Isolamento de Bacteriofago Litico Contra o
Staphylococcus intermedius e Aplicacao na Terapia de

INTRODUCAO

Bacteriofagos sao virus de bacterias estes podem
ser lisogénicos ou liticos, os primeiros infectam bactérias e
apenas se replicam em momentos de stress, ja os liticos
infectam a celula e causam lise na mesma [1]. Existem
fagos liticos especie especifica [1]. Staphylococcus
intermedius € uma bactéria com varias caracteristicas
patogénicas como coagulase positiva e producao de
toxinas. Ele € encontrado em varias partes do corpo de
caninos saudaveis fazendo parte da flora residente,
entretanto tambeém causa doengas graves nesta espécie e
em outras como bovinos, equinos e felinos. E o principal
agente de infeccoes supurativas de caninos, podendo
atingir varios orgaos, sendo comumente encontrado em
otite externa, piodermites e em infeccoes no trato
urogenital. Em bovinos € associado a grande quantidade
de casos de mastite [2].

Existem associacoes de doencas em humanos
causadas por S. /ntermedius [2].

OBJETIVO
Isolamento e conservacao de bacteriofagos
liticos contra S. /ntermedius para posterior uso
em terapia de caninos.

MATERIAIS E METODOS

Todas as culturas bacterianas foram utilizadas em
estado de crescimento exponencial(18-24horas).

1) coleta, identificacao (bioquimica de amostras de
celulas hospedeiras ( S. intermedius);

Coletamos amostras de caninos saudaveis
doentes. A coleta foi realizada com suabes
imediatamente  inoculadas em agar sangue
posteriormente identificadas com testes morfologicos
bioquimicos (Fig. 1).
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Figura 1 - Cultivo em agar sangue

2) Amostras para isolamento foram coletadas de
esgotos de canis e lavados de parede de canil (50 mL). O
caldo dez vezes concentrado (caldo deca)foi filtrado com
filtro de membrana 0,45 pm. As amostras foram
centrifugadas a 2.500 X G por 15 minutos e filtradas em
filtros com membrana 0,45 um, 9 ml de cada uma dessas
amostras foi adicionado a um tubo com 1 mL de caldo
deca e 1 mL de caldo com cultura bacteriana.
Enriguecimento (processo repetido 10 vezes)(fig. 2): Este
material foi colocado em estufa por 24 horas e entao
submetido a nova centrifugacao e 9 mL foram filtrados e
adicionados a um tubo com caldo deca e 1 mL de cultura
bacteriana [1].
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Figura 2 — Enriguecimento

" Spot test” [1]: um suabe embebido em caldo da
bactéria alvo € passado em toda a superficie de uma placa
de Mueller-Hinton , no verso da placa sao feitas marcagoes
para locais onde se colocou 1 gota do ultimo enriquecimento.
Apos 24 horas foram analisadas a presenca de areas de nao
crescimento ao redor das marcacoes (placas liticas). As
placas liticas indicam spot teste positivo e presenca de
bacteriéfago para a célula hospedeira.

3) Purificacao e armazenamento para posterior uso no
tratamento de caninos. Do ultimo caldo isolado, em caso de

“spot test” positivo, serao feitas diluicoes seriadas e estas

plaqueadas em dupla camada de agar pelo metodo padrao.
O filtrado final vai ser obtido apos repetir 3 vezes 0s passos a
seguir: recorte de placa litica, suspensao em caldo triptose,
agitacao por 10 minutos, 4 horas de repouso a 6-7°C e
filtragem com membrana 0,22 ou 0,45 um. Aliguotas do fago
isolado serao diluidas em Tampao Tris 0,01 M, pH 7,2-7,4
contendo 0,1M de NaCl e 0,001M de MgCI2; mantidas sob
temperatura de refrigeragcao (8 - 12C) e outra parte sera
congelada em vapores de nitrogénio liquido; estocadas a
menos 196°C em botijoes nitrogénio liquido para posteriores
estudos.

RESULTADO E DISCUSSAO

Até o presente momento foram enriquecidas e
processadas 4 amostras de esgoto mas nenhuma
delas evidenciou placas de lise. Sao necessarios
maior numero de enriquecimentos.
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