - Ciclo litico do bacteriófago sobre uma célula hospedeira. 

Fonte: https://hotzone4th1044518.weebly.com/, adaptado. 

 

2.3.2 Terapia com fagos 

 

No passado, havia a crença de que os fagos não eram organismos capazes 

de exercer uma influência significativa nas cadeias ecológicas. No entanto, nos 

últimos anos, os fagos têm ganhado uma importância cada vez maior, principalmente 

no controle de patógenos e na transferência de genes, entre outras funções (QADIR; 

MOBEEN; MASOOD, 2018; ALOMARI; DEC; URBAN-CHMIEL, 2021; ELOIS et al., 

2023). 

Devido à sua alta especificidade em relação ao hospedeiro, os fagos não 

causam danos aos organismos eucarióticos. Essa característica os torna promissores 

como alternativas ou complementares aos antibióticos, já que há menor probabilidade 

de afetarem as bactérias não alvos (WILLING et al., 2018). A faixa de hospedeiros 

que eles conseguem alcançar varia de acordo com o tipo de receptor de superfície, o 

que promove a terapia com fagos mais eficiente (MACIEJEWSKA; OLSZAK; DRULIS-

KAWA, 2018). 

A crescente preocupação com a resistência bacteriana aos tratamentos 

convencionais com antibióticos tem motivado a busca por alternativas, e o controle de 

patógenos através de fagos líticos se apresenta como uma proposta bastante 

interessante. Isso se deve à capacidade autorreplicante dos fagos, que permite a 
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repetição do ciclo enquanto houver bactérias-alvo presentes. (DROND; JUSTRIBÓ, 

2007). 

Diante da possibilidade de controle de bactérias patogênicas a partir da 

terapia fágica, estudos foram desenvolvidos e revelaram resultados bem promissores 

no tratamento com fagos (Quadro 2). 

 

Quadro 2 - Estudos desenvolvidos em humanos e animais com a administração de 

fagos para o combate de diferentes patógenos. 

Patógeno Modelo Condição Resultados Autores 

Shigella 
dysenteriae 

Humano Disenteria 

Todos os quatro 
indivíduos tratados 
recuperaram-se após 
24 h 

CHANISHVILI 
(2012) 

Vibrio cholerae Humano Cólera 

68 de 73 
sobreviveram no 
grupo de tratamento e 
apenas 44 de 118 no 
grupo controle 

CHANISHVILI 
(2012) 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Camundongo 
Infecção 
severa 

Redução de 66,7% de 
mortalidade 

WATANABE et 
al., (2007) 

Clostridioides 
difficile 

Camundongo 
Infecção 
intestinal 

A co-administração 
com C. difficile 
preveniu a infecção 

RAMESH; 
FRALICK; 
ROLFE (1999) 

Camundongo 
Infecção 
intestinal 

Redução de 92% da 
mortalidade 

RAMESH; 
FRALICK; 
ROLFE (1999) 

Enterococcus 
faecium 
(Resistente à 
vancomicina) 

Camundongo Bacteremia 
Redução de 100% da 
mortalidade 

BISWAS et al., 
(2002) 

Escherichia coli 
(Produtor de β-
lactamase) 

Camundongo Bacteremia 
Redução de 100% da 
mortalidade 

WANG et al., 
(2006) 

Pseudomonas 
aeruginosa 
(Resistente à 
Imipenem) 

Camundongo Bacteremia 
Redução de 100% da 
mortalidade 

WANG et al., 
(2006) 

Escherichia coli Camundongo 
Meningite 
e Infecção 
severa 

Redução de 100% e 
50% da mortalidade 
por meningite e 
infecção severa, 
respectivamente 

POUILLOT et 
al., (2012) 

MDR* Vibrio 
parahaemolyticus 

Camundongo 
Infecção 
severa 

Redução de 92% e 
84% da mortalidade 
com a administração 
Intraperitoneal e oral, 
respectivamente. 

JUN et al., 
(2014) 
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Patógeno Modelo Condição Resultados Autores 

S. aureus Camundongo 
Infecção 
de ferida 

A co-administração 
com S. aureus 
preveniu a infecção 

WILLS; 
KERRIGAN; 
SOOTHILL 
(2005) 

MDR S. aureus Humano 
Úlcera em 
diabético 

Todos os 6 pacientes 
recuperaram-se. 

FISH et al., 
(2016) 

Disenteria 
bacteriana não 
classificada 

Humano Disenteria 

O coquetel de 
bacteriófago 
melhorou os sintomas 
de 74% dos 219 
pacientes. 

CHANISHVILI; 
SHARP (2008) 

Pseudomonas 
aeruginosa 
(Resistente à 
antibiótico) 

Humano 
Otite 
crônica 

O tratamento com 
bacteriófagos é 
seguro e os sintomas 
melhoram nas fases 
do estudo.  

WRIGHT et al., 
(2009) 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

Tendo em vista o êxito das pesquisas, a indústria investiu em produtos à 

base de fagos e atualmente estão comercialmente disponíveis para uso em alimentos 

(Quadro 3).  
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Quadro 3 - Produtos aprovados à base de fagos disponíveis comercialmente. 

Produto Aprovação regulatória Aplicação 

ListShield_ Intralytix, 
Inc. USA 

Administração de Comidas e 
Remédios (FDA); Agência de 
Proteção Ambiental dos Estados 
Unidos (EPA); Departamento de 
Agricultura dos Estados Unidos 
(USDA) 

- Alimentos prontos 
para o consumo: 
salame, salsicha, etc. 
- Frutos do mar; 
- Superfícies de contato 
com alimentos e 
ambientes 

EcoShield Intralytix, 
Inc. USA 

Administração de Comidas e 
Remédios (FDA) 

- Peças de carne 
vermelha e aparas 
destinadas a serem 
moídas 

SalmoFresh Intralytix, 
Inc. USA 

Administração de Comidas e 
Remédios (FDA); Conselho Islâmico 
de Alimentação e Nutrição da 
América 
(IFANCA); Instituto de Revisão de 
Materiais Orgânicos (OMRI) 

- Avicultura 
- Peixe e marisco 
- Frutas e legumes 
frescos e processados 

LISTEX_Micreos EBI 
Food Safety 
Netherlands 

Administração de Comidas e 
Remédios (FDA); Departamento de 
Agricultura dos Estados Unidos 
(USDA); Autoridade Europeia para a 
Segurança Alimentar (EFSA); Saúde 
Canadá; Escritório Federal de 
Saúde Pública - Suíça (BAG); 
Normas alimentares para a Austrália 
e a Nova Zelândia (FSANZ) 

- Carne 
- Carne pronta para 
consumo 
- Peixe 
- Queijo 

Agriphage Omnilytics 
USA 

Agência de Proteção Ambiental dos 
Estados Unidos (EPA) 

- Na agricultura em 
frutas e legumes 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

Embora a fagoterapia ainda não tenha sido amplamente adotada nos 

sistemas de produção animal, esta estratégia de controle tem demonstrado ser eficaz 

no controle de bactérias patogênicas em animais de produção. Estudos demonstram 

eficácia dos fagos no controle da colonização de Campylobacter jejuni (CARRILLO et 

al., 2005) e Salmonella (BARDINA; SPRICIGO; CORTÉS, 2012), enquanto diminui a 

mortalidade de galinhas durante a infecção por Escherichia coli (HUFF et al., 2002, 

2006). Os fagos também foram eficazes na redução de infecção por Salmonella em 

porcos (SAEZ et al., 2011) e na redução de infecção por E. coli em ovinos (BACH et 

al., 2009; RAYA et al., 2011). No entanto, os esforços direcionados ao controle de 

infecção por E. coli em bovinos têm se mostrado menos bem-sucedidos (RIVAS et al., 

2010; ROZEMA et al., 2009; STANFORD et al., 2010). 

Como descrito anteriormente, os fagos apresentam potencial para o 

controle de bactérias patogênicas, porém, ainda são necessárias considerações 
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significativas quanto à sua implementação na produção animal. Assim como os 

antibióticos, as bactérias são capazes de adquirir resistência à infecção por fagos 

utilizando Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR) como 

sistema pseudoimune ou sistema de infecção abortiva para matar células infectadas 

antes que o fago possa se espalhar (HRYHOROWICZ et al., 2017; MACIEJEWSKA; 

OLSZAK; DRULIS-KAWA, 2018). 

Além disso, a superfície celular bacteriana pode sofrer alterações para 

remover ou bloquear o receptor ao qual o fago se liga (LABRIE; SAMSON; MOINEAU, 

2010), o que pode afetar os fatores de virulência ou colonização (CRYZ et al., 1984). 

Tendo em vista essas estratégias desenvolvidas ao longo da evolução dos patógenos, 

que podem comprometer a eficácia do tratamento com fagos, estudos têm sido 

desenvolvidos com a utilização apenas das endolisinas fágicas para a aplicação 

exógena. 

 

2.4 ENDOLISINAS DE FAGOS LÍTICOS 

 

As endolisinas são moléculas complexas produzidas por fagos que 

demonstram atividade altamente potente quando atuam em seu contexto natural, 

lisando as células hospedeiras de dentro para fora em um período reduzido. A 

exploração dessas enzimas no combate a bactérias patogênicas baseia-se na 

observação de que uma ação lítica semelhante pode ocorrer quando as endolisinas 

atingem a parede celular do patógeno de fora para dentro (PROENÇA, 2015). Durante 

o ciclo lítico dos fagos, as proteínas chamadas de holina que estão presentes na 

membrana citoplasmática das células bacterianas são ativadas e formam poros na 

membrana, a fim de permitir o acesso das endolisinas que estão no citoplasma celular 

a parede celular, sobre o qual exercem a sua atividade catalítica (Figura 5).  
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Figura 5 - Mecanismo de ação das proteínas fágicas VAPGH, holina e endolisina. 

 

 
Fonte: LIU et al. (2023), adaptado. 

 

A especificidade das endolisinas varia de acordo com o hospedeiro e com 

as características das enzimas e dos fagos que as derivaram. A análise da estrutura 

geral das endolisinas fágicas conhecidas geralmente leva a uma distinção entre 

aquelas que atingem bactérias Gram-positivas e aquelas que atuam em bactérias 

Gram-negativas (PROENÇA, 2015). 

Nas bactérias Gram-negativas, o PG está entre a membrana externa (ME) 

e a membrana citoplasmática (CM) e é uma camada relativamente fina (Figura 6). 

Endolisinas de fagos que infectam esse tipo de bactéria geralmente são proteínas 

globulares que normalmente abrigam um único domínio catalítico (DC) (NELSON et 

al., 2012). Já os organismos Gram-positivos não possuem a OM e o PG é uma 

multicamada altamente reticulada, externa à ME. Como mencionado acima, as 

endolisinas Gram-positivas mostram uma estrutura modular (DIAZ; LOPEZ; GARCIA, 

1990) (Figura 5) e são geralmente compostas por um ou dois DCs N-terminais 

conectados a uma ou várias repetições de domínio de ligação à parede celular do C-

terminal, que reconhecem especificamente o PG hospedeiro ou outros componentes 

da parede celular (NELSON et al., 2012; SCHMELCHER; DONOVAN; LOESSNER, 

2012). 
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Figura 6 - Estrutura das células de bactérias Gram-negativa e Gram-positiva. 

Fonte: Google imagens. 

 

A maioria das endolisinas estafilocócicas tem uma estrutura modular 

contendo uma cisteína N-terminal, domínio cisteína amido-hidrolases/ peptidase 

dependente de histidina (CHAP, do inglês, Cysteine, Histidine-dependent 

Amidohydrolases/Peptidases), um domínio amidase central e um domínio de ligação 

à parede celular C-terminal (CBD, do inglês, cell wall-binding domain). O domínio 

catalítico CHAP ocorre em aproximadamente 74% das endolisinas e o domínio de 

ligação SH3 (do inglês, Src homology 3) é o mais recorrente (Figura 7). A principal 

função do domínio CHAP é conferir a atividade catalítica, já a finalidade do domínio 

amidase é aumentar a afinidade de ligação do CBD, resultando em maior atividade 

lítica da endolisina (GUTIÉRREZ et al., 2018; SON; KONG; RYU, 2018). 

 

Figura 7 - Estrutura modular das endolisinas e VAPGHs representada pelos domínios 

catalíticos e pelos domínios de ligação à parede celular. 

 

Fonte: GUTIÉRREZ et al. (2018). 
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As endolisinas fágicas podem ser classificadas como hidrolases e 

transglicosidades. As hidrolases degradam o PG via hidrólise. Estas enzimas clivam 

ligações glicosídicas na cadeia glicana formando o anel 1,6-anidro no resíduo ácido-

acetilmurâmico. Dependendo da ligação química que foi hidrolisada, as enzimas 

podem ser classificadas em: amidases atuando sobre a ligação amida, 

endopeptidases clivando ligações dentro de cadeias peptídicas glucosaminidases e 

lisozimas (muramidases) que hidrolisam a cadeia de glicano (GUTIÉRREZ et al., 

2018; MACIEJEWSKA; OLSZAK; DRULIS-KAWA, 2018). 

Como descrito anteriormente, o PG nas Gram-positivas consiste em 

multicamadas lineares reticuladas por peptídeos. Essas camadas são compostas da 

alternância de N-acetilglucosamina (GlcNAc) e N-ácido acetilmurâmico (MurNAc) 

ligadas por ligações glicosídicas. O grupo D-lactoil de cada resíduo de MurNAc é 

substutuído por um radical peptídico, cuja composição no S. aureus é L-Ala-D-Glu-L-

Lys-D-Ala, formando uma ligação cruzada. Os domínios catalíticos de proteínas líticas 

de fagos são classificados em seis tipos diferentes de acordo com suas atividades 

enzimáticas contra o PG: N-acetilmurâmico-L-alanina amidases, ponte interpeptídica 

endopeptidases, L-alanoil-D-glutamato endopeptidases, N-acetil-β-D-muramidases, 

transglicosilases e N-acetil-β-D-glucosaminidases (Figura 5 - Mecanismo de ação das 

proteínas fágicas VAPGH, holina e endolisina.Figura 5) (GUTIÉRREZ et al., 2018). 

Diante das inúmeras especificidades descritas acima, a aplicação exógena 

das endolisinas é uma alternativa de controle biológico de patógenos interessante. 

Além disso, devido às estratégias de resistência desenvolvidas pelo hospedeiro com 

a administração de bacteriocinas ou da partícula viral inteira, a aplicação das 

endolisinas aumenta as chances de sucesso no combate às infecções, pois eventos 

de resistência são extremamente raros, devido à especificidade do hospedeiro que 

limita mecanismos de resistência (LOVE et al., 2018; SWIFT et al., 2018). 

Desta forma, estudos com a utilização das endolisinas fágicas têm sido 

desenvolvidos e os resultados demonstram a possibilidade de um novo método 

eficiente de combate às infecções. Os experimentos se aplicam a diversos patógenos 

e diferem com relação à enzima utilizada e às doses administradas, que variam de 

acordo com o método de aplicação (administração intravenosa ou oral, por exemplo), 

o tipo de infecção e com o peso do indivíduo (Quadro 4) (MACIEJEWSKA; OLSZAK; 

DRULIS-KAWA, 2018). 
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Quadro 4 - Estudos com a utilização exógena de endolisinas fágicas. 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Patógeno Enzima Modelo Administração Dose Resultado Referência 

Streptococcus 
agalactiae 

PlyGBS90-1 
peptidase, lisozima 
(modificado PlyGBS) 

Camundongo com 
bacteremia 

Injeção 
intraperitoneal 

Dose única de 2mg 
Redução da 
infecção 
bacteriana  

GILMER et al., 
2013 

Staphylococcus 
aureus MRSA 

80αLyt2 amidase, 
peptidase do 
bacteriófago 
estafilocócico phi80α 

Camundongo com 
bacteremia  

 Dose única de 200 μg 
100% de 
viabilidade 

SCHMELCHER 
et al., 2015 

ClyQ lisina do fago 
S. aureus LysGH15 

Camundongo com 
modelo de infecção 
sistêmica 

Administração 
tópica Injeção 
intraperitoneal 

15 mg/kg 
Não houve 
sintomas adversos 
sérios 

DUAN et al., 
2023 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Artilysin® (PVP-
SE1gp146 
lisozima combinando 
um nonapeptídeo 
policatiônico) 

Modelo de 
Caenorhabditis 
elegans com 
infecção intestinal 

Administração oral e 
tópica 

20 μg /mL  
40-63% dos 
animais protegidos 
da morte  

BRIERS et al., 
2014 

Acinetobacter 
baumannii 

Lisozima PlyF307 do 
bacteriófago de 
Acinetobacter 
RL-2015 
 

Camundongo com 
bacteremia  

Injeção 
intraperitoneal e 
tópica no cateter 
sob a pele 

Dose única de 1 mg 
na injeção 
intraperitoneal e duas 
doses tópica de 1 mg 

50% dos animais 
protegidos da 
morte; redução de 
biofilme do cateter 

LOOD et al., 
2015 

Klebsiella 
pneumoniae 

Depolymerase da 
cápsula K64dep 
(bacteriófago 
Klebsiella K64-1) 

Camundongo com 
bacteremia  

Injeção 
intraperitoneal 

Múltiplas doses de 
18,75–150 μg 

100% dos animais 
protegidos da 
morte 

PAN et al., 2015 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar e caracterizar fagos líticos e suas endolisinas recombinantes quanto 

à atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar aspectos morfológicos dos Fagos 2 e 4. 

2. Avaliar o espectro lítico dos Fagos 2 e 4 isolados de água de curral frente 

a linhagens de S. aureus e outras espécies bacterianas (Gram-positivas e Gram-

negativas). 

3. Avaliar a estabilidade dos Fagos 2 e 4 em diferentes temperaturas. 

4. Determinar a concentração bactericida mínima dos Fagos 2 e 4.  

5. Avaliar estabilidade do Fago 2 em diferentes concentrações de cloreto 

de sódio, diferentes temperaturas e níveis de pH. 

6. Avaliar o efeito do Fago 2 em de tetos extracorpóreos infectados com S. 

aureus. 

7. Avaliar o espectro lítico das endolisinas recombinantes EndF2 e EndF4 

derivadas dos Fagos 2 e 4, frente a linhagens de S. aureus e outras espécies 

bacterianas (Gram-positivas e Gram-negativas). 

8. Caracterizar in silico as endolisinas EndF2 e EndF4 quanto aos aspectos 

bioquímicos, moleculares e de alergenicidade. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ASPECTOS MORFOLÓGICOS DOS FAGOS 2 E 4  

 

4.1.1 Propagação  

 

Em estudos anteriores, foram isolados seis fagos (denominados Fago 1, 2, 

3, 4, 5 e 6) de água de curral coletada no Campo Experimental José Henrique Bruschi, 

da Embrapa Gado de Leite, situado em Coronel Pacheco - Minas Gerais, Brasil. Foi 

verificado que os Fagos 2 e 4 eram os que apresentavam maior atividade lítica frente 

a linhagens de S. aureus por meio de teste de atividade lítica (LEITE et al., 2010). 

Desta forma, para a propagação dos fagos (Fagos 2 e 4), foi realizada a 

inoculação de uma mistura de bactéria-bacteriófago, 150 µL de S. aureus em meio 

BHI caldo (KASVI, Paraná, Brasil) e 150 µL de fago em tampão SM (NaCl 100 mM; 

MgSO4.7H2O 8 mM; Tris-HCl 50 mM; Gelatina 0,01%) em 7 mL de caldo BHI 

semissólido (7% de ágar) liquefeito a 50ºC  suplementado com CaCl2 1 M. 

Posteriormente,  as misturas foram vertidas em placas de Petri contendo Ágar BHI 

(Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) e incubadas a 37ºC overnight.  

No dia seguinte, as placas foram removidas da incubadora e se adicionou 

5 mL de tampão SM em cada placa. As placas foram deixadas durante 18 h a 25ºC 

em plataforma giratória (Marconi Equipamentos Para Laboratórios Ltda., São Paulo, 

Brasil) a 60 rpm. Logo após, o sobrenadante foi transferido para um tubo estéril e 

centrifugou-se a 13.000 x g por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi filtrado em filtros 

de 0,22 µm (KASVI, Paraná, Brasil) e então, armazenados a 4ºC até o uso. 

 

4.1.2 Concentração por ultracentrifugação 

 

A partir do filtrado obtido na etapa de propagação, adicionou-se DNase (1 

µg/ µL) e RNase (1 µg/ µL) e incubou por 1 h a 37ºC. Após o período de incubação, 

adicionou-se polietilenoglicol (PEG 8000) e NaCl a uma concentração final de 10% 

(p/v) e 1 M, respectivamente e incubou por 16 a 24 h a 4°C. No dia seguinte, as 

amostras foram centrifugadas (30 min 13.000 × g, 4°C) e o pelete foi ressuspendido 

em 2 mL de tampão SM. Por fim, as amostras de fagos foram purificadas por 
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ultracentrifugação (rotor SW28, 150.000 x g, 2 h, 4°C) em gradiente de glicerol (5-

40%) e então, o pelete de fago foi armazenado a 4ºC. 

 

4.1.3 Titulação 

 

Foram feitas diluições de 10-1 a 10-17 em tampão SM de cada fago 

(bacteriófago 2 e bacteriófago 4) em um volume final de 100 µL a partir das amostras 

ultracentrifugadas e armazenadas a -20°C. Em seguida, foi adicionado 100 µL de 

CaCl2 1 M à cultura ativa de S. aureus e posteriormente, foi feita uma mistura de 100 

µL da cultura ativa mais 100 µL de cada diluição dos fagos a serem titulados em 

microtubos e incubados a 37ºC por 30 min no ThermoShaker (BIOBASE®, Karnataka, 

Índia). Essas misturas de bactéria-fago foram inoculadas em 7 mL de meio BHI 

semissólido suplementado com CaCl2 1 M, vertido em placas de Petri, e incubadas a 

37ºC overnight. 

Após o período de incubação, foi feita a contagem de placas lise (Figura 8) 

e calculou-se a titulação de cada bacteriófago em UFP (unidade formadora de placa/ 

mL) com a seguinte equação: 

 

UFP/mL = 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑒 × 𝑖𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑜 𝑑𝑎 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 10 

 

Figura 8 - Esquema de placa utilizada para contagem de UFPs, como parte do 
processo de titulação do Fago 2. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 



40 
 

As concentrações alcançadas foram de 109 a 1020 UFP/ mL. As amostras 

foram armazenadas e identificadas com um código de letras mais numeração 

correspondente (Fago 2 e Fago 4). 

 

4.1.4 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

Os fagos purificados e concentrados por ultracentrifugação (10 µL a 1017 

UFP/ mL) foram inoculados em grids de cobre revestida com Formvar 0,5% por 1 min 

e, em seguida, corado negativamente com acetato de uranila 0,5% por 15 seg. Em 

seguida, as grids contendo as amostras de fagos coradas foram incubadas a 25 ºC 

por 24 h. A morfologia do bacteriófago foi observada por microscopia eletrônica de 

transmissão (LIBRA®120 Transmission Electron Microscope, Zeiss, Alemanha) a uma 

tensão de aceleração de 80 Kv. 

 

4.2 DETERMINAÇÃO DO ESPECTRO LÍTICO DOS FAGOS 2 E 4 

 

Para determinar o espectro lítico dos fagos líticos, foi utilizado o teste da 

gota (SVENSSON; CHRISTIANSSON, 1991). Foram testadas 104 linhagens 

bacterianas, sendo 91 de S. aureus e 13 de outras espécies pertencentes a Coleção 

de Microrganismos de Interesse da Agroindústria e Pecuária da Embrapa (Tabela 1). 

Inicialmente, todas as linhagens a serem testadas foram reativadas em 3 mL de meio 

BHI caldo a 37ºC, overnight a 250 rpm.  

Para realização do teste da gota, tubos contendo 5 mL de meio BHI 

semissólido 0,7% de ágar, foram liquefeitos e equilibrados a temperatura de 50ºC em 

banho-maria. Em seguida, adicionou-se em cada tubo 100 µL de CaCl2 1 M e 200 µL 

da cultura ativa das linhagens. Verteu-se a mistura sobre a camada de meio Ágar BHI. 

Após a solidificação do meio contendo a mistura, dividiu-se o fundo da placa em quatro 

partes (duas para o Fago 2 e duas para o Fago 4). Adicionou-se 5 µL de cada 

bacteriófago em duplicata sobre o meio, um bacteriófago por divisão da placa. As 

placas foram incubadas a 37ºC em estufa do tipo B.O.D (HydroSan, Belo Horizonte, 

Brasil) por 24 h e então, observada a formação de halos de lise. Foram consideradas 

positivas, as placas que apresentaram lise completa ou parcial e negativas, as placas 

que não apresentaram lise. Todos os testes foram realizados em duplicata (Figura 9). 



41 
 

Cont. 

Figura 9 - Esquema de placas com os possíveis resultados para o teste da gota com 

os Fagos 2 e 4. 

 

Legenda: (A) lise completa, (B) lise parcial; (C) sem lise; F2 - Fago 2; F4 - Fago 4. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2020). 

 

Tabela 1 - Linhagens utilizadas para determinação do espectro lítico dos Fagos 2 e 4. 

Espécie Código Locala Origem 

Staphylococcus aureus GL 4030 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4031 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4063 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4073 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4074 Isolada leite/ tanque refrigeração 

Staphylococcus aureus GL 4077 Isolada leite/ tanque refrigeração 

Staphylococcus aureus GL 4096 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4098 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4118 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4124 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4143 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4183 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4191 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4238 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4247 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4292 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4295 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4308 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4315 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4371 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4381 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4437 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4486 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4498 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4531 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4562 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4627 Isolada leite/mastite 
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Cont. 

Espécie Código Locala Origem 

Staphylococcus aureus GL 4660 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4661 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4662 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4677 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4679 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4690 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4704 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4706 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 5475 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 5682 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 5710 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 5732 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 5759 Isolada leite/tanque refrigeração 

Staphylococcus aureus GL 5764 Isolada leite/ tanque refrigeração 

Staphylococcus aureus GL 6209 Portador sea 

Staphylococcus aureus GL 6210 Portador seb 

Staphylococcus aureus GL 6211 Portador sed e sej 

Staphylococcus aureus GL 7234 Portador sea, seb 

Staphylococcus aureus GL 7818 Portador sea 

Staphylococcus aureus GL 7848 Portador seh 

Staphylococcus aureus GL 7976 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 7977 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 7985 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8001 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8007 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8014 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8046 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8057 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8065 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8073 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8096 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8103 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8117 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8149 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8155 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8162 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8177 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8196 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8235 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8593 Isolada leite mastite, resistente à penicilina 

Staphylococcus aureus GL 8608 Isolada leite mastite, resistente à penicilina 

Staphylococcus aureus GL 8624 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8676 Isolada leite mastite 
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Espécie Código Locala Origem 

Staphylococcus aureus GL 8678 
Isolada leite mastite, susceptível à 
penicilina 

Staphylococcus aureus GL 8724 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8748 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8792 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8798 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8820 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8848 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8880 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8922 
Isolada leite mastite, tem blaZ, tetK, tetM e 
teto 

Staphylococcus aureus GL 8923 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 9088 Isolada leite mastite, tem blaZ 

Staphylococcus aureus GL 10025 Isolada leite mastite, tem blaZ e tetL 

Staphylococcus aureus GL 10035 Isolada leite mastite, tem tetK 

Staphylococcus aureus GL 10037 Isolada leite mastite, tem blaZ e tetM 

Staphylococcus aureus GL 5161  

Staphylococcus aureus GL 5559  

Staphylococcus aureus GL 5599  

Staphylococcus aureus GL 4444  

Staphylococcus aureus ATCC 
51651 

GL 7771  

Staphylococcus aureus ATCC 
25923 

ATCC 25923 Isolado clínico 

Staphylococcus xylosus ATCC 
29971 

GL 8211  

Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 

GL 8222  

Staphylococcus haemolyticus 
ATCC 29970 

GL 8223  

Staphylococcus saprophyticus 
ATCC 15305 

GL 8225  

Staphylococcus hyicus ATCC 
11249 

GL 7761 
Isolado de porco com epidermite 
exsudativa 

Staphylococcus intermedius ATCC 
29663 

GL 7766 
Isolado de nariz de pombo; produz 
endonuclease de restrição SinMI e SinMII 

Salmonella Typhimurium IAL 1412 GL 5153  

Streptococcus agalactiae ATCC 
12386 

GL 8286  

Streptococcus dysgalactiae subsp. 
equisimilis ATCC 12388 

GL 8289  

Streptococcus uberis ATCC 
700407 

GL 8369  

Listeria monocytogenes GL 7268 Isolada de queijo Minas frescal, PCR+ 

Escherichia coli ATCC 11229 GL 5786  

Enterobacter (Cronobacter) 
sakasakii CDC 7006 

GL 5893  

Legenda: acódigo local da Coleção de Microrganismos de Interesse da Agroindústria e 
Pecuária da Embrapa. 
Fonte:https://am.cenargen.embrapa.br/amconsulta/colecao/catalogo?id=8. Acesso em: 

16/05/2023. 
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4.3 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA (CBM) 

 

4.3.1 Preparo do inóculo bacteriano 

 

Foi utilizada para este teste a linhagem de S. aureus (GL5161). A linhagem 

da bactéria foi reativada em 5 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth – KASVI, 

Itália), e a densidade ótica foi determinada em espectrofotômetro a 600 nm (Eon™ 

Microplate Spectrophotometer - BioTek, Alemanha). Para o teste de microdiluição, 

foram feitas diluições para que em cada poço houvesse a concentração estimada de 

2,0 x 104 UFC/ mL. 

 

4.3.2 Montagem da placa 

 

Para o teste foi realizada a técnica de diluição em microplacas de 96 poços. 

Os fagos foram ressuspendidos em solução Tampão de Incorporação (TI) (NaH2PO4 

25 mM; NaCl 250 mM) e distribuídos (100 µL) em diferentes concentrações (diluição 

seriada) e a linhagem bacteriana ressuspendida em Mueller Hinton 2x (100 µL - 2,0 x 

104 UFC/ mL) em cada poço, totalizando 200 µL (Figura 10). As concentrações dos 

fagos com Mueller Hinton variaram de 1,95 x 1011 UFP/ mL a 9,30 x 104 UFP/ mL. 

Neste experimento foram utilizados como controle negativo Mueller Hinton mais a 

linhagem bacteriana. Os testes foram realizados em duplicata biológica. A placa foi 

vedada com filme PVC e incubada a 37ºC na estufa tipo B.O.D. e avaliadas nos 

tempos 1, 3 e 24 h.  
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Figura 10 - Esquema da placa de diluição seriada dos fagos na placa de 96 poços. 

 
Legenda: Poços A1 e B1 maior [ ] do Bacteriófago 2 (1,95x1011UFP/mL); poços C10 e D10 
menor [ ] Bacteriófago 2 (9,30x104 UFP/mL); poços E1 e F1 maior [ ] do Bacteriófago 4 
(4,05x1010 UFP/mL); poços G10 e H10 menor [ ] Bacteriófago 4 (1,93x104 UFP/mL); poços 
C11, D11, G11 e H11 - S. aureus + Mueller Hinton 2x; poços C12, D12, G12 e H12 - Tampão 
de Incorporação + Mueller Hinton 2x. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

4.3.3 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

Após a avaliação visual das placas, 10 µL de cada poço foram semeados 

em placas contendo BHI ágar (Brain Heart Infusion Agar - KASVI, Itália) e incubadas 

por 24 h a 37ºC em estufa do tipo B.O.D. (Figura 11). As células viáveis foram 

contadas e a CBM determinada considerando a menor concentração dos fagos 

capazes de impedir o crescimento bacteriano.  
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Figura 11 - Placa de Petri com BHI ágar para determinação da CBM. 

 
Legenda: As letras e números representam os poços da microplaca utilizada para o teste. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FAGOS EM TETOS 

EXTRACORPÓREOS BOVINOS 

 

4.4.1 Obtenção de tetos bovinos 

 

A avaliação dos fagos foi realizada de acordo com os procedimentos 

descritos por Watts et al. (1988) e Boddie et al. (2002) com adaptações.  

Foram coletados conjuntos de tetos no Matadouro Municipal de Juiz de 

Fora - MG e transportados em caixas isotérmicas (4ºC) para o Laboratório de 

Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de Leite. Os tetos foram lavados por fricção 

com solução de detergente neutro e água morna a 30ºC (1:1000) e enxaguados com 

água Milli-Q estéril, secos e tratados com álcool 70% por 1 min. Após o tratamento, 

os tetos foram armazenados em sacos plásticos contendo solução de glicerol a 20% 

(v/v) estéril a -20ºC. 

 

4.4.2 Obtenção de células bacterianas 

 

Com o auxílio de uma alça de platina, uma colônia da linhagem 5161 S. 

aureus foi repicada em 3 mL de caldo BHI e incubada a 37ºC por 24 h. No dia seguinte, 
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transferiu-se 1 mL da cultura crescida para frascos erlenmeyer contendo 100 mL de 

caldo BHI e incubados a 37ºC por 18 h a 250 rpm. Após o período de incubação, a 

cultura de células foi centrifugada a 10.000 x g por 10 min a 4ºC. Descartou-se o 

sobrenadante, o pelete foi ressuspendido em 30 mL de TI e centrifugado a 10.000 x g 

por 10 min a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pelete foi ressuspendido com 5 

mL de TI. Por fim, foram feitas suspensões bacterianas com 1,5 x 105 UFC/ mL mais 

CaCl2 com o volume final de 20 mL.  

 

4.4.3 Inoculação da linhagem bacteriana e bacteriófago nos tetos 

extracorpóreos 

 

Um conjunto de quatro tetos foi descongelado em temperatura ambiente 

(25ºC) e em seguida, foi suspenso em um suporte mimetizando a posição ortostática 

do animal (Figura 12A). Em seguida, os quatro tetos foram inoculados com a 

suspensão bacteriana (1,5 x 105 UFC/ mL) por submersão em cultura bacteriana com 

profundidade de 2 a 3 cm por 1 min. Aguardou-se 20 min para secar/ escoar o inóculo 

bacteriano e então o teto 2 foi submerso (2 a 3 cm) com a solução de bacteriófago (1 

x 1010 UFP/ mL) por 1 min e o teto 3 com solução de fago (1 x 1010 UFP/ mL + CaCl2). 

O teto 1 foi submerso em TI e o teto 4 em solução pré-dipping a base de ácido lático 

2,5-3% (TNT Nitros Química - Brasil) (Figura 12B). Após 30 min das inoculações, 

coletou-se as amostras dos quatro tetos com o auxílio de um spray contendo 5 mL de 

TI. Em seguida, foram feitas diluições para as quatro amostras coletadas (100; 10-1; 

10-2; 10-3 e 10-4) e plaqueadas em placas de Petri contendo meio Ágar Sal Manitol 

(KASVI, Itália) com o auxílio de uma alça de Drigalski. As placas foram incubadas a 

37ºC overnight em estufa do tipo B.O.D. Após o período de incubação foi realizada a 

contagem de colônias em UFC/ mL.  
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Figura 12 - Conjunto de tetos fixados em posição ortostática. 

 
Legenda: A - Tetos fixados no suporte; B - Metodologia de inoculação dos tetos. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 

4.5 ENSAIOS DE CONCENTRAÇÃO DE NaCl, ESTABILIDADE TÉRMICA E pH 

 

4.5.1 Estabilidade do Fago 2 em diferentes concentrações de NaCl  

 

Os experimentos foram conduzidos segundo o delineamento inteiramente 

casualizado em esquema de parcelas subdivididas, com três repetições, tendo a 

concentração de NaCl, em 5 níveis (0, 50, 100, 250 e 500 mM), como fator principal, 

e o tempo, com 3 níveis (0, 3 e 24 h), como fator secundário. 

Para o teste de estabilidade de concentração de NaCl, foi usado 100 μL de 

suspensão de fagos (1,0 × 108 UFP/ mL) para inocular 900 μL de solução de Tampão 

SM ajustada para as concentrações de NaCl e incubados a 37°C. Alíquotas (100 µL) 

foram retiradas em cada tempo para determinar os títulos dos fagos nas diferentes 

concentrações de NaCl. 

 

4.5.2 Estabilidade térmica do Fago 2 

 

Foram realizados experimentos utilizando o delineamento inteiramente 

casualizado em esquema de parcelas subdivididas, com três repetições. O fator 

principal testado foi a temperatura, em quatro níveis (4, 37, 65 e 75 °C), enquanto o 

fator secundário foi o tempo, em três níveis (0, 3 e 24 h). 
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Para o teste de estabilidade de térmica, foi usado 100 μL de suspensão de 

fagos (1,0 × 108 UFP/ mL) para inocular 900 μL de solução de Tampão SM e 

incubados a 37°C. Alíquotas (100 µL) foram retiradas em cada tempo para determinar 

os títulos dos fagos nos diferentes níveis de temperatura. 

 

4.5.3 Estabilidade do Fago 2 em diferentes níveis de pH 

 

Foram conduzidos experimentos utilizando o delineamento inteiramente 

casualizado com parcelas subdivididas, compreendendo três repetições. O fator 

principal investigado foi o pH, com cinco níveis distintos (3, 4, 5, 6 e 7), enquanto o 

fator secundário foi o tempo, com três níveis (0, 3 e 24 horas). 

No teste de estabilidade em diferentes níveis de pH, foram utilizados 100 

μL de suspensão de fagos (1,0 × 108 UFP/mL) para a inoculação em 900 μL de 

solução de Tampão SM, seguido de incubação a 37°C. Em intervalos de tempo 

determinados, foram retiradas alíquotas de 100 µL para a determinação dos títulos 

dos fagos nos diferentes níveis de pH. 

 

4.5.3 Análise estatística 

 

As contagens do número de fagos, uma vez restituída sua escala original 

de variação via correção pelo fator de diluição, foi transformada pela raiz quadrada 

previamente à análise, visando à normalidade da distribuição. 

Os dados foram analisados por meio de um modelo misto incluindo os 

efeitos fixos do fator principal (concentração de NaCl, temperatura ou pH), do tempo 

e da interação concentração de NaCl × tempo; temperatura × tempo ou pH x tempo. 

Após a ANOVA, tendo sido detectado efeito significativo do termo de interação nos 

dois experimentos (p<0,0093 em ambos os casos), procedeu-se à análise da 

interação perfazendo o desdobramento nos dois sentidos, empregando o Teste de 

Tukey nas comparações de médias. 

As análises foram realizadas utilizando o software Statistical Analysis 

System (SAS versão 9.4, Cary, North Carolina) utilizando os procedimentos MIXED, 

PLM e UNIVARIATE, respectivamente, para o ajuste do modelo, as comparações de 

médias e o teste de normalidade dos resíduos (Teste de Shapiro-Wilk). Para todos os 

testes, foi adotado o nível de significância de 5%. 
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4.6 AVALIAÇÃO DO ESPECTRO LÍTICO DAS ENDOLISINAS 

RECOMBINANTES EndF2 E EndF4 

 

Em estudos anteriores, foram isolados seis fagos (denominados Fago 1, 2, 

3, 4, 5 e 6) de água de curral coletada no Campo Experimental José Henrique Bruschi 

da Embrapa Gado de Leite, situado em Coronel Pacheco - Minas Gerais, Brasil. Em 

um estudo, Leite et al., (2019) sequenciaram os seis Fagos para o gene das 

endolisinas (GenBank GU722132, GU722134, GU722133, GU722135, GU722136 e 

GU722131). Concluiu-se que as endolisinas dos Fagos eram semelhantes a outras já 

estudadas para combate à S. aureus além de os Fagos 2 e 4 demonstrarem uma 

ampla gama de hospedeiros e potencial para o controle de S. aureus. 

 

4.6.1 Clonagem do gene da proteína recombinante a partir dos fagos 

líticos 

 

A partir dos dados de sequenciamento, o gene da endolisina dos Fagos 2 

e 4 foi amplificado por PCR para obtenção dos amplicons. Em seguida, iniciou-se o 

processo de clonagem utilizando o vetor pET21a(+). Os amplicons e os plasmídeos 

foram digeridos com enzimas de alta fidelidade Nde I e Xho I para garantir que não 

haveria “mutação” e a atividade da endolisina estivesse preservada e semelhante aos 

dos Fagos originais (Figura 13). Posteriormente, iniciou-se o processo de 

transformação e obteve-se quatro isolados (pET21a(+)/FG2-1-NB, pET21a(+)/FG2-2-

DH5α, pET21a(+)/FG4-43-NB e pET21a(+)/FG4-45-DH5α) em células competentes 

BL21(DE3) (Thermo Scientific™, Wilmington, EUA). Por fim, os isolados foram 

denominados E. coli BL21 (DE3)/pET21a-1F2-NB; E. coli BL21 (DE3)/pET21a-2F2-

DH5α; E. coli BL21 (DE3)/pET21a-43F4-NB; E. coli BL21 (DE3)/pET21a-45F4-DH5α 

(ALVES, 2019).  
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Figura 13 - Mapa do vetor pET21a(+) com os múltiplos sítios de ligações enzimáticas. 

Legenda: O amplicon foi clonado entre os sítios de ligação das enzimas Nde I e Xho I, 
marcados de vermelho. 
Fonte: https://www.addgene.org/12604/, adaptado. 
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4.6.2 Expressão, purificação e concentração de proteínas recombinantes 

 

4.6.2.1 Expressão das proteínas recombinantes 

 

Foram descongeladas em gelo, os micro-organismos recombinantes E. coli 

BL21 (DE3)/pET21a-1F2 e E. coli BL21 (DE3)/pET21a-43F4 a partir dos estoques 

mantidos a -80ºC. Com o auxílio da alça de platina e seguido as recomendações de 

biossegurança, uma alçada dessas amostras foi estriada em placas com meio Luria 

Bertani (LB) (Lennox®, Richardson, EUA) suplementado com 7% de ágar e ampicilina 

a uma concentração final de 50 µg/ mL. As placas foram incubadas a 37ºC por 

aproximadamente 24 h em incubadora tipo B.O.D, a fim de se obter colônias isoladas. 

Posteriormente, uma colônia isolada de cada amostra foi inoculada em 3 mL de meio 

caldo LB (Lennox®, Richardson, EUA) com ampicilina (50 µg Amp/ mL). Os tubos 

foram mantidos a 37ºC overnight. 

No dia seguinte, foi transferido 375 µL da cultura ativa para tubos contendo 

25 mL de caldo LB com ampicilina (50 µg/ mL) e incubados no Incubator Shaker a 

37°C sob agitação de 250 rpm (New Brunswick Scientific, Enfield, EUA) por 4 h ou até 

obter uma densidade ótica (OD600) de 0,5. Em seguida, 4 mL da cultura foi transferido 

para 250 mL de meio Overnight Express™ Instant TB Medium (Novagem-

MerckMillipore, Darmstadt, Alemanha) previamente preparado de acordo com as 

instruções do fabricante em frascos Erlenmeyer de 250 mL. As amostras foram 

incubadas a 30ºC sob agitação de 250 rpm por 24 h. Após o período de incubação, 

as culturas foram transferidas para tubos do tipo falcon de 50 mL e centrifugadas a 

10.000 x g por 10 min a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pelete foi mantido em 

gelo até seu uso. 

 

4.6.2.2 Tratamento de lise celular 

 

O pelete obtido de cada amostra foi ressuspendido em tampão BugBuster® 

Master Mix (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) conforme recomendações do 

fabricante, a fim de lisar as células. Incubou-se os tubos a temperatura ambiente sob 

agitação a 60 rpm por 25 min. Após o período de incubação, as amostras foram 

centrifugadas a 16.000 x g por 20 min a 4ºC. Coletou-se o sobrenadante e o transferiu 

para novos tubos previamente identificados. 
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Em seguida, 50 µL do sobrenadante de cada amostra foram transferidos 

para microtubos de 0,6 mL contendo o mesmo volume do tampão de amostra 2X SDS-

PAGE Sample Buffer (Tris-HCl pH 6,8 240 mM; SDS 8% (v/v); glicerol 40% (v/v); azul 

de bromofenol 0,04% (v/v); β-Mercaptoetanol 5% (v/v)). As misturas foram aquecidas 

a 85ºC por 3 min, em repouso, para desnaturar as proteínas. Essas amostras foram 

armazenadas à -20ºC até a análise de proteínas por meio da técnica de SDS-PAGE 

(item 4.11). O restante das amostras foi armazenado a -20ºC. 

 

4.6.2.3 Purificação e concentração das proteínas recombinantes 

 

Inicialmente, foi realizada a montagem do sistema de purificação Amicon® 

Pro Affinity Concentration Kit Protein G with 3kDa Amicon® Ultra-0.5 Device (Merck 

Millipore Ltd., Cork, Irlanda) de acordo com as instruções do fabricante. 

Posteriormente, foi realizada a preparação das beads. A Ni-NTA Resin foi 

homogeinizada cuidadosamente com o auxílio de um vórtex. Adicionou-se 200 µL de 

Ni-NTA Resin ao dispositivo de troca e centrifugou a 1.000 x g por 1 minuto em rotor 

do tipo swinging-bucket a 4ºC. Após a etapa de centrifugação, foi adicionado ao 

dispositivo 500 µL de 4X Ni-NTA Bind Buffer e centrifugado por mais 1 minuto a 1.000 

x g a 4ºC em rotor do tipo swinging-bucket. 

Em seguida, adicionou-se 9 mL de cada amostra ressuspendida em 

tampão BugBuster® Master Mix e se incubou a temperatura ambiente por 90 min a 60 

rpm. Após o período de incubação, os tubos foram centrifugados a 1.000 x g por 1 min 

a 4ºC. Logo depois, foi adicionado 1,5 mL de 2X Ni-NTA Wash Buffer. Os tubos foram 

centrifugados mais uma vez a 1.000 x g por 1 min. 

Logo após, removeu-se o dispositivo de troca do suporte e o inseriu no 

dispositivo Amicon®Ultra-0.5. Foi adicionado 500 µL de 4X Ni-NTA Elution Buffer e a 

resina foi ressuspendida suavemente. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 

3260 x g por 20 min a 4ºC (Figura 14A). 

Por fim, coletou-se as amostras de proteínas por rotação reversa, no qual 

os dispositivos Amicon®Ultra-0.5 foram retirados dos suportes de troca e foram 

posicionados na vertical aos tubos de coleta previamente identificados por EndF2 (E. 

coli BL21 (DE3)/pET21a-1F2) e EndF4 (E. coli BL21 (DE3)/pET21a-43F4). Estes 

tubos foram centrifugados em rotor de ângulo fixo a 1.000 x g por 2 min a 4ºC (Figura 

14B). Após a centrifugação, as proteínas concentradas em 4X Ni-NTA Elution Buffer 
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estavam no fundo dos tubos de coleta. Os líquidos depositados no fundo dos 

dispositivos de troca foram descartados. 

 

Figura 14 - Purificação e concentração de proteínas recombinantes. 

 

Legenda: A - Adição de 4X Ni-NTA Elution Buffer; B - Coleta de amostras de proteínas 
concentradas. 
Fonte: Amico®Pro Affinity Concentrator - Quick-Start Guide, adaptado. 

 

4.6.2.4 Quantificação das proteínas recombinantes 

 

As proteínas purificadas foram quantificadas em espectrofotômetro 

NanodropTM1000 (ThermoScientific, Wilmington, EUA), no qual foi utilizado o módulo 

Protein A280. O processo de quantificação seguiu as instruções do fabricante usando 

a absorbância a 280nm (A280). A concentração de proteína foi calculada usando a 

equação de Beer-Lambert: 

 

𝐴280 = 𝑐. 𝜀. 𝑏 

 

No qual, A280 é o valor de absorção, 𝜀 é o coeficiente de absortividade 

molar dependente do comprimento de onda (ou coeficiente de extinção) com unidades 

de litro/mol-cm, b é o comprimento do caminho em centímetros e c é a concentração 

do analito em moles/litro ou molaridade (M). 
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4.6.3 Eletroforese SDS-PAGE 

 

4.6.3.1 Preparo das amostras 

 

Os 50 µL coletados de cada amostra de proteína EndF2 e EndF4 

desnaturadas (item 4.6.2.2 Tratamento de lise celular) foram usados para a corrida 

eletroforética utilizando o sistema de eletroforese do tipo horizontal no suporte 

Amersham ECL Box (GE Healthcare Life Sciences, Bjorkgatan, Suécia). O gel com 

concentração de SDS 8-16% é do mesmo fornecedor e prontos para o uso, não 

necessitando de preparação prévia. 

Antes da aplicação das amostras, foi realizada uma pré-corrida com o gel 

imerso em tampão de corrida Amersham ECL Gel 10X que foi diluído na proporção 

1:10 em água destilada, de acordo com as instruções do fabricante. A pré-corrida 

ocorreu por 12 min a 160 V. Após esse tempo, as amostras anteriormente preparadas 

com tampão de amostra 2X SDS-PAGE Sample Buffer, foram aplicadas no gel. 

Também foi aplicado o padrão de peso molecular Novex® Sharp Pre-stained Protein 

Standard com intervalo entre 3,5 - 260 kDa (ThermoScientific, Wilmington, EUA). A 

separação eletroforética foi feita a 140 V por 60 minutos. 

Após a corrida eletroforética, o gel, foi submerso em 1000 mL de solução 

fixadora (etanol 40% v/v; ácido acético 10% v/v; água destilada 50% v/v) por 30 min. 

Posteriormente, o gel foi transferido para solução de coloração (Comassie Brilliant 

Blue R-250 0,01% v/v; etanol 25% v/v; ácido acético 5% v/v) e foi submerso em 200 

mL do corante por 10 min. Em seguida, o gel foi lavado com água destilada para retirar 

o excesso de corante e então transferido para a solução descorante (ácido acético 8% 

v/v; etanol absoluto 25% v/v; água destilada 67% v/v) na qual permaneceu por 

aproximadamente 6 h ou até a visualização das bandas, sob agitação de 60 rpm  em 

agitador de bandeja (Marconi Equipamentos Para Laboratórios Ltda., São Paulo, 

Brasil). Após a etapa de descoloração, o gel foi transferido para a solução 

conservação (glicerol 87% v/v; água destilada 13% v/v) permanecendo submerso por 

30 min. Logo após, foi seco em papel celofane transparente e feita a 

fotodocumentação. 
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4.6.4 Determinação da concentração de trabalho das endolisinas 

recombinantes 

 

Para determinar a concentração de trabalho das endolisinas recombinantes 

foi utilizado células da linhagem de S. aureus 5161. A linhagem foi reativada e 

cultivada em 3 mL de meio caldo BHI a 37ºC por 18 h em repouso. 

Foram realizadas diluições das endolisinas recombinantes EndF2 e EndF4 

nas seguintes concentrações:  4; 0,8; 0,16 e 0,032 µg/µL. As amostras foram diluídas 

em 4X Ni-NTA Elution Buffer. Em seguida, preparou-se as placas de Petri com TI 

suplementado com Ágar a 0,7% mais 100 µL da suspensão celular da linhagem de S. 

aureus 5161. Após a solidificação do TI, as placas foram divididas em duas partes e 

então inoculou-se 5 µL de cada uma das diluições das endolisinas nas placas 

contendo células de S. aureus. As placas foram incubadas a 37ºC e verificado a 

formação de halos de lise 24 h após a inoculação. Para a definir a concentração de 

trabalho, foi feita a medição dos halos de lise. 

 

4.6.5 Determinação do espectro lítico das endolisinas recombinantes 

 

Para determinar o espectro lítico das endolisinas recombinantes, foi 

utilizado o teste da gota (item 4.2 Determinação do espectro lítico dos Fagos 2 e 4). 

Foram testadas 44 linhagens bacterianas, sendo 31 de S. aureus e 13 de outras 

espécies (Tabela 2). Após a repicagem, transferiu-se 1 mL das culturas ativas para 

frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo BHI e incubados a 37ºC por 18 h sob 

agitação a 250 rpm. 

No dia seguinte, aferiu-se a OD600 das culturas que foram transferidas para 

frascos e centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a 4ºC. Descartou-se o 

sobrenadante e lavou-se a massa celular com 30 mL de TI. A massa celular foi 

novamente centrifugada na mesma condição anterior, descartado o sobrenadante e 

os peletes de células foram ressuspendidos em 4 mL de TI. 

Posteriormente, para realização do teste da gota, tubos contendo 10 mL de 

TI suplementado com Ágar (0,7%) foram liquefeitos e equilibrados a temperatura de 

50ºC em banho-maria (FANEM - São Paulo). Em seguida, adicionou-se em cada tubo, 

300 µL de suspensão celular das linhagens. Verteu-se a mistura em placas de Petri e 

aguardou-se a solidificação do meio. Após a solidificação do meio contendo a mistura, 
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Cont. 

dividiu-se o fundo da placa em duas partes (uma para a proteína EndF2 e uma para 

EndF4). Adicionou-se 5 µL com 4 µg de cada proteína sobre o meio, uma proteína por 

divisão da placa. As placas foram incubadas a 37ºC em estufa do tipo B.O.D por 24 h 

e então, observada a formação de halos de lise e quantificou-se o diâmetro dos halos. 

Foram consideradas positivas as placas que houve a formação de halo e negativa as 

que não apresentaram a formação de halo de lise (Figura 15). 

 

Figura 15 - Teste de atividade lítica das endolisinas com duas linhagens de 

Staphylococcus aureus. 

 
Legenda: (A) formação de halo de lise; (B) sem formação de halo de lise; F2 - EndF2; F4 - 
EndF4. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2019). 

 

Tabela 2 - Linhagens utilizadas para determinação do espectro lítico das endolisinas 

EndF2 e EndF4. 

Espécie Código Locala Origem 

Staphylococcus aureus GL 4381 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 4486 Isolada leite/mastite 

Staphylococcus aureus GL 7234 Portador sea, seb 

Staphylococcus aureus GL 7818 Portador sea 

Staphylococcus aureus GL 7848 Portador seh 

Staphylococcus aureus GL 7976 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 7977 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 7985 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8001 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8007 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8014 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8046 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8057 Isolada de queijo 
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Staphylococcus aureus GL 8065 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8073 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8096 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8103 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8117 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8149 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8155 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8162 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8177 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8196 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8235 Isolada de queijo 

Staphylococcus aureus GL 8593 Isolada leite mastite, resistente à penicilina 

Staphylococcus aureus GL 8624 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8678 Isolada leite mastite, susceptível à penicilina 

Staphylococcus aureus GL 8724 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8748 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8792 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8798 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8820 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8848 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8880 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 8922 Isolada leite mastite, tem blaZ, tetK, tetM e tetO 

Staphylococcus aureus GL 8923 Isolada leite mastite 

Staphylococcus aureus GL 10037 Isolada leite mastite, tem blaZ e tetM 

Staphylococcus aureus GL 5161   

Staphylococcus aureus GL 5559   

Staphylococcus aureus GL 5599   

Staphylococcus aureus GL 4444   

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

ATCC 25923 Isolado clínico 

Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 

GL 8222   

Staphylococcus hyicus 
ATCC 11249 

GL 7761 Isolado de porco com epidermite exsudativa 

Staphylococcus 
intermedius ATCC 29663 

GL 7766 
Isolado de nariz de pombo; produz endonuclease 
de restrição SinMI e SinMII 

Streptococcus agalactiae 
ATCC 12386 

GL 8286   

Streptococcus uberis ATCC 
700407 

GL 8369   

Listeria monocytogenes GL 7268 Isolada de queijo Minas frescal, PCR+ 

Escherichia coli ATCC 
11229 

GL 5786   

Legenda: aCódigo local da Coleção de Microrganismos de Interesse da Agroindústria e 
Pecuária da Embrapa. 

Fonte: https://am.cenargen.embrapa.br/amconsulta/colecao/catalogo?id=8. Acesso 
em: 16/06/2023. 
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4.7 ASPECTOS BIOQUÍMICOS E DE ALERGENICIDADE DAS ENDOLISINAS 

RECOMBINANTES IN SILICO 

 

4.7.1 Aspectos bioquímicos  

 

Para predizer a composição dos fragmentos e suas principais 

características físicas e químicas, foi utilizada a ferramenta ProtParam Tools do 

Software on line Expasy (GASTEIGER et al., 2005). As sequências utilizadas como 

input (Tabela 3) no software foram as mesmas utilizadas para expressão das 

proteínas recombinantes. 

 

Tabela 3 - Sequências de aminoácidos das endolisinas recombinantes utilizadas para 

as análises. 

Proteína Sequência de aminoácidos 

EndF2 
(GU722134) 

MQAKLTIKEFIEWLKSSEGKQFNVDLWYGFLRFDYANAAWKVLFGLLLKGLGAKDI
PFANNFDGLATVYQNTPDFLAKPGDMVVFGSNYGAGYGHVAWVIEATLDYIIVYE
QNWLGGGWTDGIEQPGWGWEKVTRRQHAYDFPMWFIRPKFKSETAPRSVQSP
TQAPKKETAKPQPKAVELKIIKDVVKGYDLPKRGSNPKGIVIHNDAGSKGATAEAY
RNGLVNAALSRLEAGIAHSYVSGNTVCQALDESQVGWHTANQIGNKYYYGIEVCQ
SMGADNATILKNEQATFQECARLLKKWGLPANRNTIRLHNEFTSTSCPHRSSVLH
TGFDPVTRGLLPEDKQLQLKDYFIKQIRVYMDGKIPVATVSNESSASSNTVKPVAS
AWKRNKYGTYYMEESARFTNGNQPITVRKIGPFLSCPVAYQFQPGGYCDYTEVM
LQDGHVWVGYTWEGQRYYLPIRTWNGSGPPNQILGDLWGEISHHHHHH 

EndF4 
(GU722135) 

MQAKLTIKEFIEWLKSSEGKQFNVDLWYGFLRFDYANAAWKVLFGLLLKGLGAKDI
PFANNFDGLATVYQNTPDFLAKPGDMVVFGSNYGAGYGHVAWVIEATLDYIIVYE
QNWLGGGWTDGIEQPGWGWEKVTRRQHAYDFPMWFIRPKFKSETAPRSVQSP
TQAPKKETAKPQPKAVELKIIKDVVKGYDLPKRGSNPKGIVIHNDAGSKGATAEAY
RNGLVNAPLSRLEAGIAHSYVSGNTVCQALDESQVGWHTANQIGNKYYYGIEVCQ
SMGADNATILKNEQATFQECARLLKKWGLPANRNTIRLHNEFTSTSCPHRSSVLH
TGFDPVTRGLLPEDKQLQLKDYFIKQIRVYMDGKIPVATVSNESSASSNTVKPVAS
AWKRNKYGTYYMEESARFTNGNQPITVRKIGPFLSCPVAYQFQPGGYCDYTEVM
LQDGHVWVGYTWEGQRYYLPIRTSNGSGPPNQILGDLWGEISHHHHHH 

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 20/03/2020. 

 

4.7.1 Predição de alergenicidade 

 

Para predizer a alergenicidade das proteínas recombinantes, utilizou-se as 

sequências correspondentes as endolisinas EndF2 e EndF4 para análise no software 

online AlgPred (SHARMA et al., 2021). Além disso, foi realizado um mapeamento de 

epítopos reconhecidos por IgE. 
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4.7.2 Modelagem molecular das endolisinas recombinantes 

 

A modelagem molecular tridimensional das estruturas foi realizada 

utilizando-se o software AlphaFold2 (JUMPER et al., 2021), seguindo o método de 

modelagem por homologia. O melhor modelo, de 100, foi selecionado por meio da sua 

avaliação no QMEAN (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011). As estruturas geradas 

foram observadas pelo programa Pymol Molecular Graphics System na versão 1.6 

(Schrodinger, LLC).  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 MORFOLOGIA DOS FAGOS 

 

A imagens obtidas por microscopia eletrônica demonstraram que os fagos 

isolados (Fago 2 e 4) não são envelopados. Eles possuem uma cabeça icosaédrica, 

um pescoço fino com cauda longa e não contrátil. Todos apresentando um tamanho 

aproximado de 200 nm. Essas características são decisivas para classificá-los na 

ordem Caudovirales e família Siphoviridae (Figura 16A, B). 

 

Figura 16 - Fotomicrografia dos Fagos 2 e 4 em microscopia eletrônica de 

transmissão.  

 
Legenda: A - Fago 2; B - Fago 4. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

Além disso, com base na similaridade encontrada com outros fagos 

(BLAST), e a construção de uma árvore filogenética (Figura 17) a partir das 

sequências do gene que codificam as endolisinas, sugerimos que os fagos 2 e 4 são 

pertencentes a subfamília Azeredovirinae e aos gêneros Dubowvirus ou Phietavirus. 

Para confirmar essas informações é necessário o sequenciamento do genoma 

completo dos fagos.  
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Figura 17 - A análise filogenética das endolisinas EndF2 e EndF4. 

 
Legenda: A história evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A porcentagem 
de árvores replicadas nas quais os táxons associados agrupados no teste bootstrap (2000 
réplicas) são mostradas ao lado dos ramos. A árvore é desenhada em escala, com os 
comprimentos dos ramos nas mesmas unidades das distâncias evolutivas usadas para inferir 
a árvore filogenética. Esta análise envolveu 20 sequências de nucleotídeos. As análises 
evolutivas foram realizadas no MEGA11 (TAMURA et al., 2021). 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

5.2 ESPECTRO LÍTICO DOS FAGOS  

 

Testes de atividade lítica foram realizados com 90 linhagens de S. aureus 

e outras 13 linhagens bacterianas para os fagos. As linhagens foram acessadas a 

partir da Coleção de Microrganismos de Interesse da Agroindústria e Pecuária da 

Embrapa, previamente isoladas a partir de amostras de leite de vacas com mastite 

clínica ou subclínica bovina, coletadas de tanque, ou a partir de amostra de queijo 

Minas Frescal, pele humana, urina, garganta entre outros. 

Durante o teste de atividade lítica, para determinar o espectro de 

hospedeiro dos fagos, foram consideradas positivas as placas que apresentaram 

halos de lise completo ou parcial (Figura 9A, B) e negativo as placas que não 

apresentaram halos de lise. 
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Cont. 

O Fago 2 lisou 62,22 % (56/90) das linhagens de S. aureus, enquanto o 

Fago 4 foi capaz de lisar 51,11 % (46/90) linhagens S. aureus testadas. Os resultados 

dos testes de atividade lítica são mostrados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Linhagens bacterianas susceptíveis à lise pelos Fagos 2 e 4. 

Espécie Código Locala Origem 
Fagosb 

F2 F4 

Staphylococcus aureus GL 4030 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4031 Isolada leite/mastite + - 

Staphylococcus aureus GL 4063 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4073 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4074 Isolada leite/ tanque refrigeração + + 

Staphylococcus aureus GL 4077 Isolada leite/ tanque refrigeração + + 

Staphylococcus aureus GL 4096 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4098 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4118 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4124 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4143 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4183 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4191 Isolada leite/mastite + - 

Staphylococcus aureus GL 4238 Isolada leite/mastite + - 

Staphylococcus aureus GL 4247 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4292 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4295 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4308 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4315 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4371 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4381 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4437 Isolada leite/mastite + - 

Staphylococcus aureus GL 4486 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4498 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4531 Isolada leite/mastite + - 

Staphylococcus aureus GL 4562 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4627 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4660 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4661 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4662 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4677 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 4679 Isolada leite/mastite + - 

Staphylococcus aureus GL 4690 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4704 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4706 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 5475 Isolada leite/mastite - - 
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Cont. 

Espécie Código Locala Origem 
Fagosb 

F2 F4 

Staphylococcus aureus GL 5682 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 5710 Isolada leite/mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 5732 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 5759 Isolada leite/tanque refrigeração - - 

Staphylococcus aureus GL 5764 Isolada leite/ tanque refrigeração + + 

Staphylococcus aureus GL 6209 Portador sea + - 

Staphylococcus aureus GL 6210 Portador seb + - 

Staphylococcus aureus GL 6211 Portador sed e sej + + 

Staphylococcus aureus GL 7234 Portador sea, seb - - 

Staphylococcus aureus GL 7818 Portador sea + + 

Staphylococcus aureus GL 7848 Portador seh + + 

Staphylococcus aureus GL 7976 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 7977 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 7985 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8001 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8007 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8014 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8046 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8057 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8065 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8073 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8096 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8103 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8117 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8149 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8155 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8162 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8177 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8196 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8235 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8593 
Isolada leite mastite, resistente à 
penicilina 

- - 

Staphylococcus aureus GL 8608 
Isolada leite mastite, resistente à 
penicilina 

+ - 

Staphylococcus aureus GL 8624 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8676 
Isolada leite mastite, susceptível à 
penicilina 

- - 

Staphylococcus aureus GL 8678 
Isolada leite mastite, susceptível à 
penicilina 

- - 

Staphylococcus aureus GL 8724 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8748 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8792 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8798 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8820 Isolada leite mastite - - 
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Espécie Código Locala Origem 
Fagosb 

F2 F4 

Staphylococcus aureus GL 8848 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8880 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 8922 
Isolada leite mastite, tem blaZ, tetK, 
tetM e tetO 

+ + 

Staphylococcus aureus GL 8923 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 9088 Isolada leite mastite, tem blaZ + + 

Staphylococcus aureus GL 10025 
Isolada leite mastite, tem blaZ e 
tetL 

- - 

Staphylococcus aureus GL 10035 Isolada leite mastite, tem tetK - - 

Staphylococcus aureus GL 10037 
Isolada leite mastite, tem blaZ e 
tetM 

+ + 

Staphylococcus aureus GL 5161  + + 

Staphylococcus aureus GL 5559  + + 

Staphylococcus aureus GL 5599  + + 

Staphylococcus aureus GL 4444  - - 

Staphylococcus aureus 
ATCC 51651 

GL 7771  + - 

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

ATCC 25923 Isolado clínico + + 

Staphylococcus xylosus 
ATCC 29971 

GL 8211  - - 

Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 

GL 8222  - - 

Staphylococcus 
haemolyticus ATCC 29970 

GL 8223  - - 

Staphylococcus 
saprophyticus ATCC 15305 

GL 8225  - - 

Staphylococcus hyicus 
ATCC 11249 

GL 7761 
Isolado de porco com epidermite 
exsudativa 

- - 

Staphylococcus 
intermedius ATCC 29663 

GL 7766 
Isolado de nariz de pombo; produz 
endonuclease de restrição SinMI e 
SinMII 

- - 

Salmonella Typhimurium 
IAL 1412 

GL 5153  - - 

Streptococcus agalactiae 
ATCC 12386 

GL 8286  - - 

Streptococcus dysgalactiae 
subsp. equisimilis ATCC 
12388 

GL 8289  - - 

Streptococcus uberis ATCC 
700407 

GL 8369  - - 

Listeria monocytogenes GL 7268 
Isolada de queijo Minas frescal, 
PCR+ 

- - 

Escherichia coli ATCC 
11229 

GL 5786  - - 

Enterobacter (Cronobacter) 
sakasakii CDC 7006 

GL 5893  - - 

Legenda: acódigo local da Coleção de Microrganismos de Interesse da Agroindústria e bF2 -
Fago 2; F4 - Fago 4: (+) lise completa; (+-) lise parcial (-) negativo, sem formação de halo. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2019). 
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5.3 CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA (CBM)  

 

Culturas de S. aureus foram infectadas com diferentes quantidades de 

fagos, como planejado. As células viáveis de S. aureus foram contadas após 1 e 3 h 

de incubação. Os resultados indicaram que as concentrações bactericidas mínimas 

(CBM) do Fagos 2 foi de 1,19 x 103 MOI para os tempos 1 e 3 h e para o Fago 4, 7,91 

x 103 MOI para 1 h e 3,16 x 104 MOI para 3 h (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Concentração bactericida mínima dos Fagos 2 e 4. 

MOI Fago 2 
UFC de S. aureus em 10 µL 

MOI Fago 4 
UFC de S. aureus em 10 µL 

1 hora 3 horas 1 hora 3 horas 

9,75E+06 0,0 0,0 2,03E+06 0,0 0,0 

4,88E+06 0,0 0,0 1,01E+06 0,0 0,0 

2,44E+06 0,0 0,0 5,06E+05 0,0 0,0 

1,22E+06 0,0 0,0 2,53E+05 0,0 0,0 

6,09E+05 0,0 0,0 1,27E+05 0,0 0,0 

3,05E+05 0,0 0,0 6,33E+04 0,0 0,0 

1,52E+05 0,0 0,0 3,16E+04b 0,0 0,0 

7,62E+04 0,0 0,0 1,58E+04 0,0 1,5 

3,81E+04 0,0 0,0 7,91E+03a 0,0 1,5 

1,90E+04 0,0 0,0 3,96E+03 0,5 0,5 

9,52E+03 0,0 0,0 1,98E+03 1,5 4,5 

4,76E+03 0,0 0,0 9,89E+02 4,5 25,0 

2,38E+03 0,0 0,0 4,94E+02 11,5 62,0 

1,19E+03ab 0,0 0,0 2,47E+02 11,5 > 300 

5,95E+02 3,0 0,5 1,24E+02 13,5 > 300 

2,98E+02 3,5 1,5 6,18E+01 21,0 > 300 

1,49E+02 11,5 9,0 3,09E+01 19,0 > 300 

7,44E+01 9,0 30,5 1,54E+01 18,0 > 300 

3,72E+01 17,0 60,0 7,72E+00 21,0 > 300 

1,86E+01 12,0 76,5 3,86E+00 17,0 > 300 

9,30E+00 11,5 > 300 1,93E+00 13,5 > 300 

4,65E+00 22,0 > 300 9,66E-01 24,5 > 300 

CN 27,5 > 300 CN 23,5 > 300 

CP 0,0 0,0 CP 0,0 0,0 

Legenda: CN - controle negativo; CP - controle positivo; aCBM 1 hora de incubação; bCBM 3 
horas de incubação. Limite de detecção 100 UFC/mL. Média  
Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM TETOS EXTRACORPÓREOS 

 

Após 30 min de desafio com S. aureus, uma carga bacteriana de 

aproximadamente 339 UFC/ mL foi detectada nos tetos extracorpóreos bovinos 

infectados e tratados com TI. Quando os tetos foram tratados com solução de Fago 

2, observou-se uma taxa de redução bacteriana de 78,76% quando comparado com 

grupo controle (Tabela 6). 

Tabela 6 - Contagem de colônias UFC/ mL nos tetos extracorpóreos. 

Diluição 

Teto 1 Teto 2 Teto 3 Teto 4 

105 UFC + 
CaCl2 + TI 

105 UFC + CaCl2 + 
1010 UFP 

105 UFC + CaCl2 + 
1010 UFP 

105 UFC + CaCl2 + 
pré-dipping 

100 339,0 71,0 73,0 0,0 

10-1 34,5 9,5 10,5 0,0 

10-2 3,0 0,0 0,0 0,0 

Legenda: Teto 1 - controle negativo; Tetos 2 e 3 - desafio com o Fago 2; Teto 4 - controle 
positivo. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2020). 

 

5.5 ESTABILIDADE DO TÉRMICA 

 

Para investigar a estabilidade térmica do fago 2 em diferentes condições 

ambientais, foram observadas as taxas de viabilidade do fago 2 em várias 

temperaturas. O fago 2 demonstrou estabilidade (p>0,05) quando exposto às 

temperaturas de 4 e 37°C de 0 a 24 h (Figura 18). No entanto, a taxa de viabilidade 

do fago diminuiu significativamente (p<0,05) quando incubado a 65 e 75°C por 3 ou 

24 horas, o que indica que o fago 2 não possui boa estabilidade térmica nessa faixa 

de temperatura (Tabela 7). 
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Figura 18 - Estabilidade do Fago 2 em diferentes temperaturas. 

 
Legenda: Todos os ensaios foram realizados em triplicata. (Teste de Tukey, α = 0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

Tabela 7 - Comparações de médias para o desdobramento da interação Temperatura 

x Tempo, para o número de fagos contabilizados1 em placas de Petri. 

Temperatura (°C) 
Tempo de exposição (h) 

EP 
0 3 24 

4 160aA 180aA 185aA 

13,38 
37 146aA 135bA 138aA 

65 155aA 0cB 0bB 

75 148aA 0cB 0bB 

Legenda: 1Contagens foram transformadas pela raiz quadrada previamente à análise, visando 
aproximar a distribuição dos resíduos da normalidade. Letras minúsculas diferentes na 
mesma coluna indicam diferença significativa entre os níveis de temperatura, e letras 
maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre os tempos (Teste 
de Tukey, α = 0,05). EP = Erro padrão das médias. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

5.6 EFEITOS DA CONCENTRAÇÃO DE NaCl 

 

Durante a incubação em concentrações de NaCl variando de 0 a 500 mM 

por 3 h e 24 h, verificou-se uma redução na taxa de viabilidade do Fago 2 em função 

do tempo. Ao analisar a taxa de viabilidade do Fago 2 em relação ao fator 

concentração de NaCl, observou-se uma diminuição significativa (p<0,05) na 

concentração de 500 mM de NaCl quando comparada com as outras concentrações 

nos tempos de 3 ou 24 h (Figura 19). Em relação ao fator tempo, foi observada uma 
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diminuição significativa (p<0,05) na taxa de viabilidade do Fago 2 nas concentrações 

de 0 e 500 mM de NaCl. Além disso, a interação entre o tempo de 3 horas e as 

concentrações de 50, 100 e 250 mM de NaCl apresentou estabilidade (p>0,05) para 

o fago 2 (Tabela 8). 

 

Figura 19 - Estabilidade do Fago 2 em diferentes concentrações de NaCl. 

 
Legenda: Todos os ensaios foram realizados em triplicata. (Teste de Tukey, α = 0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

Tabela 8 - Comparações de médias para o desdobramento da interação Concentração 

de NaCl x Tempo, para o número de fagos contabilizados1 em placas de Petri. 

Conc. NaCl (mM) 
Tempo de exposição (h) 

EP 
0 3 24 

0 170aA 85aB 32aC 

11,38 

50 115bA 85aA 45aB 

100 137abA 117aA 45aB 

250 160abA 117aA 53aB 

500 140abA 40bB 7bC 

Legenda: 1Contagens foram transformadas pela raiz quadrada previamente à análise, visando 
aproximar a distribuição dos resíduos da normalidade. Letras minúsculas diferentes na 
mesma coluna indicam diferença significativa entre os níveis de concentração de sal, e letras 
maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre os tempos (Teste 
de Tukey, α = 0,05). EP = Erro padrão das médias. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 
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5.7 EFEITO DOS DOFERENTES NÍVEIS DE pH 

 

Ao longo da incubação em diferentes níveis de pH, variando de 3 a 7, por 

períodos de 3 horas e 24 horas, foi observada uma diminuição na taxa de viabilidade 

do Fago 2, em relação ao tempo. Ao analisar a taxa de viabilidade do Fago 2 em 

relação ao fator níveis de pH, observou-se uma diminuição significativa (p<0,05) nos 

níveis de 3 a 6 quando comparada com as outras concentrações nos tempos de 3 ou 

24 h (Figura 20). Em relação ao fator tempo, foi observada uma diminuição 

significativa (p<0,05) na taxa de viabilidade do Fago 2 em todos os níveis testados. 

Porém, o Fago 2 demonstrou estabilidade no pH 7 quando comparado com os outros 

níveis entre 0 e 3 h (p<0,05) (Tabela 9). 

 

Figura 20 - Estabilidade do Fago 2 em diferentes níveis de pH. 

 
Legenda: Todos os ensaios foram realizados em triplicata. (Teste de Tukey, α = 0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

Tabela 9 - Comparações de médias para o desdobramento da interação níveis de pH 

x Tempo, para o número de fagos contabilizados1 em placas de Petri. 

Níveis de pH 
Tempo de exposição (h) 

EP 
0 3 24 

pH 3 0,00dA 0,00dA 0,00aA 

3,25 

pH 4 56,67cA 5,00cB 0,00aC 

pH 5 86,67bA 21,67bB 0,00aC 

pH 6 88,33bA 30,00bB 0,00aC 

pH 7 111,67aA 108,33aA 0,00aB 
Legenda: 1Contagens foram transformadas pela raiz quadrada previamente à análise, visando 
aproximar a distribuição dos resíduos da normalidade. Letras minúsculas diferentes na 
mesma coluna indicam diferença significativa entre os níveis de pH, e letras maiúsculas 
diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre os tempos (Teste de Tukey, α 
= 0,05). EP = Erro padrão das médias. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).  
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5.8 ATIVIDADE LÍTICA DAS ENDOLISINAS RECOMBINANTES 

 

5.7.1 Expressão, purificação e concentração de endolisinas 

recombinantes 

 

Neste estudo foi possível expressar, purificar e concentrar as endolisinas 

recombinantes, além de determinar o espectro lítico destas endolisinas recombinantes 

frente a linhagens de S. aureus e outras espécies bacterianas. 

Com o objetivo de expressar e purificar as endolisinas EndF2 e EndF4, os 

clones recombinantes E. coli BL21 (DE3)/pET21a-1F2 e E. coli BL21 (DE3)/pET21a-

43F4 foram descongelados a partir dos estoques mantidos a -80ºC. 

As amostras obtidas durante a expressão das endolisinas recombinantes 

foram analisadas em SDS-PAGE corado com Comassie Brilliant Blue R-250. Os 

resultados obtidos estão representados na Figura 21. 

 

Figura 21 - Gel de eletroforese SDS-PAGE 8-16%, expressão de proteínas 

recombinantes. 

 

Legenda: (M) Marcador Novex - kDa; (1) Eluido 1 EndF2; (2) Eluido 1 EndF4; (3) Eluido 2 
EndF2; (4) Eluido 2 EndF4; (5) EndF2 purificada; (6) EndF4 purificada. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2019). 

 

Observando os resultados obtidos da expressão proteica no gel de SDS-

PAGE, é possível identificar a presença das bandas na faixa de 50 a 60 κDa, que 



73 
 

correspondem respectivamente às endolisinas EndF2 e EndF4. Sugere-se que o grau 

de pureza destas purificações foi elevado, tal como se pode observar nas canaletas 5 

e 6, em que a presença de bandas inespecíficas é quase nula.  

Dos resultados obtidos foi possível obter proteínas com elevado grau de 

pureza, permitindo a sua quantificação, para a qual se utilizou o método A280 

(NanodropTM1000). Com os valores de absorbância medidos para cada uma das 

endolisinas determinou-se uma concentração de 4,82 µg/µL para a EndF2 e 6,42 

µg/µL para a EndF4. 

Para se verificar a existência de atividade lítica nos extratos proteicos, 

efetuou-se um ensaio preliminar em S. aureus 5161 e S. aureus ATCC 25923 (Figura 

22). 

 

Figura 22 - Atividade lítica das endolisinas recombinantes em linhagens de 

Staphylococcus aureus. 

 

Legenda: Concentrações inoculadas para EndF26, 6 µg/µL; EndF23, 11 µg/µL e EndF4, < 0,2 
µg/µL. representação esquemática halo de lise de endolisinas. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2019). 

 

Após 24 h de incubação a 37ºC, houve o aparecimento de halos de lise no 

local da inoculação, com diâmetros de 17 e 22 mm para as EndF26 e EndF23 

respectivamente para a linhagem S. aureus 5161. Já para a linhagem S. aureus ATCC 

25923, houve o aparecimento de halos de lise com diâmetros de 16 e 21 para EndF26 

e EndF23 respectivamente. Não houve o aparecimento de halos de lise para EndF4 

para nenhuma das duas linhagens de S. aureus, provavelmente pela baixa 

concentração inoculada (<0,2 µg/µL). 
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5.7.2 Concentração de trabalho das endolisinas recombinantes 

 

Para se determinar a concentração de trabalho das endolisinas 

recombinantes foi utilizado células da linhagem de S. aureus (5161) susceptível. 

Sobre as células incorporadas em meio sólido composto por TI suplementado com 

0,7% de ágar, inoculou-se 5 µL de cada uma das diluições das endolisinas 

recombinantes EndF2 e EndF4. Os resultados obtidos estão representados na Figura 

23. 

 

Figura 23 - Teste para determinação da concentração de trabalho das endolisinas 

recombinantes. 

 

Legenda: F4 - EndF4; F2 - EndF2. Quantidades inoculadas: 20; 4; 0,8 e 0,16 µg. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2019). 

 

Após 24 h de incubação a 37ºC, houve o aparecimento de halos de lise no 

local da inoculação, com diâmetros de até 25 mm para as EndF2 e EndF4 para a 

linhagem de S. aureus (Tabela 10). 

 

Tabela 10 - Diâmetros (mm) dos halos de lise formados pelas endolisinas 

recombinantes. 

Endolisina 
Quantidade (µg) 

20 4 0,8 0,16 

EndF2 22 14 8 - 

EndF4 25 15 9 - 

Fonte: Elaborado pelo autor (2019). 
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Cont. 

Diante dos resultados obtidos, definiu-se 4 µg ou 0,8 µg/ µL como a 

concentração de trabalho já que, apresentou halo de lise visível para as duas 

endolisinas recombinantes (média de 14,5 mm). 

 

5.9 ESPECTRO LÍTICO DAS ENDOLISINAS RECOMBINANTES 

 

Testes de atividade lítica foram realizados com 42 linhagens de S. aureus 

e outras 7 linhagens bacterianas para as endolisinas. As linhagens foram acessadas 

a partir da Coleção de Microrganismos de Interesse da Agroindústria e Pecuária da 

Embrapa, previamente isoladas a partir de amostras de leite de vacas com mastite 

clínica ou subclínica bovina, coletado de tanque, ou a partir de amostra de queijo 

Minas Frescal, pele humana, urina, garganta entre outros.  

Durante o teste de atividade lítica, a EndF2 lisou 71,43 % (30/42) das 

linhagens de S. aureus, enquanto a EndF4 foi capaz de lisar 76,20 % (32/42) das 

linhagens de S. aureus testadas. Os resultados dos testes de atividade lítica são 

mostrados na Tabela 11. 

 

Tabela 11 - Linhagens bacterianas susceptíveis à lise pelas endolisinas EndF2 e 

EndF4. 

Espécie Código Locala Origem 
Endolisinasb 

EndF2 EndF4 

Staphylococcus aureus GL 4381 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 4486 Isolada leite/mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 7234 Portador sea, seb + + 

Staphylococcus aureus GL 7818 Portador sea + + 

Staphylococcus aureus GL 7848 Portador seh + + 

Staphylococcus aureus GL 7976 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 7977 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 7985 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8001 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8007 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8014 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8046 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8057 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8065 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8073 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8096 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8103 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8117 Isolada de queijo + + 
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Espécie Código Locala Origem 
Endolisinasb 

EndF2 EndF4 

Staphylococcus aureus GL 8149 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8155 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8162 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8177 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8196 Isolada de queijo - - 

Staphylococcus aureus GL 8235 Isolada de queijo + + 

Staphylococcus aureus GL 8593 
Isolada leite mastite, resistente 
à penicilina 

- + 

Staphylococcus aureus GL 8624 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8678 
Isolada leite mastite, susceptível 
à penicilina 

+ + 

Staphylococcus aureus GL 8724 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 8748 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 8792 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 8798 Isolada leite mastite - - 

Staphylococcus aureus GL 8820 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 8848 Isolada leite mastite - + 

Staphylococcus aureus GL 8880 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 8922 
Isolada leite mastite, tem blaZ, 
tetK, tetM e tetO 

+ + 

Staphylococcus aureus GL 8923 Isolada leite mastite + + 

Staphylococcus aureus GL 10037 
Isolada leite mastite, tem blaZ e 
tetM 

+ + 

Staphylococcus aureus GL 5161  + + 

Staphylococcus aureus GL 5559  + + 

Staphylococcus aureus GL 5599  + + 

Staphylococcus aureus GL 4444  - - 

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

ATCC 25923 Isolado clínico + + 

Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 

GL 8222  - - 

Staphylococcus hyicus 
ATCC 11249 

GL 7761 
Isolado de porco com epidermite 
exsudativa 

- - 

Staphylococcus 
intermedius ATCC 29663 

GL 7766 
Isolado de nariz de pombo; 
produz endonuclease de 
restrição SinMI e SinMII 

- - 

Streptococcus agalactiae 
ATCC 12386 

GL 8286  - - 

Streptococcus uberis 
ATCC 700407 

GL 8369  - - 

Listeria monocytogenes GL 7268 
Isolada de queijo Minas frescal, 
PCR+ 

- - 

Escherichia coli ATCC 
11229 

GL 5786  - - 

Legenda: acódigo local da Coleção de Microrganismos de Interesse da Agroindústria e 
Pecuária da Embrapa. bEndolisinas EndF2 e EndF4: (+) positivo, formação de halo; (-) 
negativo, sem formação de halo. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).  



77 
 

5.8 CARACTERIZAÇÃO IN SILICO DAS ENDOLISINAS RECOMBINANTES  

 

5.8.1 Aspectos bioquímicos  

 

A estrutura proteica das endolisinas, quando analisada no software 

ProtParam (GASTEIGER et al., 2005), apresenta 487 aminoácidos, totalizando    

54,56 kDa. De acordo com os índices preditos pelo software a proteína se demonstra 

instável, porém apresenta um tempo de meia - vida de 30 h em organismos vivos, o 

que contribui com a sua atuação e efetividade como possível biofármaco. Além disso, 

pelo índice de GRAVY a proteína tem comportamento hidrofílico, ideal para sua 

veiculação. Os demais pontos obtidos pela análise estão dispostos na Tabela 12. 

 

Tabela 12 - Análise dos parâmetros físico-químicos das endolisinas recombinantes. 

Parâmetros EndF2 EndF4 

Número de resíduos (aa) 487 487 
Peso molecular (kDa) 54,77 54,70 
Ponto isoelétrico 8,82 8,82 
Fórmula molecular C2484H3755N673O707S13 C2484H3752N672O708S13 
Estimativa de meia-vida in vivo (h) 30 30 
Índice de instabilidade Estável Estável 
Índice alifático 73,25 73,10 
GRAVY Hidrofílico Hidrofílico 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

5.8.2 Predição de alergenicidade 

 

As predições do potencial alergênico das proteínas recombinantes, bem 

como a busca por epítopos reconhecidos por anticorpos IgE, foram realizadas 

utilizando software AlgPred. De acordo com as análises, o mapeamento de epítopos 

não detectou nenhuma região considerada antigênica, sendo assim a proteína não 

apresenta nenhuma região potencialmente reconhecida por imunoglobulinas IgE. De 

acordo com o índice MAST; e o alinhamento por BLAST com outras sequências 

proteicas, as endolisinas não apresentam potencial alergênico. Porém, conforme o 

método SVM, baseado na composição de aminoácidos e dipeptideos as proteínas 

apresentam potencial de alergenicidade. Todas as análises e seus respectivos 

resultados podem ser observados na Tabela 13. 
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Tabela 13 - Análise do potencial alergênico das endolisinas recombinantes. 

Análise Score EndF2 Score EndF4 Threshold Resultado1 

Mapeamento de epitopos igE - - - Não alergênica 
MAST - - - Não alergênica 
SVM-aminoácidos 0,41 0,37 -0,40 Alergênica 
SVM-dipeptídeos 0,16 0,09 -0,20 Alergênica 
BLAST - - - Não alergênica 

Legenda:1Dados obtidos para EndF2 e EndF4. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

5.8.3 Modelagem das endolisinas recombinantes 

 

Foram selecionados 100 modelos entre os 2000 obtidos, com base em 

seus valores de DOPE score, com o objetivo de aprimorar as análises. Em seguida, 

esses modelos foram submetidos a análises de qualidade, e os modelos que 

apresentaram os melhores resultados foram escolhidos. Os modelos selecionados 

apresentaram o z-score obtido pela análise Qmean de |-1,02| para EndF2 e |-1,03| 

para EndF4, o que é considerado um valor ótimo para bons modelos, já que o software 

considera como bons modelos aqueles que apresentam valores entre -2 e 2 (modular). 

Os modelos obtidos para EndF2 e EndF4 podem ser visualizados na Figura 24 e a 

partir deles foi possível localizar os domínios SH3, CHAP e Amidase2 em cada 

endolisina recombinante.  
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Figura 24 - Representação da modelagem a partir das sequências proteicas das 

endolisinas recombinantes. 

 

Legenda: A - EndF2; B - EndF4; N’ - N’ terminal; C’ - C’ terminal; His-Tag - cauda de histidina. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6 Discussão 

 

Em um estudo prévio, Leite et al. (2010) descreveram o isolamento de seis 

fagos a partir de água de curral, sendo que os Fagos 2 e 4 demonstraram um potencial 

lítico mais elevado em relação às linhagens de S. aureus. Assim sendo, no estudo 

atual, os Fagos 2 e 4 e suas endolisinas, foram avaliados e caracterizados tanto 

morfologicamente quanto bioquimicamente.  

A partir das chaves taxonômicas obtidas no Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus (ICTV) e com base na similaridade encontrada em bancos de 

dados (NCBI – BLAST) com outros fagos, com base em sua morfologia apresentada 

na (Figura 16) e com a literatura (JI et al., 2020; KIM et al., 2021; NIKULINA et al., 

2023), os fagos 2 e 4 foram atribuídos à família Syphoviridae. 

A amplitude de hospedeiros e o potencial lítico dos candidatos à terapia 

fágica são características cruciais. Fagos específicos para lisar células de S. aureus 

de um estudo recente, foram capazes de lisar de 88% a 94% das linhagens testadas 

in vitro (LOGANATHAN; NACHIMUTHU 2023). Em nosso estudo, os dois fagos (Fago 

2 e Fago 4) mostraram atividade lítica em 54,37 e 44,66% das linhagens de S. aureus 

testadas, respectivamente. Os dois fagos têm faixa de hospedeiros complementares 

além disso, não foram capazes de lisar linhagens bacterianas (n=13) que pertencem 

a outras espécies. 

A cinética lítica dos fagos foi muito parecida em comparação com a 

tendência geralmente observada para outros fagos, isto é, a maioria dos fagos 

demonstra atividade lítica dependente da concentração (HAN et al., 2013; KALATZIS 

et al., 2016). Em nosso estudo, após o tratamento com baixas concentrações de fagos, 

o crescimento das bactérias não foi inibido. Em contraste, após o tratamento com altas 

concentrações de fagos, o crescimento bacteriano foi inibido durante as primeiras 

horas (Tabela 5). No primeiro momento, a necessidade de altas concentrações de 

fago para inibir o crescimento bacteriano, pode ser um problema. Porém, a 

propagação e concentração dos fagos pode ser considerada uma metodologia de fácil 

execução e de baixo custo. Neste estudo, obtivemos soluções de fagos com altas 

concentrações que variaram de 109 a 1020 UFP/ mL, assim como Yazdi et al. (2020). 

A aplicação de fagos na indústria tem sido cada vez mais frequente, como 

evidenciado na literatura (ISSE et al., 2022; WU et al., 2023; IMKLIN et al., 2023). No 
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setor de laticínios, a produção e a qualidade do leite e seus derivados dependem de 

diversos parâmetros químicos, como teor de gordura e proteína, além da ausência de 

substâncias inibidoras, bem como da contagem de células microbianas e somáticas. 

Nesse sentido, nosso estudo avaliou a estabilidade térmica e a estabilidade frente a 

diferentes concentrações de NaCl do Fago 2. Essa avaliação é importante quando se 

pensa em utilizar fagos para controle de contaminação por S. aureus em derivados de 

leite. O leite é submetido à pasteurização (62 a 75 °C) durante o processo de 

produção, e os produtos derivados, como queijos, podem conter elevadas 

concentrações de NaCl em sua composição (SANT’ANA et al., 2013). Observou-se 

que o Fago 2 apresentou estabilidade térmica em temperaturas de até 37°C (Figura 

18B). Esse achado é promissor, considerando que os fagos poderiam ser empregados 

como agentes de biocontrole em produtos como o queijo Minas Frescal, que é 

armazenado a aproximadamente 6°C durante o seu período de prateleira (BRASIL, 

2011). Em contrapartida, o Fago 2 não foi estável quando submetido a temperaturas 

altas. Da mesma forma que observado em nosso estudo, outros trabalhos também 

descreveram a instabilidade dos fagos frente a temperaturas elevadas, resultando em 

uma redução significativa ou mesmo nula na taxa de viabilidade (LIU et al., 2020; LI 

et al., 2022; TEKLEMARIAM et al., 2023). 

Quando submetido a diferentes concentrações de NaCl, verificou-se que a 

taxa de viabilidade do Fago 2 foi reduzida ao longo do tempo em todas as 

concentrações testadas (Figura 18A). Os resultados obtidos indicam que o fago 

apresenta estabilidade semelhante em concentrações de NaCl de 0 a 250 mM, mas a 

sua viabilidade é mais drasticamente reduzida quando exposto a 500 mM de NaCl. 

Desta forma, o Fago 2 apresenta potencial para ser utilizado como agente de 

biocontrole em produtos derivados do leite, como o queijo Minas Frescal, uma vez que 

esses queijos normalmente contêm cerca de 250 mM de NaCl em sua composição 

(SANT’ANA et al., 2013). 

Além de serem utilizados no controle de patógenos em alimentos, os fagos 

também têm sido empregados na pecuária (WILLY et al., 2023; PALLAVALI et al., 

2023). Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a ação do Fago 2 em tecido mamário 

ex situ. Os resultados demonstram a eficiência do uso de fagos na desinfecção ou 

controle de patógenos no tecido mamário, uma vez que o Fago 2 foi capaz de reduzir 

até 78,26% da carga bacteriana no modelo ex situ (Tabela 6). Estes resultados estão 

em concordância com outros estudos que também demonstraram a eficácia do uso 
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de fagos na cura de infecções intramamárias em bovinos (BROUILLETTE et al., 

2023). Em um estudo com vacas da raça Holandesa, por exemplo, a taxa de cura foi 

de 16,7% em um grupo tratado com bacteriófago, enquanto nenhum dos quartos 

tratados com solução salina foi curado (3 de 18 quartos mamários tratados com fago 

e 0 de 20 quartos tratados com solução salina, respectivamente) (GILL et al., 2006). 

Outro estudo utilizando um modelo de coelho de infecção causada por S. aureus, 

verificou que os fagos impediram a formação de abscesso em coelhos (WILLS; 

KERRIGAN; SOOTHILL, 2005). Assim, sugere-se que os fagos possam representar 

uma alternativa valiosa para o tratamento da infecção estafilocócica in vivo. No 

entanto, para confirmar esses achados, são necessários estudos in vivo. 

Além da utilização de fagos, outra estratégia de controle consiste na 

aplicação de proteínas recombinantes provenientes de fagos líticos. Sendo assim, 

realizamos testes com as endolisinas recombinantes produzidas pelos Fagos 2 e 4. A 

primeira fase do estudo foi executada por Alves, (2019) que consistiu em clonar as 

proteínas recombinantes EndF2 e EndF4. Para atingir este objetivo, clonaram-se os 

respectivos genes das endolisinas no vetor expressão pET21α(+) e transformou em 

células competentes BL21(DE3). Neste sistema produzem-se proteínas em fusão com 

uma cauda de Histidinas em C-terminal, o que favorece o processo de purificação e 

em estudos de atividade lítica de endolisinas. 

A partir dos clones gerados por Alves, (2019), foi possível expressar e 

purificar com alta pureza as proteínas recombinantes EndF2 e EndF4 (Figura 21). 

Utilizando o sistema de purificação Amico®Pro Affinity Concentrator, foram obtidas 

concentrações proteicas suficientes para os ensaios de atividade lítica de ambas as 

endolisinas.  

Os resultados dos testes de atividade lítica in vitro foram satisfatórios, já 

que as duas endolisinas (EndF2 e EndF4) apresentaram atividade antibacteriana em 

grande parte das linhagens de S. aureus avaliadas, sendo que 61,22% delas foram 

sensíveis à EndF2 e 65,31% foram sensíveis à EndF4 (Tabela 11). Apesar da 

combinação dos domínios funcionais CHAP e Amidase-2 ter ampliado o espectro de 

ação das endolisinas, a EndF2 revelou uma ligeira perda de atividade da Amidase-2, 

evidenciada por uma redução no diâmetro do halo quando comparado com os halos 

resultantes da ação da EndF4 (Tabela 10) (15 mm e 14 mm, respectivamente). O fato 

de existir linhagens que apenas foi sensível à ação da EndF4, sugere que o domínio 

de ligação da EndF4 é mais eficaz na ligação ao substrato presente na parede celular. 
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Além disso, as duas endolisinas recombinantes não tiveram atividade lítica em 

bactérias Gram-negativas e outras espécies. 

Adicionalmente, foram realizadas análises in silico das duas proteínas 

recombinantes (EndF2 e EndF4). Métodos de bioinformática estrutural, tais como a 

modelagem por homologia, vêm sendo utilizados na análise de proteínas 

recombinantes (FUJIKI et al., 2018; MELO-LÓPEZ et al., 2021; EASWARAN et al., 

2022). Sabe-se que o domínio CHAP e um domínio SH3b desempenham papéis 

importantes para a atividade lítica. O reconhecimento de peptideoglicano por 

endolisinas determina seu espectro de atividade e é regulado pelo domínio SH3b que 

se liga a um ligante bacteriano altamente específico (SCHMELCHER et al., 2010). 

Além disso, as atividades líticas máximas de várias endolisinas, como Lys-phiK 

(BECKER et al., 2009), LytA (DONOVAN; LARDEO; FOSTER-FREY 2006) e 

lisostafina (BABA; SCHNEEWIND 1996) dependem de um domínio SH3b. Conforme 

mostrado na Figura 24, EndF2 e EndF4, ambas contém os domínios CHAP-SH3b, e 

mostraram atividade lítica contra linhagens de S. aureus, sugerindo que o domínio 

SH3b é necessário para a atividade catalítica do domínio CHAP e desempenha um 

papel crítico na lise celular. Esses dados são consistentes com estudos anteriores 

sobre endolisinas estafilocócicas que abrigam um domínio SH3b (CHENG; 

FISCHETTI 2007; BECKER et al., 2015). 

Quando submetidas à análise do software ProtParam, as sequências 

revelaram para EndF2 e EndF4, juntamente com os acessórios inseridos (cauda de 

histidina) em seu cassete de expressão, totalizam 487 aminoácidos com um peso 

molecular de 54,77 e 54,70 kDa, respectivamente. Embora seja uma proteína 

complexa, ela apresenta um tamanho relativamente padrão em comparação com 

outras endolisinas (BECKER et al., 2015). 

A avaliação in silico sugeriu que as proteínas são estáveis, de acordo com 

o índice de instabilidade (38,47 e 38,93, respectivamente) obtido, que considera 

proteínas com índice de instabilidade <40 como estáveis. Além disso, o índice alifático 

também foi utilizado para avaliar a estabilidade das proteínas analisadas, sendo que 

o valor encontrado indicou um índice alifático alto. Esses resultados sugerem que as 

endolisinas EndF2 e EndF4 são estáveis em variações de temperatura. 

As propriedades hidrofílicas ou hidrofóbicas de uma proteína em soluções 

aquosas podem ser indicadas pelo índice de GRAVY, sendo que valores negativos 

sugerem hidrofilicidade. As proteínas recombinantes em questão apresentam índice 
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de GRAVY igual a -0,423 para EndF2 e -0,430 para EndF4, indicando natureza 

hidrofílica e tornando-as potenciais para uso como um biofármaco (SATHORIA et al., 

2023). 

Após análises in silico do potencial alergênico das sequências de EndF2 e 

EndF4, não foram encontrados epítopos de IgE ou regiões de similaridade com 

proteínas antigênicas por meio da análise de BLAST. Segundo Sharma et al. (2021), 

o software AlgPred 2.0 é uma ferramenta útil para análises preliminares de 

alergenicidade em moléculas destinadas a fins terapêuticos. Com base na 

composição de aminoácidos presentes nas moléculas, o índice de alergenicidade 

MAST não identificou regiões potencialmente alergênicas. No entanto, ao ser avaliado 

pelos métodos SVM-aminoácidos e SVM-dipeptídeo, as sequências apresentaram 

regiões com potencial alergênico. O artigo menciona que o software utilizado para 

análises pode apresentar limitações em relação à revisão das sequências depositadas 

e à duplicidade dos dados. Como as moléculas são destinadas a serem utilizadas 

como biofármaco, será necessária uma reavaliação do potencial alergênico antes do 

ensaio in vivo.  
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7 Conclusão 

 

Os Fagos 2 e 4, são membros da família Siphoviridae e sugerimos que eles 

pertençam a subfamília Azeredovirinae e ao gênero Dubowvirus ou Phietavirus. 

Os Fagos 2 e 4, possuem eficácia contra várias linhagens de bactérias 

estafilocócicas in vitro e foram específicos para S. aureus. 

O Fago 2 tem potencial para ser utilizado na desinfecção tecidos infectados 

por S. aureus. 

As melhores condições para o Fago 2 foram de 4 a 37 ºC, de 0 a 250 mM 

de NaCl e o pH 7. 

As endolisinas recombinantes, EndF2 e EndF4, possuem eficácia contra 

várias linhagens de bactérias estafilocócicas in vitro e são específicas para S. aureus. 

As duas endolisinas EndF2 e EndF4 possuem domínios catalíticos e de 

reconhecimento/ ligação em suas estruturas relacionados a atividade lítica e ambas 

as endolisinas não apresentam aspectos críticos de alergenicidade. 
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