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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Bioexperimentagao

Universidade de Passo Fundo

GENOMICA E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE BACTERIOFAGOS
LITICOS PARA BIOCONTROLE DE SALMONELLA ENTERICA

Autor: Emanuele Serro Pottker
Orientadora: Laura Beatriz Rodrigues

Passo Fundo, 14 de setembro de 2016

Salmonella spp. ¢ um dos principais patégenos envolvidos em surtos de doengas
transmitidas por alimentos (DTA). E um dos agentes patogénicos de maior prevaléncia em
produtos avicolas em diversos paises, com distribui¢do mundial e destacada relevancia em
saude publica. Nao obstante, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos representa risco a
satide humana e animal, devido a dificuldade terapéutica e pela possibilidade de transmissao
horizontal dos genes de resisténcia entre diferentes bactérias. Desta maneira, ressalta-se a
necessidade de novas ferramentas para tratamento frente a estes patogenos. Dentre elas,
destacam-se o controle biologico com uso de bacteridofagos, que sdo virus bacterianos,
intracelulares obrigatdrios, hospedeiro-especifico, que infectam somente procariotos. A
utilizacdo de bacteriéfagos ¢ uma alternativa a antibioticoterapia que, além da prevengao,
também pode ser considerada complementar ao uso de terapias convencionais. Assim, no
Capitulo 1 testamos a suscetibilidade bacteriana ao bacteriéfago P22 a diferentes sorovares de
Salmonella enterica. Verificamos que o fago P22 teve agao de litica ao infectar cepas distintas
de Salmonella. No Capitulo 2, selecionamos 12 sorovares de Salmonella enterica (S.
Anatum, S. Agona, S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Infantis, S. Lexington, S. Panama, S.
Rissen, S. Schwarzengrund, S. Tennessee, S. Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium
ATCC 14028) como bactérias hospedeiras para o isolamento e caracterizacdo fenotipica de
bacteriofagos liticos com acgdo frente a essas bactérias. Foi isolado, caracterizado e

sequenciado um novo bacteriéfago, ainda nao descrito, denominado Salmonella Phage
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UPF BPI1, que tem o genoma circular, DNA fita dupla, 39.902 pb, pertence a ordem
Caudovirales e a familia Podoviridac. Nenhuma das proteinas hipotéticas do Salmonella
Phage UPF _BP1 mostrou semelhancga significativa com fatores conhecidos ou envolvidos na
patogenicidade bacteriana. O novo fago confirmou agdo litica frente as cepas testadas,
demonstrando ser possivel utilizd-lo em futuras aplicagdes no biocontrole e fagoterapia
de Salmonella enterica. Entretanto vale ressaltar que também isolamos outro bacteriofago,

denominado 5:2, que est4 em fase de seqiienciamento genético.

Palavras-chave: bacteriofago, genomica, Salmonella Phage UPF BP1, controle bioldgico,

Salmonella enterica.
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Genomics and phenotypic characterization of lytic bacteriophages for Salmonella

enterica biocontrol

Author: Emanuele Serro Pottker
Advisor: Laura Beatriz Rodrigues

Passo Fundo, 14 de setembro de 2016

Salmonella spp. it is one of the main pathogens involved in disease outbreaks foodborne
(DTA). It is one of the pathogens most prevalent in poultry products in several countries, with
world and highlighted important public health distribution. However, bacterial resistance to
antimicrobials is a risk to human and animal health due to therapeutic difficulties and the
possibility of horizontal transmission of resistance genes between different bacteria. Thus, it
emphasizes the need for new tools for treatment against these pathogens. Among them, there
is the biological control with the use of bacteriophages, which are bacterial viruses,
intracellular binding, host-specific, infecting only prokaryotes. The use of bacteriophage is an
alternative to antibiotic therapy, in addition to prevention, it can also be considered
supplementary to the use of conventional therapies. Thus, in Chapter 1 we tested the bacterial
susceptibility to bacteriophage P22 to different serotypes of Salmonella enterica. We found
that the P22 phage lytic action had to infect different strains of Salmonella. In Chapter 2, we
selected 12 serotypes of Salmonella enterica (S. Anatum, S. Agona, S. Brandenburg, S.
Bredeney, S. Infantis, S. Lexington, S. Panama, S. Rissen, S. Schwarzengrund, S. Tennessee S.
Enteritidis ATCC 13076 and S. Typhimurium ATCC 14028) as host bacteria for the isolation
and phenotypic characterization of bacteriophage lytic action opposite to these bacteria. It was
isolated, characterized and sequenced a new bacteriophage, not yet described, called
Salmonella phage UPF BP1, which has the circular genome, double-stranded DNA, 39,902
bp., Caudovirales belongs to the order and Podoviridae family. None of the hypothetical

Salmonella phage UPF _BP1 proteins showed significant similarity with known or factors

xiii
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involved in bacterial pathogenicity. The new phage lytic action confirmed front of the strains
tested, proving to be able to use it in future applications in biocontrol and phage therapy of
Salmonella enterica. However it is noteworthy that also isolate another bacteriophage, named

5: 2, which is in genetic sequencing phase.

Keywords: bacteriophage, genomics, Salmonella Phage UPF BPI1, biological control,

Salmonella enteric.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, a avicultura brasileira vem apresentando altos indices de
crescimento. Tornou-se o segundo produtor mundial e lider em exportagdo de carne de frango,
chegando a 150 paises'. Presente em todo territorio nacional, a carne de frango tem destaque
na regido Sul, sendo os Estados do Parand e Rio Grande do Sul os principais produtores.
Fatores como qualidade microbioldgica e fisico-quimica, sanidade e preco contribuiram para
aperfeigoar a produtividade no setor’.

O Brasil busca modernizacao, e emprega instrumentos como o manejo adequado
do aviario, sanidade, alimentagdo balanceada, melhoramento genético e producdo integrada
com parceria entre industria e avicultores, para exceléncia técnica em todas as etapas da
cadeia produtiva. Esta estratégia resulta em menores custos e maior qualidade do produto,
atendendo as demandas do mercado mundial. A taxa de crescimento da producdo de carne de
frango teve um aumento de 4,22% e das exportagoes de 5,62%, em 2015, sendo assim, o
Brasil devera continuar na lideranga’

A presenga de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp., afeta
negativamente a industria avicola, pois podem acarretar prejuizos econdmicos. Doencas
transmitidas por alimentos (DTA) sdo causadas pela ingestdo de agua e/ou alimentos
contaminados e representam um problema global. No RS, entre os anos de 1980 a 2012,
foram notificados 4.071 surtos de DTA, abrangendo 358.161 pessoas expostas as
gastrenterites de origem infecciosa, com 49.451 doentes ¢ 11 dbitos’. No Brasil, segundo os
dados fornecidos pela Secretaria de Vigilancia em Saude, entre os anos de 2000 a 2015, foram
reportados 11.241 surtos de DTAs, 218.507 pessoas adoeceram e o nimero de dbitos chegou
a 158 pessoas. Destes, 14,3% das ocorréncias foram causadas por diferentes sorovares de
Salmonella spp.**. Considerando que a maioria dos quadros de gastrenterites transcorre sem a
necessidade de hospitalizagdes, e sem o isolamento do agente causal no alimento incriminado,
a ocorréncia das salmoneloses na populagdo humana, transmitida por alimentos, ¢
provavelmente subestimada. Vale salientar que a subnotificagdo dos surtos de origem
alimentar pelos servigos de vigilancia epidemiologica ¢ uma realidade mundial®. O controle
epidemiologico ¢ de suma importancia para evitar o risco de infecgdes por Salmonella, uma
vez que as medidas de controle sanitarias estdo cada vez mais rigidas, para evitar prejuizos
devido as perdas diretas e indiretas, através de embargos econdomicos impostos pelos paises

importadores,
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Com o intuito de minimizar a incidéncia de Salmonella spp. em aves, muitas
vezes se faz uso de antimicrobianos para tratamentos clinicos. No entanto, existem
preocupagdes a respeito da selecdo de bactérias resistentes aos medicamentos e da detecgdo de
residuos desses principios ativos em alimentos de origem animal. Por esses motivos tem

surgido o interesse em tratamentos alternativos, como o uso de bacteriéfagos’.

Bacteriofagos sdo virus bacterianos, hospedeiros especificos, que infectam e se
replicam em procariotos. Podem infectar bactérias, se multiplicar e lisar células. Apresentam
capacidade de responder rapidamente a formacao de fago-resisténcia do hospedeiro, pelo fato
de também apresentarem a capacidade de sofrer mutagdo. Tem recebido atengdo renovada nos
ultimos anos, visto como uma possivel alternativa em substituicdo a antibioticoterapia no
controle de infecgdes bacterianas. A especificidade dos bacteriofagos os torna ideais para
aplicacdes em alimentos durante o processo de producdo, podendo ser utilizado para o
biocontrole de bactérias, sem interferir na microbiota natural ou culturas em produtos
fermentados®, Além dos fagos terem agdo contra bactérias patogénicas, também podem ser

eficientes em bactérias resistentes a antibioticos e, ao utilizé-los, reduz o risco quimico, pois

ndo deixam residuos.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram isolar e caracterizar
bacteriéfagos que possam ser utilizados no controle de diferentes sorovares de Salmonella
enterica. A presente dissertagdo ¢ composta por esta introdugdo, uma breve revisio de
literatura sobre Salmonella spp., bacteriofagos, terapias com bacteriofagos e, ainda, por dois
artigos cientificos. O Capitulo 1, “Teste de suscetibilidade de diferentes sorovares de
Salmonella frente ao bacteridéfago P22 teve como objetivo avaliar a eficacia de infecgdo do
bacteriofago P22 nos sorovares de Salmonella enterica selecionados. O Capitulo 2,
“Gendbmica e caracterizacdo fenotipica de bacteriofagos liticos para biocontrole de
Salmonella enterica”, teve como objetivo isolar bacteriéfagos liticos com acdo contra S.
Anatum, S. Agona, S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Infantis, S. Lexington, S. Panama, S.
Rissen, S. Schwarzengrund, S. Tennessee, S. Enteritidis e S. Typhimurium; realizar a
caracterizagdo fenotipica dos bacteridfagos isolados quanto ao seu espectro litico, eficiéncia
de ensaio em placa e potencial de lise frente aos 12 sorovares de Salmonella; realizar o
sequenciamento genético dos bacteriofagos isolados; com intuito de obter novos agentes que

possibilitem o uso como fagoterapia ou biocontrole de Salmonella enterica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmonella spp.

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, ¢ uma bactéria
Gram negativa, com formato de bastonetes curtos, anaerdbica facultativa, ndo formadora de
esporos. A maioria é modvel, com flagelos peritriquios, com excecdo dos sorovares S.
Pullorum e S. Gallinarum. Fermentam glicose produzindo acido e gas, porém sdo incapazes
de metabolizar a lactose e a sacarose. Sua temperatura Otima de multiplicagdo ¢ de
aproximadamente 36 °C e a temperatura minima em torno de 5 °C. Sd3o termossensiveis,
podendo ser destruidas a 60 °C por 15 a 20 min’.

A classificacdo da Salmonella inclui duas espécies: Salmonella bongori e
Salmonella enterica. Esta tltima se divide em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica. O género Salmonella esta amplamente distribuido no ambiente,
e foi isolado e identificado pela primeira vez em 1885, por Daniel Elmer Salmon. Em 2007 o
Instituto Pasteur descreveu 2.579 sorovares através do esquema Kauffmann — White - Le
Minor (KWL), para caracterizar os diferentes sorotipos do género com base em suas formulas
antigénicas, somaticos (O) e flagelares (H). Os sorovares devem ser escritos com a primeira
letra maitscula, ou seja, Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis,
denominada comumente como S. Enteritidis”®*’

Salmonella Enteritidis ¢ um dos sorovares mais comuns em aves, depois de
S. Pullorum e S. Gallinarum. Junto com S. Typhimurium sdo os sorovares mais importantes na
causa de paratifo aviario e responsaveis por infec¢des alimentares no homem'®'"'?, Além
destes, outros sorovares ja foram isolados em abatedouros de aves em trabalhos realizados
anteriormente por nosso grupo de pesquisa, como S. Anatum, S. Agona, S. Brandenburg, S.
Bredeney, S. Infantis, S. Lexington, S. Panama, S. Rissen, S. Schwarzengrund, S. Tennessee'”.
Segundo dados da Organizagdo Mundial da Satde, em seu programa Global Salm-Surv
(GSS), todos os sorovares acima citados estdo na lista entre os 15 sorovares mais
sorotipificados em amostras de animais, humanos, alimentos e ambiente no Brasil'.

A avicultura brasileira tem apresentado altos indices de crescimento nas ultimas
trés décadas e conquistado os mais exigentes mercados, tornando o Brasil o segundo produtor

mundial de carne de frango e lider em exportagdo, chegando a 150 paises compradores em

2015". A taxa de crescimento de produgdo da carne de frango alcangou 4,22% e as
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exportagcdes obtiveram um crescimento de 5,62% em 2015. Sendo assim, o Brasil devera
continuar na lideranga mundial'®.

A presenga de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp., afeta
economicamente a industria avicola. Somente no Rio Grande do Sul, entre os anos de 1980 e
2012, foram notificados 4.071 surtos de DTA, abrangendo 358.161 pessoas expostas ao risco
de adoecer por gastrenterite de origem infecciosa. Salmonella spp. foi responsavel por
aproximadamente 60% dos surtos investigados'’. Nos EUA, 48 milhdes de pessoas ficam
doentes e outras 3.000 morrem por ano em decorréncia das doengas transmitidas por
alimentos. Deste total, acredita-se que 1,2 milhdes dos casos sejam causados por Salmonella,
segundo dados do Center for Disease Control and Prevention'®.

Considerada uma bactéria cosmopolita, com distribuicdo em muitos paises, a
Salmonella causadora da salmonelose, uma das mais comuns e amplamente distribuidas
doencas alimentares, representando um custo significativo. A sua subnotificacdo impede o
conhecimento do nimero real de casos, mas milhdes de pessoas sdo afetadas todos os anos e a
doenca resulta em milhares de mortes'* 2.

Existem evidéncias que os produtos oriundos da carne de frango sao uma das mais
importantes fontes de infec¢do para seres humanos®'. Considerando que a principal via de
transmissdo de Salmonella spp. estd na cadeia alimentar, sua presenga em animais criados
com objetivo comercial faz com que esse microrganismo possa ser considerado como um dos
mais incidentes e relevantes agentes causais de enfermidade entérica®.

A partir de 1994 o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),

com a Instru¢do Normativa n° 783

, reforcou a legislag@o de controle de Salmonella spp. nas
granjas avicolas. E, com o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), enfatiza que
toda granja de reprodutora de aves deve ser monitorada para deteccdo de S. Pullorum, S.
Gallinarum, S. Enteritidis e S. Typhimurium. Aliado a isso, em 2003, o Programa de Reducao
de Patogenos (PRP) da Instrugdo Normativa n° 70* conferiu controle sobre o processo de
abate, com pesquisa de Salmonella spp. em carcagas de frango, envolvendo todos os
estabelecimentos de abate registrados no Servigo de Inspecdo Federal (SIF), atendendo as
exigeéncias de seguranga alimentar para o mercado interno e externo.

Medidas como higiene e desinfeccdo nas instalagdes sdo necessarias para
minimizar Salmonella spp. em lotes de aves, assim como sdo necessarios procedimentos de
biosseguridade, que incluem alojar aves livres de Salmonella spp., utilizar ragdo nao

contaminada e controlar todos os fatores de risco dentro do ambiente das granjas. Sendo estes:

higiene e desinfeccao das instalagdes, controle de vetores, restri¢gao de visitas, uso de roupa e
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calgcado exclusivo para a granja, cloragdo da agua, monitoramento bacteriologico periddico de
ambiente, aves, racdes e residuos de incubatdrio, para certificar o sucesso do programa”.

O uso de antibioticoterapia em lotes de aves ¢ comumente utilizado. Seu uso
abusivo tem causado preocupacdo, pois sdo medicamentos que atuam causando a morte ou a
inibicao da multiplicacdo de microrganismos. Podem ser administrados em animais para tratar
ou prevenir a ocorréncia de doengas infecciosas e, também, como aditivos, neste caso visando
melhorar o desempenho zootécnico de animais de produ¢do. Ocasionalmente pode resultar em
resisténcia bacteriana pela continua exposi¢do aos antibioticos, representando um grande risco
para a saude humana®’ em casos de infecgdes de dificil controle com terapia antimicrobiana
ineficaz.

A resisténcia bacteriana pode ser classificada como natural ou intrinseca,
decorrente de uma propriedade comum aos microrganismos da espécie, ou adquirida,
resultante da aquisicdo de mecanismos de resisténcia. Existem trés principais formas de
resisténcia: inativagdo enzimatica da molécula do antimicrobiano, que decorre da agdo de
enzimas bacterianas sobre o principio ativo; alteragdo da estrutura da molécula-alvo do
antimicrobiano; e mecanismos para reduzir a concentracao intracelular do antimicrobiano,
como bombas de efluxo®®.

A possivel transferéncia dos microrganismos resistentes a antibioticos dos animais
para o homem pode trazer graves conseqiiéncias para a saide humana, como uma infecc¢ao de
dificil controle devido a uma terapia antimicrobiana ineficaz.

Com isso, se faz necessario novos métodos de controle e prevengdo para esses
microrganismos, € o uso de bacteriofago surge como alternativa no combate as bactérias

patogénicas.
2.2 BACTERIOFAGOS

Virus bacterianos, bacteriofagos ou fagos, sdo virus especificos de procariotos.
Sao intracelulares obrigatorios, hospedeiro-especificos, capazes de infectar espécies ou grupos
dentro de uma mesma espécie™. E provavelmente o mais antigo e onipresente microrganismo
na Terra. Datam de 3 bilhdes de anos e estima-se que existam em média 10°°-10* fagos para
cada célula bacteriana, sendo fundamentais na preservagao do equilibrio em cada ecossistema
onde existem bactérias’’.

Os primeiros relatos datam de 1896 onde o bacteriologista britanico Ernest

Hanking relatou que na India, nos rios Ganges e Jumna, existia uma elevada atividade
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antibacteriana contra Vibrio cholerae que limitava a expansdo das epidemias de colera. Em
1898 o bacteriologista russo Gamaleya observou um fenomeno similar enquanto trabalhava
com Bacillus subtillis™".

Os bacteriofagos foram descobertos em 1915 por Frederick Twort e por Felix
d'Herelle. A descoberta dos fagos foi anterior aos antibioticos, gerando interesse na
comunidade cientifica mundial. Em 1919 d'Herelle e seus colaboradores utilizaram
bacteridfagos terapeuticamente, tratando quatro criancas com disenteria bacteriana. Para cada
paciente foi administrada uma dose de fagos anti-disenteria, € em 24 horas os pacientes
apresentaram melhora.

A primeira publicacdo relatando a eficacia de fagos no tratamento de uma doenga
infecciosa em humanos foi em 1921, publicado por Richard Bruynoghe e Joseph Maisin, que
utilizaram bacteriofagos com sucesso para tratar infec¢des estafilococicas na pele. A sua
publicacao foi seguida por outros pesquisadores, utilizando bacteriofagos para tratar infecgdes
bacterianas em seres humanos e outros animais”".

Com o advento dos antibidticos, que parecia funcionar como "balas magicas", o
interesse em fagoterapia comecgou a declinar no Ocidente durante os anos 1940 e 1950, mas

continuou sendo utilizada na Unido Soviética e em paises do Leste Europeu™.

2.3.1 Classificacdo dos bacteriéfagos

Os bacteriofagos dividem-se em seis grupos, conforme o tipo morfologico, tipo de
acido nucléico e hospedeiro (Figura 1). Podem ser tanto de 4cido desoxirribonucléico (DNA),
cadeia simples (cs) ou de cadeia dupla (cd), ou de acido ribonucléico (RNA), cadeia simples
(cs) ou de cadeia dupla (cd). Os fagos com DNA cadeia dupla podem ser com cauda contractil
(A), cauda nao-contratil (B), cauda curta (C), sem cauda (D3) e pleomorficos com involucro
lipidico (G). Os fagos de DNA cadeia simples podem ser icosaédricos (D1 e D2) ou
filamentosos (F1 e F2). Os do grupo E s@o icosaédricos com RNA cadeia simples (E1) ou

dupla (E2)*.
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Figura 1- Quadro de classificacdo dos bacteridofagos.
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Fonte: Ackerman et al., 1992.

2.3.2 Taxonomia dos bacteriofagos

Os fagos sdo classificados de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia
de Virus (ICTV), com base na sua taxonomia € no tipo de acido nucléico que sao constituidos.
O ICTV reconhece, atualmente, uma ordem de treze familias e 46 géneros de fagos (Tabela
1). Os fagos com DNA cadeia dupla e com cauda, pertencentes a ordem Caudovirales,
representam 96% de todos os fagos até hoje reportados. Podem ser divididos em trés familias:
Myoviridae, Podoviridae e Siphoviridae. O genoma de um fago com cauda engloba genes que
codificam o empacotamento e replicacdo de DNA, regulacdo da transcricdo, lise do
hospedeiro, e a formagdo da cabeca, cauda e fimbrias da cauda. O capsideo tem como funcao
a protecdo da informagdo genética, e a cauda possui fibras e demais estruturas que estdo
envolvidas no reconhecimento e ligagdo do fago a bactéria hospedeira™.

Alguns bacteriofagos conhecidos para Salmonella enterica sdo os denominados
0OX174, pertencentes a familia Microviridae. Também ja foram identificados bacteriéfagos da
familia Podoviridae, como o P22, relacionado ao sorovar Typhimurium. Em 1952 Zinder e
Lederberg demonstraram a transferéncia de material genético entre uma S. Typhimurium e
outra S. Typhimurium mutante que envolvia um intermedidrio fago. Este fago possuia um
profago e era originalmente chamado PLT 22. Sendo atualmente referido como P22, virus
utilizado para investigar a genética da bactéria®. O bacteriéfago T4, pertencente a familia

.. , . L)
Myoviridae, ¢ relacionado ao sorovar Enteritidis™.



Tabela 1- Taxonomia dos bacteri6fagos.

Familia Caracteristicas Acido Nucléico
Corticoviridae sem envelope, capsideo icosaédrico dsDNA
Cystoviridae com envelope, capsideo icosaédrico dsRNA
Fuselloviridae ~ com envelope, pleomorfico, sem capsideo dsDNA
Inoviridae sem envelope, filamentoso ssDNA
Leviviridae sem envelope, capsideo icosaédrico ssRNA
Lipothrixviridae com envelope, simetria helicoidal dsDNA
Microviridae sem envelope, capsideo icosaédrico ssDNA
Myoviridae sem envelope, cauda contratil dsDNA
Plasmaviridae com envelope, pleomorfico dsDNA
Podoviridae sem envelope, cauda curta ndo contratil dsDNA
Rudiviridae sem envelope, simetria helicoidal dsDNA
Siphoviridae sem envelope, cauda longa nao contratil dsDNA
Tectiviridae sem envelope, cauda contratil dsDNA

Fonte: Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), 2016
Legendas:  ssDNA: 4cido desoxirribonucléico de cadeia simples ; dsDNA: éacido

desoxirribonucléico de cadeia dupla; ssSRNA: acido ribonucléico de cadeia simples; dsRNA: acido
ribonucléico de cadeia dupla.
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2.3.3. Ciclo de replicacéo

Os fagos podem possuir dois ciclos de replicacdo diferentes: O ciclo litico, ou
seja, a reproducao da viruléncia dos bacteriofagos (Figura 2), que ocorre dentro do hospedeiro
e induz a lise das células que resulta na liberacdo de uma nova progénie de bacteriéfagos,
recomegando, assim, um novo ciclo de infeccdo. O material genético dos fagos serve de
molde para formar os RNA mensageiros que irdo sintetizar as proteinas do capsideo e obter
varias copias do acido nucléico dos fagos. Quando hd uma sintese de proteinas em quantidade
suficiente comeca a montagem das particulas virais, o acido nucléico ¢ envolto pelas proteinas

’ e g oqe . ., 4
do capsideo e a bactéria ¢ lisada, liberando novos bacteriofagos™*.

Figura 2 - Ciclo litico.

Penetration .

Lytic replication
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Fonte: Mota Nobre, 2015.

O ciclo lisogénico ocorre quando o fago integra seu material genético ao genoma
da bactéria hospedeira, recebendo o nome de préfago, virus atenuado ou fago temperado, e se
mantém inativo. Ao replicar-se, a bactéria replica o profago para as células filhas, evento

chamado de lisogenia. Essa replicagdo, ou qualquer outra alteracdo, como exposi¢do a
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radiacao ultravioleta, pode estimular o profago a desprender-se do genoma da bactéria e

e . .- 34 .
iniciar um ciclo litico™, conforme representado na Figura 3.

Figura 3 - Ciclo lisogénico.
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Fonte: Mota Nobre, 2015.

O ciclo de replicacao dos fagos passa por algumas etapas. A primeira consiste na
ligagdo do fago a célula bacteriana. E realizada por uma ligacdo reversivel, mediada pela
cauda do fago, as quais as fibras se anexam a um receptor especifico na superficie celular
bacteriana. Normalmente ocorre quase instantaneamente apds exposi¢ao da célula hospedeira
ao fago e, logo uma ligacdo irreversivel, ou adsorcdo, quando as fibras sdo fixadas
irreversivelmente a bactéria. A segunda etapa € a injecao do material genético RNA ou DNA
fagico no hospedeiro bacteriano. As etapas trés e quatro referem-se a sintese de componentes,
replicacdo do material genético e a produgdo de novos capsideos. Com isso, o fago assume a
maquinaria biossintética do hospedeiro e proteinas sdo sintetizadas. Durante a quinta etapa o
acido nucléico e proteinas estruturais sdo sintetizadas e novos fagos se acumulam dentro da
célula bacteriana. A sexta, e ultima etapa, ¢ a liberacdo dos fagos, o que resulta na lise
bacteriana, conforme representado na Figura 4. O numero de particulas fagicas libertadas por

células bacterianas infectadas pode ser tio elevado quanto 1000:1°°.
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Figura 4 - Etapas de replicacao dos bacteriéfagos.
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2.3.4 Controle biologico com bacteriéfagos

Antes do aparecimento dos antibidticos foi sugerido que as infecgdes bacterianas
poderiam ser prevenidas ou tratadas com a administra¢do de fagos, proposta efetuada com
sucesso por D’Herelle em 1917. Mas, com a descoberta dos antibidticos e quimioterapicos, a
terapia fagica acabou sendo esquecida e usada apenas em estudos de virologia, ou com 0s
bacteriofagos empregados para monitoramento e identificagdo de microrganismos™.

Fagos sdo considerados agentes terapéuticos potencialmente atraentes devido as
diversas caracteristicas que possuem, como serem extremamente hospedeiro-especificos,
eficazes na lise de bactérias patogénicas, ndo prejudiciais para o homem e animais, €
rapidamente modificaveis para combater o aparecimento de novas ameagas bacterianas. Além
destas caracteristicas, os fagos apenas se replicam em cé¢lulas bacterianas especificas, ndo
destruindo a microbiota adjacente™.

Os bacteriofagos sdo ubiquos na natureza, podendo ser isolados da 4gua, solo ou
da matéria organica. Outro fator consideravel ¢ seu cultivo e manuten¢do em laboratorio
realizado por métodos microbioldgicos tradicionais, mantendo-os em bactérias hospedeiras
em igual quantidade de bacteridfagos®’.

A fagoterapia tem sido testada com é&xito no tratamento de Acinetobacter

baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em ratos experimentais, com o
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proposito de avaliar seu potencial para tratamento em humanos, mostrando que a fagoterapia
pode ser eficaz contra infeccdes humanas causadas por bactérias resistentes a antibidticos™ .

Em estudo realizado contra Vibrio vulnificus, que contaminam crustaceos, como
ostras, e podem causar infec¢ao alimentar em humanos, a fagoterapia mostrou-se eficaz tanto
para infeccdes localizadas quanto sistémicas®”.

Contra os sorovares de Salmonella Enteritidis, S. Heidelberg e S. Typhimurium,
em um estudo realizado com fagos, foi observada uma reducio de 4 log'’ quando comparado
aos controles ndo tratados®’. Em outro estudo, utilizaram o bacteriofago P22 em ovos
liquidos, bebidas energéticas, leite desnatado, suco de maga e peito de frango inoculados com
S. Typhimurium. Também se verificou diminui¢io de 2 log' quando comparados aos
controles ndo tratados. Os resultados indicaram que os fagos podem ser uteis no controle de
agentes patogénicos de origem alimentar®'.

Além disso, com o declinio no desenvolvimento de antibidticos, em meio a
emergéncia de bactérias resistentes a multiplas drogas, gerou o interesse em desenvolver
novos agentes antibacterianos, incluindo as aplicagdes utilizando bacteriofagos™.

Neste contexto, o estudo descrito no Capitulo 1, utilizou-se o bacteriofago P22, ja
identificado e descrito na literatura, e foi verificado que ele possui capacidade de infectar
diferentes sorovares de Salmonella spp.. Esta etapa nos instigou a realizar o principal estudo
desta dissertacdo, relatado no Capitulo 2, para isolar e caracterizar fenotipica e
genotipicamente novos bacteriofagos liticos para serem utilizados como controle biologico de

Salmonella enterica, como futura alternativa ao uso de antimicrobianos.
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bacteridfago P22

Emanuele Serro Pottker!, Bruna Webber? Natalie Nadin Rizzo*, Karen Apellanis
Borges?, Raphael Lucio Andreatti Filho®, Luciana Ruschel dos Santos’, Laura Beatriz

Rodrigues®

(Artigo submetido para Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo)

! Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo (UPF),
Passo Fundo, RS, Brasil, > Centro de Diagnéstico ¢ Pesquisa em Patologia Aviaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, * Faculdade de
Medicina Veterinaria € Zootecnia de Botucatu, Universidade Estadual Paulista Jalio de
Mesquita Filho (UNESP), SP.

CORRESPONDENCIA: E. Pottker [emanuelepottker@yahoo.com.br — Tel.: +55(54)9686-
9737/ (54)3311-9739]. Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) — UPF. BR

285, Bairro Sdo José. CEP 99052-900 Passo Fundo, RS, Brasil.
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RESUMO - Salmonella spp. € um dos principais patégenos envolvidos em surtos de
doengas transmitidas por alimentos (DTA). E um dos agente patogénicos de maior
prevaléncia em produtos avicolas, possui distribuicdo mundial, tendo destacada
relevancia em saude publica devido as caracteristicas endémicas, alta morbidade e
dificuldade de adog¢dao de medidas para seu controle. A resisténcia bacteriana a
antimicrobianos representa risco a saude animal e humana, devido a dificuldade
terapéutica e possibilidade de transmissao horizontal dos genes de resisténcia entre
especies bacterianas. Assim, tem se buscado possibilidades de tratamento contra
estes microrganismos. Com intuito de obter alternativas ao uso de principios ativos
antibacterianos, testamos a fagoterapia como controle bioldgico de Salmonella spp..
Bacterioéfagos, ou fagos, sao virus bacterianos, intracelulares obrigatorios, que
infectam somente procariotos. Avaliamos a eficacia da utilizagdo do bacteriéfago
P22 frente a S. Enteritidis, S. Rissen, S. Lexington, S. Panama, S. Brandenburg, S.
Anatum, S. Tennessee e S. Bredeney, isoladas de abatedouros de aves, com
algumas apresentando multirresisténcia, e cepas S. Enteritidis ATCC 13076 e S.
Typhimurium ATCC 14028, totalizando 20 amostras distintas de S. enterica. Apos a
fagotipagem, verificamos que o fago P22 mostrou-se eficaz quando confrontado com
cepas distintas, mesmo sendo especifico e isolado a partir de S. Typhimurium, com
acao litica também quando testado em cepa multirresistente de S. Enteritidis. Estes
resultados nos fazem conjecturar a possibilidade de controle biolégico contra
diferentes sorovares de S. enterica utilizando bacteriofagos em meio ambiente,
alimentos, embalagens e biofilmes.

Palavras-chave: Controle bioldgico; fagotipagem; Salmonella spp., bacteriéfago

P22.
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INTRODUCAO

Salmonella spp. € um microrganismo de distribuicdo mundial, sendo os seres
humanos e animais seus principais reservatorios naturais. Considerado um dos
principais agentes envolvidos em surtos de doengas de origem alimentar em paises
desenvolvidos, muitas vezes esta associado ao manuseio e preparo inadequado de
produtos de origem animal, principalmente de produtos avicolas. Segundo estimativa
da Secretaria de Vigilancia em Saude, até o ano de 2015 a maioria dos casos de
surtos alimentares no Brasil ocorreram devido a ingestado de alimentos contaminados
e posterior infeccao por Salmonella spp. (Sinan/Net/SVS/MS, 2016).

A salmonelose € uma das zoonoses de maior relevancia para a saude publica
em todo o mundo, devido as caracteristicas endémicas, alta morbidade e dificuldade
de adocdo de medidas para seu controle. Conforme dados do CDC (Center for
Disease Control and Prevention), 48 milhdes de pessoas ficam doentes e outras
3.000 morrem por ano em decorréncia das DTAs apenas nos Estados Unidos (CDC,
2012; CDC, 2011). Deste total, acredita-se que 1,2 milhdes dos casos sejam
causados por Salmonella spp. (CDC, 2014b).

S. Enteritidis € um dos sorovares mais comuns em aves, depois de S.
Pullorum e S. Gallinarum e, junto com a S. Typhimurium, sdo os sorovares mais
importantes na causa de paratifo aviario e responsaveis por infecgdes alimentares
no homem (Andreatti Filho et al., 2007). Além destes, outros sorovares ja foram
isolados a partir de pontos no fluxograma de abate de aves, como S. Anatum, S.
Agona, S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Enteritidis, S. Infantis, S. Lexington, S.
Panama, S. Rissen, S. Schwarzengrund, S. Tennessee e S. Typhimurium (Santos et
AL, 2015; Rodrigues et al, 2013). Conforme dados do CDC, os sorovares mais
encontrados em aves nos Estados Unidos sdo S. Heidelberg, S. Kentucky, S.
Typhimurium, S. Enteritidis e S. Senftenberg (Foley & Lynne, 2008). No Brasil, os
principais sorovares encontrados, conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) sao S. Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Heidelberg e S.
Mbandaka (BRASIL, 2008).

O aumento do numero de microrganismos resistentes a antibiéticos, muitas
vezes pelo uso indiscriminado, acaba selecionando bactérias resistentes. Com isso,

tem-se buscado tratamentos alternativos, como o controle biolégico das bactérias.



31

Dentre eles destaca-se o uso de bacteriéfagos, que séo virus que infectam bactérias
especificas para o receptor que possuem.

Virus bacterianos, ou bacteriéfagos, foram descobertos em 1915, sdo virus
especificos de bactérias e intracelulares obrigatorios. Hospedeiro-especificos, s&o
capazes de infectar espécies especificas ou até mesmo grupos dentro de uma
mesma espécie (Goodridge & Abedon, 2003; Hagens & Loessner, 2007). A maioria
dos fagos estudados possui cauda e estao divididos em trés familias distintas:
Siphoviridae, com cauda longa e nao contratil; Myoviridae, com cauda longa e
contratil; e Podoviridae, de cauda curta e ndo contratil. O bacteriéfago P22 pertence
a essa Ultima familia, com gene circular constituido por DNA de cadeia dupla
(Ackerman et al.,1992).

Os bacteriéfagos sao ubiquos na natureza, podendo ser isolados de
diferentes fontes, como agua, solo ou matéria organica. O bacteriéfago P22 foi
isolado a partir da bactéria hospedeira Salmonella Typhimurium. A semelhanga entre
proteinas do P22 e de outros bacteriofagos foi investigada e apontam para a
hipétese de que este fago evoluiu através da troca de informacédo genética de

recombinagdo com outros virus (Byl & Kropinski, 2000). Infecta Salmonella por

ligacdo ao antigeno O, parte do lipopolissacarideo presente na membrana externa
das bactérias Gram negativas. Os bacteriéfagos, quando temperados, diferem dos
virulentos pela capacidade de integrarem a sua informagao genética no genoma
bacteriano, replicando-se em sintonia com ele (Casjens & Grose, 2016; Cota et al.,
2015). Apos o P22 na fase litica, infectar uma célula, essa € lisada e o fago é
liberado podendo infectar outras células na cultura. Ao contrario de muitos fagos, o
P22 é usado beneficamente no controle biolégico de Salmonella, sendo uma
alternativa para a industria de alimentos no controle de patéogenos (Casjens &
Hayden, 1988).

Os bacteriofagos podem ter um ciclo de vida litico ou lisogénico. O ciclo litico,
ou a reproducédo da viruléncia dos bacteridfagos, ocorre dentro do hospedeiro e
induz a lise das células, resulta na liberagdo de uma nova progénie, recomegando
um novo ciclo de infecgdo. Os bacteriéfagos com ciclo lisogénico integram seu
material genético ao genoma da bactéria hospedeira (préfago) e se mantém inativo.
Ao replicar-se, a bactéria passa o préfago para as células filhas (lisogenia), sendo
que essa replicagdo pode estimular o préfago a desprender-se do genoma

bacteriano e iniciar um ciclo litico (Azeredo et al, 2014).
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A fagoterapia apresenta vantagens sobre a antibioticoterapia. E eficaz contra
bactérias patogénicas resistentes a antimicrobianos devido a indugdo da
bacteridlise, e difere completamente da acdo destes. Por ser hospedeiro-especifico
nao ha infeccdo de outras bactérias, mantendo a microbiota benéfica. Apresenta
capacidade de responder rapidamente a formacdo de fago-resisténcia do
hospedeiro, pelo fato dos fagos também apresentarem a capacidade de sofrer
mutacao. Além disso, o custo de desenvolvimento de uma fagoterapia é mais barato
que o de desenvolvimento de novos antimicrobianos. E, como os fagos nao afetam
células eucaridticas, os efeitos colaterais do seu uso sao incomuns (Sulakvelidze et
al., 2001).

Com a resisténcia aos antibioticos generalizada, afetando negativamente a
saude humana, a procura de agentes antimicrobianos alternativos é cada vez mais
incentivada. Desse modo, com intuito de obter alternativas ao uso desses principios
ativos, avaliou-se a acéo litica do bacteriofago P22 frente a diferentes sorovares de
Salmonella, destacando sua utilizagdo no controle deste importante patéogeno de

origem alimentar.

MATERIAL E METODOS

Amostras de Salmonella spp.

Foram testadas 20 cepas de Salmonella proveniente de abatedouros de aves,
previamente isoladas e confirmadas geneticamente, e cepas de S. Enteritidis ATCC
13076 e S. Typhimurium ATCC 14028 (Tabela 1). As amostras estavam
armazenadas congeladas em caldo Infusdo cérebro e coragdo (BHI) 80% e com
20% de dlicerol e conservadas na bacterioteca a -20 °C. Foram reativadas,
utilizando meio de enriquecimento nao seletivo (BHI), inoculadas em Caldo Triptona

de Soja (TSB) e posteriormente incubadas a 37 °C por 24h.
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Identificac&o do profago

As amostras de Salmonella spp. foram testadas para a presenga de profago
no seu DNA, para n&o resultar em falso positivo para presenca de bacteriéfagos.
Para isso foram produzidas placas de Petri contendo uma fina camada de agar
triptona de soja (TSA) e uma sobrecamada de 5 mL de meio semi-sélido composto
por caldo triptona de soja (TSB) 94% e 0,6% de agar-agar, com indculo de 100 uL
da bactéria a ser testada em fase estacionaria. Pipetou-se 50 aliquotas de 10 uL do
inéculo da mesma bactéria utilizada na sobre camada. As placas foram incubadas
invertidas por 24 h a 37 °C + 1°C. Posteriormente, realizou-se a leitura, na qual néo

deveria apresentar areas de lise. (Sillankorva et al, 2010).

Amplificacdo do bacteri6fago

O bacteriédfago P22 foi amplificado utilizando Salmonella Typhimurium em
TSB em concentracédo dupla. Em uma solugao contendo 5 mL de TSB, inoculou-se 2
mL da bactéria hospedeira com concentracdo de 10’ UFC/mL. Adicionou-se 1 mL do
fago, sendo posteriormente incubado por 24 h a 37 °C £ 1 °C. Apds esse periodo a
solucéo foi centrifugada em 8000 rpm e filtrada em seringa com filtros de 0,22 um,
transferidos para frascos estéreis, e armazenadas a 4°C, para posterior uso no teste

de suscetibilidade frente ao fago P22. (Sambroo e Russel, 2001).

Teste de fagotipagem

Para o teste de suscetibilidade foram utilizadas placas de TSA, onde foi
produzida uma sobrecamada bacteriana em placas individuais com 100 uL de cada
um dos 20 sorovares de Salmonella a serem testados, utilizando cultivo bacteriano
previamente preparado, incubado por 24 h a 37 °C + 1 °C e 5 mL de agar semi-
solido. As placas foram identificadas com a hospedeira a ser submetida ao teste, o
qual foi realizado em triplicata, resultando em 63 analises de fagotipagem. A seguir
pipetou-se aliquotas de 10 pL do fago P22 sobre a camada bacteriana. Apos
secagem completa, as placas foram incubadas a 37 °C £ 1 °C por 24 horas. Apos
este periodo, realizou-se a leitura para verificar a suscetibilidade da bactéria
hospedeira frente ao bacteriéfago P22, observando as areas de lise. Como controle

negativo utilizou-se placas com sobrecamada e pipetamos TSB estéril.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes in vitro o bacteriéfago P22 mostrou-se eficaz para o seu sorovar
especifico, S. Typhimurium, e também quando confrontado com bactérias
hospedeiras de sorovares distintos, como S. Enteritidis, S. Lexington, S. Panama, S.
Brandenburg, S. Anatum e S. Bredeney, conforme observado na Figura 1 e na
Tabela 2.

Figura 1 — Agao litica do bacteriéfago P22 em Salmonella enterica.

Legenda: A - amostra suscetivel apresentando halos de lise; B — amostra ndo suscetivel.

Ao analisarmos os resultados da Tabela 2, observamos acado de litica do
bacteriofago P22 frente aos diferentes sorovares de Salmonella enterica por um
periodo de 24 h, com capacidade de infectar 60% (12/20) dos isolados a que foi
exposto.

Esses relatos sao reforgcados por Sharma et al. (2015), que obteve resultado
de lise celular frente aos sorovares de Salmonella Enteritidis, S. Heidelberg e S.
Typhimurium em estudo realizado com o uso de fagos. Outro estudo, utilizando o
bacteriéfago P22 em diferentes matrizes de alimentos contaminados artificialmente
com Salmonella Typhimurium, verificaram diminuigao de 2 logs'® quando comparado
aos controles nao tratados (Zinno et al., 2014). Os autores incentivam ainda a
combinagdao de fagos com outros agentes antimicrobianos naturais como, por

exemplo, uso de bacteriocinas e 6leos essenciais. Esses resultados indicam que os
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fagos sdo uma ferramenta promissora no controle de agentes patogénicos de origem

alimentar

Tabela 2- Agéo litica do bacteriéfago P22 contra sorovares de Salmonella enterica.

Identificacdo Sorovar Acéo litica®
SE ATCC S. Enteritidis Suscetivel
ST ATCC S. Typhimurium Suscetivel

SE82 S. Enteritidis Suscetivel
SE170 S. Enteritidis Suscetivel
SE24 S. Enteritidis Suscetivel
SE69 S. Enteritidis N&o suscetivel
SE106 S. Enteritidis Nao suscetivel
SE84 S. Enteritidis Suscetivel
LOO1 S. Rissen Nao suscetivel
L002 S. Lexington Suscetivel
L0O03 S. Lexington N&o suscetivel
LO04 S. Rissen N&o suscetivel
L005 S. spp. Suscetivel
LO06 S. Panama Suscetivel
LOO7 S. Lexington N&o suscetivel
CM2 S. Brandenburg Suscetivel
CM4 S. Anatum Suscetivel
CM5 S. Anatum Nao suscetivel
CM6 S. Tennessee N&o suscetivel
CM12 S. Bredeney Suscetivel

1A(,:é\o litica: bactéria considerada suscetivel quando o fago formou halos de lise nas placas; bactéria

considerada nao suscetivel quando o fago nao lisou a amostra.

O biocontrole utilizando bacteriéfagos tem sido testado com éxito no

tratamento de Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus em ratos experimentais, com o propodsito de avaliar seu potencial para

tratamento em humanos, mostrando que a fagoterapia pode ser eficiente contra

infeccbes causadas por bactérias resistentes a antibidticos (Soothill, 1992). Além

disso, pesquisas com o fago P22 de Gongalvez et al. (2011) confirma a eficacia da
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terapia fagica no controle de S. Typhimurium em pintos, sendo uma alternativa no
controle de Salmonella na avicultura a campo.

Miletic et al. (2016), verificaram que a proteina Gp9 presente na cauda do
bacteriéfago P22, permite que ele reconheca e infecte varios sorotipos de
Salmonella enterica, incluindo S. Typhimurium, S. Paratyphi A e S. Enteritidis. Estes
dados corroboram com nosso resultado positivo na suscetibilidade frente a
diferentes sorovares testados. Esse fago teria o potencial de ser usado como um
agente terapéutico para controlar a contaminagdo de Salmonella em frangos, pois
reduz a colonizagdo deste patdégeno no intestino, podendo ser um aditivo na
alimentacgao antes do abate para reduzir a contaminacao de Salmonella spp. (Waseh
et al., 2010).

Ressaltamos a acdo de lise do fago P22 em S. Enteritidis (SE24),
determinada como multirresistente a antibioticoterapia em trabalho anteriormente
realizado (Silva et al., 2014). De acordo com Silva et al., foi observada a capacidade
de formagédo de biofilme nas mesmas amostras de Salmonella que utilizamos. A
SE24 revelou-se fortemente formadora de biofiime, e com perfil genético positivo
para os genes de viruléncia testados (Silva et al.,, 2014; Borges et al., 2016).
Enfatizamos o resultado positivo no teste de suscetibilidade in vitro frente ao fago
P22 nessa amostra de Salmonella Enteritidis, oriunda de surto de DTA, com perfil de
multirresisténcia e viruléncia.

Além disso, o fago P22 teve a capacidade de infectar outros isolados de
Salmonella estudadas previamente por Borges et al. (2016), com genes de
resisténcia relacionados a invasao celular (invA e hilA), fimbrias (sefA, ipfA e agfA),
proteinas efetoras (avrA, sopE e sivH), plasmidios (spvC) e biofilme (spiA).
Importante ressaltar que as bactérias patogénicas se distinguem das nao
patogénicas por genes que codificam seus fatores de viruléncia, como plasmidios,
toxinas, flagelos e fimbrias. Também se destacam os fatores que abalam as defesas
do hospedeiro e 0os genes que permitem a resisténcia as drogas antimicrobianas
(Vieira, 2009).

Ryu et al. (2014) corroboram essa afirmativa, ao avaliar o efeito do
bacteri6fago P22 sobre a susceptibilidade, motilidade, expressao dos genes,
invasdo, capacidade invasiva, e sobrevivéncia intracelular de Salmonella
Typhimurium, sugerindo que o fago P22 pode ser usado como uma alternativa para

controlar a invasao de Salmonella em células epiteliais. Em contrapartida, Gongalves



38

et al. (2015) observaram que o espectro de atividade litica do fago, tamanho de halo
em gel difusdo e indice de proliferacao sao fatores independentes da viruléncia da
amostra de Salmonella testada.

Em outros estudos de formacédo de biofilmes, onze dos sorovares testados
frente ao bacteriéfago P22 (CM2, CM4, CM5, CM6, CM12, L004, L001, L002, L003,
LO07 e LOO6) apresentaram aderéncia a superficie de poliestireno, em pelo menos
uma condi¢ao de temperatura testada (Mandelli et al., 2015; Rodrigues et al., 2009).
Resultados reforgados por Oliveira et al. (2016) observou formagao de biofilmes em
superficies comumente usadas na industria de alimentos das amostras SE24 e
SEB9 (surto de DTA) em diferentes condi¢gdes ambientais, e Webber et al. (2015),
das amostras SE106 e SE84 (origem avicola) nas mesmas condi¢gdes. Destacamos
a alternativa do uso da fagoterapia em controle de biofilmes em superficies de
manipulagéo de alimentos de abatedouros avicolas.

Quando analisamos que o P22 é especifico, e sua eficiéncia € maior quando
aplicado na sua bactéria hospedeira de origem, a Salmonella Typhimurium,
podemos pressupor que, se conseguirmos isolar fagos hospedeiro-especificos para
determinadas bactérias, com uso de coquetéis, poderemos utiliza-los nas mais
diversas formas. Existem evidencias que a aplicacédo de fagos no controle dos
hospedeiros € influenciada por diversos fatores, como a velocidade de multiplicagao,
temperatura e varios outros parametros relacionados com o hospedeiro, como 0 seu
tamanho, taxa especifica de crescimento e com as condi¢gdes usadas na formacao
de biofilmes. Condigbes 6timas de fagoterapia irdo depender bastante do fago a ser
utilizado e do hospedeiro investigado (Sillankorva, 2008).

A fagoterapia € um método de controle de infecgbes conhecido ha muitos
anos, porém deixou-se de ser utilizada devido a praticidade do uso de antibidticos.
Com o aumento mundial da resisténcia bacteriana, a fagoterapia ressurge como
opcao terapéutica, podendo ser usada para tratamentos alternativos, como no
controle biolégico de bactérias, para prevenir ou tratar doengas bacterianas, e como
um complemento ou alternativa a terapia com antibidticos. Os fagos tem
demonstrado eficiéncia e seguranga quando utilizados no controle de bactérias
patogénicas (Sulakvelidze et al., 2001; Sillankorva et al., 2012). O estudo da biologia
dos bacteriéfagos € um fator determinante para saber maneja-los, de maneira que
possam ser utilizados como tratamento ou formas de prevencédo contra estes

agentes (Andreatti Filho et al., 2007). Assim, um dos requisitos para a utilizagao de
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bacteriéfagos como agentes antibacterianos é a caracterizagdo do seu genoma,
para desenvolvimento e posterior uso de coquetéis eficientes, com aplicagdes
comerciais na terapia fagica contra agentes patogénicos (Bardina et al., 2016).

Alguns laboratérios comerciais ja desenvolveram produtos a base de
bacteriéfagos (Housby & Mann, 2009). No futuro podem ser utilizados diretamente
em alimentos, embalagens, no controle de biofilmes e diversas outras aplicagdes.

Os dados obtidos podem contribuir para uma melhor compreensao do
espectro de acao deste fago, o que é necessario para o desenvolvimento e para

utilizagcdo de um coquetel eficiente com aplicagdes comerciais em terapia fagica.

CONCLUSAO

Atualmente, estudos fornecem evidéncias convincentes a respeito da
seguranga e eficiéncia do uso da fagoterapia, além do recente aparecimento de
produtos comerciais a base de fagos. Nosso resultado de fagotipagem com o
bacteriéfago P22 frente a diferentes sorovares de Salmonella enterica mostrou-se
eficaz, mesmo quando utilizado em cepa multirresistente de S. Enteritidis. Fazem-
nos conjecturar a possibilidade de uso de controle biolégico das salmoneloses com
fagoterapia, realizando isolamentos de fagos especificos e os utilizando diretamente

em alimentos, embalagens, controle de biofilmes, entre outras aplicagdes.

REFERENCIAS

Ackermann HW. Tailed bacteriophages: the order Caudovirales. Adv Virus 1998; p
135-201.

Azeredo J, Sillankorva S; Pires DP, Pseudomonas bacteriophage isolation and
production Institute for Biotechnology and Bioengineering, Centre of Biological
Engineering, University of Minho, Campus de Gualtar, 4700-057 Braga, Portugal,
2014.

Andreatti Filho RL, Higgins JP, Higgins SE, Gaona G, Wolfenden AD, Tellez G,
Hargis BM. Ability of Bacteriophages lIsolated from Different Sources to Reduce
Salmonella enterica Serovar Enteritidis in Vitro and in Vivo. Poultry Science 2007;
86:1904-1909.



40

Bardina C, Colom J, Spricigo DA, Otero J, Osuna MS, Cortés P, Llagostera M.
Genomics of Three New Bacteriophages Useful in the Biocontrol of Salmonella.
Frontiers in Microbiology 2016; (7):545.

Borges, KA. Caracterizagao fenotipica e genotipica de cepas de Salmonella
pertencentes a diferentes sorovares isoladas de matrizes e de frangos de corte no
campo, de carcagas de frango e de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose.
Tese de Doutorado, PPG Ciéncias Veterinarias - Universidade Federal do Rio
Grande do Sul; 2016. Porto Alegre (RS).

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frangos. Brasilia,
DF, 2008; 186p.

Byl CV, Kropinski AM. Sequence of the Genome of Salmonella Bacteriophage P22. J
Bacteriol. 2000; 182(22):6472-6481.

Casjens S, M Hayden. Analysis in vivo of the bacteriophage P22 headful nuclease. J.
Mol. Biol. 1988; (199):467-474.

Casjens SR, Grose JH. Contributions of P2- and P22-like prophages to
understanding the enormous diversity and abundance of tailed bacteriophages.
Virology 2016; 496 (2016):255-276.

CDC - Centers for Disease Control and Prevention. 2012 [capturado 15 jul. 2014]
Disponivel em:
http://www.cdc.gov/nczved/divisions/dfbmd/diseases/salmonella_enteritidis

CDC - Center for Disease Control. Making Food Safer to Eat: Reducing
contamination from the farm to the table. 2011. [capturado 18 mar. 2013] Disponivel
em: http://www.cdc.gov/vitalsigns/foodsafety

CDC - Center for Disease Control. Salmonella. 2014b. [capturado 17 mar. 2014]
Disponivel em: http://www.cdc.gov/salmonella/

Cota I, Sanchez-Romero MA, Hernandez SB, Pucciarelli MG, Garcia-del Portillo F,
Casadesus J. Epigenetic Control of Salmonella enterica O-Antigen Chain Length: A
Tradeoff between Virulence and Bacteriophage Resistance. PLoS Genet 2015;
11(11):e1005667.

Foley SL, Lynne AM. Food animal associated Salmonella challenges: pathogenicity
and antimicrobial resistance. Journal of Animal Science 2008; 86(14):173-187.

Forsythe SJ. Microbiologia da seguranga alimentar. Porto Alegre, Brasil: Artmed,
p.410; 2002.

Goodrige, L; Abedon, S. Bacteriophage biocontrol and processing: Application of
phage therapy to industry. V.53 n.6, 2003. Disponivel em www.mansfield.ohio-
state.edu~sabedon/literome/0009801.pdf. Aceso em 13/03/2015.



41

Gongalves GAM, Suehiro BYB, Costa LFZP, Pantoja JCF, Andreatti Filho RL.
Analise de critérios para utilizagdo na selegao de bacteriéfagos liticos com potencial
para utilizagdo médica: Dados preliminares. Vet. e Zootec. 2015; 22(1): 72-82.

Gongalves GAM, Lima ETD, Donato TC, Rocha TS, Alvarez LEC, Sequeira JL,
Andreatti Filho RL. Eradication of Salmonella Typhimurium in broiler chicks by
combined use of P22 bacteriophage and probiotic. International Journal of
Microbiology Research 2011; 2(1):4-9.

Hagens S, Loessne MJ. Application of bacteriophages for detection and control
of foodborne pathogens. Applied Microbiology and Biotechnology 2007; 76(3):513-
519.

Housby JN, Mann NH. Phage therapy. Drug Discov 2009; 14: 536—540.

Mandelli JZA, Gehlen S, Aquino N, Bohrz D, Lima E, Rodrigues LB, Santos LR.
Salmonella spp. isoladas de abatedouros avicolas com capacidade de formar
biofilmes. In: IX Simpdsio de Alimentos; 2015; Passo Fundo; Rio Grande do Sul.
Brasil. v. 9. p. 1/8.

Miletic S, Simpson DJ, Szymanski CM, Deyholos MK, Menassa R. A Plant-Produced
Bacteriophage Tailspike Protein for the Control of Salmonella. Front Plant Sci 2015;
(6):1221.

Mion L, Parizotto L, Andriva LS, Webber B, Cisco IC, Pilotto F, Rodrigues LB,
Nascimento VP, Santos LR. Salmonella spp. Isolated by Miniaturized Most Probable
Number and Conventional Microbiology in Poultry Slaughterhouses. ACTA, 2016

Oliveira AP. Adesé&o e remocgao de biofilmes de Salmonella Enteritidis provenientes
de surtos de DTA em superficies de aco inoxidavel, polietileno e poliuretano.
[Dissertacao]. Passo Fundo (RS): Universidade de Passo Fundo; 2015.

Rodrigues LB, Santos LR, Rizzo NN, Tagliari VZ, Oliveira AP, Trenhago G,
Rodegheri SC, Taglieti RM, Dickel EL, Nascimento VP. Hydrophobicity and biofilm
formation on polystyrene by Salmonella Heidelberg isolated from a poultry
slaughterhouse. Acta Scientiae Veterinariae 2009; 37:225-230.

Rodrigues LB, Santos LR, Rizzo NN, Tagliari VZ, Trenhago G, Oliveira AP, Ferreira
D, Pilotto F, Nascimento VP. Salmonella and Listeria from Stainless Steel,
Polyurethane and Polyethylene Surfaces in the Cutting Room of a Poultry
Slaughterhouse. Acta Scientiae Veterinary 2013; 41:1-7.

Ryu K, Biswas D, Ahn J. Effect of bacteriophage on the susceptibility, motility,
invasion, and survival of Salmonella Typhimurium exposed to the simulated intestinal
conditions. Archives of Microbiology 2014; 196(3):201-208.

Sillankorva S. Use of bacteriophages to control biofilms. [Dissertagdo]. Braga:
University of Minho; 2008.



42

Santos LA, Mion L, Marotzki M, Parizotto L, Rodrigues LB , Nascimento VP, Santos
LR. Numero mais provavel miniaturizado e microbiologia convencional para
isolamento de Salmonella spp. em abatedouros de frangos de corte. Pesq. Vet.
Bras. vol.35 no.3 Rio de Janeiro Mar. 2015

Sharma CS, Dhakal J, Nannapaneni R. Efficacy of Lytic Bacteriophage Preparation
in Reducing Salmonella in Vitro, on Turkey Breast Cutlets, and on Ground Turkey.
Journal of Food Protection 2015; (7):1250-1419.

Sillankorva SM, Oliveira H, Azeredo J. Bacteriophages and their role in food safety.
Int. J. Microbiol. 2012; doi: 10.1155/2012/863945

Silva CS. Padréo de resisténcia a antimicrobianos e genes de viruléncia em
Salmonella Enteritidis formadoras de biofilme. [Dissertagdo]. Passo Fundo (RS):
Universidade de Passo Fundo; 2014.

Sulakvelidze A, Alavidze Z, Morris JGJr. Bacteriophage therapy. Antimicrob. Agents
Chemother 2001; (45):649-659.

Soothill JS. Treatment of experimental infections of mice with bacteriophages.
Journal of Medical Microbiology 1992; (37):258-261

Vieira MAM. lIhas de Patogenicidade. O Mundo da Saude 2009; 33(4):406-414.

Waseh S, Hanifi-Moghaddam P, Coleman R, Masotti M, Ryan S, Foss M. Orally
administered P22 phage tailspike protein reduces Salmonella colonization in
chickens: prospects of a novel therapy against bacterial Infections. PLoS ONE 2010;
5(11):e13904.

Webber B. Dindmica de formagao de biofiimes por Salmonella Enteritidis sob
diferentes temperaturas e o efeito de tratamentos de remocao. [Dissertagao]. Passo
Fundo (RS): Universidade de Passo Fundo; 2015.

Zinno P, Devirgiliis C, Ercolini D, Ongeng D, Mauriello G. Bacteriophage P22 to
challenge Salmonella in foods. International Journal of Food Microbiology 2014;
191(2014):69-74.



43

4. CAPITULO?

GENOMICA E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE BACTERIOFAGOS
LITICOS PARA BIOCONTROLE DE SALMONELLA ENTERICA

Emanuele Serro Pottker® Bruna webber?, Laura Beatriz Rodrigues’

(Artigo submetido para Brazilian Journal Poultry Science)

' Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo (UPF),
Passo Fundo, RS, Brasil, > Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Avidria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS,

CORRESPONDENCIA: E. Pottker [emanuelepottker@yahoo.com.br — Tel.: +55(54)9686-
9737/ (54)3311-9739]. Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) — UPF. BR

285, Bairro Sao José. CEP 99052-900 Passo Fundo, RS, Brasil.



44

RESUMO

Salmonella spp. ¢ um dos principais patégenos envolvidos em surtos de doengas
transmitidas por alimentos (DTA). E um dos agentes patogénicos de maior prevaléncia em
produtos avicolas em diversos paises, com distribui¢do mundial e destacada relevancia em
saude publica. Nao obstante, a resisténcia aos antimicrobianos representa risco a saude animal
e humana, devido a dificuldade terapéutica e pela possibilidade de transmissao horizontal dos
genes de resisténcia entre diferentes bactérias. Desta maneira, ressalta-se a necessidade de
novas ferramentas para tratamento contra estes patogenos. Dentre elas, destaca-se o controle
bioldgico com uso de bacteriéfagos, que consistem em virus bacterianos, intracelulares
obrigatdrios, hospedeiro-especifico, que infectam somente procariotos. A utilizacdo de
bacteriofagos ¢ uma alternativa a antibioticoterapia que, além da prevengado, também pode ser
considerada complementar ao uso de terapias convencionais. Baseado nisso, selecionamos 12
diferentes sorovares de Salmonella enterica para serem as bactérias hospedeiras, e buscamos
isolar e caracterizar bacteridfagos liticos que tenham ag@o contra essas bactérias patogénicas.
Como fontes de isolamento foram utilizadas amostras de fezes de aves de criagdo extensiva e
agua residual proveniente do abate em frigorifico de aves. Foi isolado, caracterizado e
sequenciado o genoma de um novo bacteriofago, até entdo nao descrito, denominado
Salmonella Phage UPF BP1, que tem o genoma circular, DNA fita dupla, 39.902 pb,
pertence a ordem Caudovirales e a familia Podoviridae. Nenhuma das proteinas hipotéticas do
UPF BP1 mostrou semelhanga significativa com fatores conhecidos ou envolvidos na
patogenicidade bacteriana. O novo fago confirmou acao litica frente as cepas testadas,
demonstrando ser possivel utilizd-lo em futuras aplicagdes no biocontrole e fagoterapia
de Salmonella enterica. Entretanto vale ressaltar que também isolamos e caracterizado
fenotipicamente um bacteriéfago que estd em fase de sequenciamento, este também

evidenciou infectividade frente aos sorovares testados.

Palavras-chave: bacteriofago, gendomica, Salmonella Phage UPF BPI, controle bioldgico,

Salmonella enterica.
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INTRODUCAO

Salmonella spp. é a principal bactéria relacionada a doengas transmitidas por
alimentos em diversos paises, incluindo paises da Unido Européia e Estados Unidos (CDC,
2011). Salmonelose em humanos ¢ muitas vezes relacionada a ingestao de produtos de origem
animal contaminados (Food Safety Authority and European Centre for Disease Prevention
Control, 2014). Salmonella Enteritidis ¢ um dos sorovares mais comuns em aves, depois de S.
Pullorum e S. Gallinarum e, junto com S. Typhimurium, sdo os principais sorovares na causa
de paratifo aviario e responsaveis por infeccdes alimentares no homem (ANDREATTI
FILHO et al, 2007). Outros sorovares também contemplam a lista dos 15 mais sorotipificados
em amostras de ambiente, alimentos, homem e animais como S. Anatum, S. Agona, S.
Brandenburg, S. Bredeney, S. Infantis, S. Lexington, S. Panama, S. Rissen, S. Schwarzengrund
e S. Tennessee (WHO, 2016). Existem evidéncias que os produtos alimenticios oriundos da
carne de frango sdo uma das mais importantes fontes de infecgdo para humanos (HALD et al,
2004). Com o intuito de controlar Salmonella spp., a utilizagdo de antibidticos em aves ¢
comumente utilizado, o que pode resultar em resisténcia bacteriana, pela continua exposicao
aos antibioticos, representando um grande risco para a saide humana (SPELLBERG;
BARTLETT; GILBERT, 2013), uma vez que pode resultar em uma infeccdo de dificil
controle devido a uma terapia antimicrobiana ineficaz.

Bacteriéfagos sdo virus que matam bactérias. Bacteridfagos liticos podem ser
utilizados para tratar infec¢cdes bacterianas em humanos, assim como para melhorar a
seguranga alimentar. E considerado um dos mais seguros antibacterianos, pois sio altamente
espécie especifico e ndo pode infectar células eucariodticas (Sulakvelidze, 2011). Antes do
aparecimento dos antibidticos foi sugerido que as infecgdes bacterianas poderiam ser prevenidas
ou tratadas com a administragdo de fagos (MANDILARA et al., 2006). Fagos sdo considerados
agentes terapéuticos potencialmente atraentes, pois ndo sdo prejudiciais para o homem e
animais, sdo rapidamente mutdveis para combater o aparecimento de novos agentes
patogénicos. Além destas caracteristicas, os fagos apenas se replicam em células bacterianas
especificas, ndo destruindo a microbiota adjacente (SULAKVELIDZE, 2001).

A fagoterapia tem sido testada com éxito no tratamento contra os sorovares de
Salmonella Enteritidis, Heidelberg e Typhimurium. Em um estudo realizado com fagoterapia
foi observada uma reducdo de 4 logs quando comparado aos controles ndo tratados
(SHARMA et al, 2015). Em outro estudo, utilizaram fagoterapia com o bacteriéfagos P22 em

ovos liquidos, bebidas energéticas, leite desnatado, suco de maga e peito de frango inoculados
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com Salmonella Typhimurium, também se verificou uma diminui¢do de 2 logs quando
comparados aos controles nao tratados. Os resultados indicaram que os fagos podem ser uteis
no controle de agentes patogénicos de origem alimentar (ZINNO P, 2014). Estes estudos
corroboram com o proposito deste trabalho, onde o objetivo foi realizar o isolamento,
sequenciamento e a caracterizacdo de bacteriéfagos liticos para serem utilizados no controle

biologico de diferentes sorovares de Salmonella enterica.

MATERIAL E METODOS

Amostras de Salmonella enterica

Foram utilizadas como bactérias hospedeiras, para o isolamento e avaliagdo do
espectro litico dos fagos, uma amostra de cada sorovar: Salmonella Anatum, S. Agona, S.
Brandenburg, S. Bredeney, S. Infantis, S. Lexington, S. Panama, S. Rissen, S.
Schwarzengrund, S. Tennessee, e as cepas S. Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium
ATCC 14028. Os estoques foram reativados e a pureza confirmada através de isolamento em

meio seletivo e testes bioquimicos. As caracteristicas das bactérias utilizadas estdo na Tabela

1.
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Verificacdo das bactérias hospedeiras para a presenca de profagos

As amostras de Salmonella spp. foram testadas para a auséncia de préfago no seu
DNA, para nao resultar em falso positivo para presenga de bacteridfagos. Para isso foram
produzidas placas de Petri contendo uma fina camada de 4gar triptona de soja (TSA) e uma
sobrecamada de 5 mL de meio semi-solido composto por caldo triptona de soja (TSB) 94% e
0,6% de agar-agar, com indculo de 100 puL da bactéria a ser testada. Pipetou-se 50 aliquotas
de 10 puL do in6culo da mesma bactéria utilizada na sobre camada. As placas foram incubadas

invertidas por 24 h a 37 °C &+ 1°C, para avaliagdo de areas de lise (Sillankorva et al, 2010).

Enriquecimento das fontes de isolamento e bactérias hospedeiras

As bactérias hospedeiras foram inoculadas individualmente em caldo BHI e
incubadas a 37 °C = 1°C por 24 h. Apds esse periodo um indculo serd transferido para o caldo
TSB em concentracdo dupla e incubado por 24 h a 37+1°C, deixando-as aptas para a
utilizagdo.

Foram utilizadas duas fontes de isolamento, amostras de fezes de aves de criacao
extensiva e agua residual proveniente do abate em frigorifico de aves.

A fim de enriquecermos a fonte de isolamento, para dgua residual proveniente do
abate em frigorifico de aves, adicionamos 10 mL da amostra em Erlenmayer contendo 100
mL de solugdo salina 0,9%. Para as fezes, adicionou-se 10 g de amostra em Erlenmayer
contendo 100 mL de solucdo salina 0,9%. Esse procedimento foi realizado individualmente
para cada bactéria hospedeira. Adicionamos, em cada Erlenmayer, 50 pL da suspensdo
bacteriana com cada hospedeira previamente preparada individualmente, e incubamos 37 °C +
1 °C por 24 h sob agitagao (120-180 rpm). Centrifugamos a 9000 rpm e filtramos em filtros de
seringa de 0,22 um. Coletamos o sobrenadante em frascos estéreis, segundo (Sillankorva et

al., 2010) com algumas modificagoes.

O método do ensaio de placa foi utilizado como um teste inicial para a presenca
do fago, procedimento baseado na técnica de sobrecamada de meio semissolido de acordo
com Sillankorva et al, 2008, com ligeiras modificacdes. Um indculo individual de cada
bactéria hospedeira foi adicionado em tubos com 5 mL de meio semissolido, que foram
utilizados para formagdo de uma sobrecamada em placas de Petri ja preparadas com agar
TSA. Pipetamos 10 aliquotas de 10 uL do sobrenadante (filtrado) nas placas. Incubamos a 37

°C £ 1°C por 24 h e realizamos a verificagdo de placas de lise indicativas de presenca do fago.
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Isolamento e purificacdo dos bacteriofagos

A fim de isolar os fagos a partir desta zona de lise, preparamos placas de Petri
com sobrecamada bacteriana, utilizando sempre a mesma bactéria hospedeira para o seu
respectivo fago. Utilizamos tiras de papel estéril para embeber no filtrado contendo o fago e
espalhar na placa, apos a geleificagdo incubamos a placa a 37 °C + 1 °C por 24 h. Analisamos a
morfologia dos bacteriofagos presentes na placa checando as caracteristicas fenotipicas,
diferencas de tamanho de placa, aparéncia limpida/ turva, presenca de halo em torno da placa
de lise, formacao de coldnias bacterianas no local da lise. Selecionamos placas fagicas e, com
um palito de madeira estéril, transferimos para uma nova placa de Petri previamente
preparada com sobrecamada bacteriana. Inoculamos por picada inimeras vezes, utilizamos
tiras de papeis estéreis para estriar e espalhar os fagos na placa. Incubamos a 37 °C + 1 °C por
24 h e repetimos esse procedimento até que todas as placas de bacteridfagos estivessem

uniformes (Sillankorva et al., 2010).

Producéo de bacteriéfagos

Para produzirmos os fagos, preparamos placas de Petri com sobrecamada
bacteriana com a hospedeira. Selecionamos uma placa fagica com palito de madeira estéril e
picamos inumeras vezes. Utilizamos tiras de papel estéril para espalhar uniformemente os
fagos na placa e garantir o méximo de replica¢do, segundo protocolo de Sillankorva et al.,
(2008), com algumas modificagdes. Incubamos a 37 °C = 1 °C por 18 a 24 h. Adicionamos 5
mL de tampdo SM [5,8 g NaCl, 2 g MgSO, 50 mL Tris/HCI (pH 7,5), 1L 4gua destilada], em
cada placa e incubamos sob agitacdo (90 rpm) a 4 °C overnigth. Coletamos o liquido para
Erlenmeyer e adicionamos 0,584 g de NaCl para cada 10 mL de amostra, incubamos a 4° C
por 1 h, centrifugamos e adicionamos 1 g de Polyethylene Glycol 8000 (PEGS8000),
incubamos por 24 h a 4°C sob agitacdo. Centrifugamos, descartamos o sobrenadante,
ressuspendemos o pellet com 4 mL de tampdo SM, adicionamos 1 mL de cloroférmio,
agitamos em vortex por 1 min. Centrifugamos e coletamos o sobrenadante para frascos

estérelis.

Titulacdo dos bacteriofagos

Realizamos a diluicao seriada da solugdo estoque dos fagos isolados em 900 pL
de tampdo SM, utilizando 100 pL da solucdo de fagos, de 107 até 107'°, em eppendorfs
estéreis. Deixamos imdveis por 15 min. a 30 min. para pré adsorcdo dos fagos. Apos este

tempo, adicionamos 100 pL. da mesma bactéria hospedeira utilizada no isolamento, sobre
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placas de Petri contendo dgar TSA previamente preparadas e identificadas e vertemos 5 mL
de meio semissolido com o fago diluido, e incubamos a 37 °C = 1 °C por 24 h (Sillankorva et
al, 2008). Foram observadas placas de lise visiveis entre 6 h e 24 h, dependendo do fago.

Realizamos a contagem e determinamos a titulagdo de acordo com a equagao:

Titulo de Bacteri6fagos (UFP/mL) = _NUmero de placas de lise x Fator de diluicéo

Volume da amostra de bacteriéfagos (mL)

CARACTERIZACAO FENOTIPICA DOS BACTERIOFAGOS

Espectro litico e eficiéncia de ensaio em placa frente aos diferentes sorovares de
Salmonella enterica

Com o intuito de verificarmos a capacidade de infeccdo do fago na sua
hospedeira, preparamos placas de Petri com agar TSA, sobrecamada com meio semissélido e
a bactéria hospedeira correspondente do fago isolado. Pipetamos 5 gotas individuais de 20 pL.
dos fagos nas placas e incubamos a 37 °C + 1 °C por 24 h. Observamos zonas de lise de
acordo com o formato do halo e a capacidade do fago para infectar o hospedeiro.

A fim de verificarmos a eficiéncia de infeccdo do fago frente a hospedeira e
demais sorovares, fizemos a dilui¢io seriada do fago concentrado até 10, preparamos placas
de Petri com agar TSA e sobrecamada com 100 pL da bactéria em meio semissolido,
utilizamos a técnica de microgotas, pipetando 1 gota de 10 pL de cada diluig¢ao (Sillankorva et
al, 2010). A titulagio dos bacteriofagos foi ajustada para 10° PFU/mL, e a determinagdo da
eficiéncia de infeccdo do fago em placa foi o titulo de fagos em relacdo ao sorovar de
Salmonella enterica utilizado, em compara¢do com a titulagio maxima observada.
Classificamos a eficiéncia de placa em escores alta (100-10%), média (1-0,1%) e baixa (0,01-

0,001%), de acordo com o titulo do fago para cada sorovar.

Extracdo do DNA dos bacteriofagos

As solugdes dos fagos foram tratadas com RNAse (1pg/mL), proteinase K
(50pug/mL) acrescido de dodecil sulfato de s6dio-SDS (0,5%), incubados por 1 ha 56 °C + 1
°C. A partir desta etapa o DNA dos fagos foram extraidos utilizando o sistema fenol/
cloroféormio e precipitados com etanol, segundo o protocolo de Sambrook e Russel (2001),
com algumas modificac¢des. A integridade do DNA foi verificada por eletroforese, usando gel

de agarose 0,7% e a concentracdo e pureza foram determinadas no equipamento Nanodrop
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ND-1000, onde os parametros sao A 260/280, que avalia uma possivel contaminagao por
proteinas, e os valores devem ser < 1,8, ¢ A260/230, que avalia possivel contaminagdao ou

residuos de compostos organicos, onde os valores devem ficar entre 2.0-2.20.

Restriction Fragment Length Polymorphisms - RFLP

ApoOs a extragdo e a validacdo dos pardmetros de qualidade do DNA, foi
determinado o perfil RFLP. A metodologia utiliza uma combinac¢do de duas enzimas de
restricdo e digestdo de acido nucléico. As amostras foram inoculadas em gel de agarose e os
fragmentos de restricdo de RFLP foram separados de acordo com os seus comprimentos. A
visualizagao foi verificada por eletroforese. Para obter resultados comparaveis dos RFLPs dos
fagos foi realizada a restri¢do com as enzimas Hindlll e BanHI, utilizando o marcador Lane

M — A HindIIl.

Extracdo das proteinas dos bacteriofagos

As proteinas foram extraidas a partir de aliquotas de fago purificadas. A extracao
foi com acetona gelada, protocolo adaptado de Sambrook e Russell (2001). Utilizamos a
solucdo contendo fago (I mL) e 4 mL de acetona gelada. Centrifugamos a 1.600 rpm por 20
min., descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o pellet com tampao SM (100 pL). A
inoculacdo foi realizada em gel de poliacrilamida SDS-Page 12%, corado com Coomasie e
coloragao de Prata. Utilizamos Protein Ladder (10-250 KDa) como marcador de peso

molecular.

Sequenciamento

A partir de aliquotas purificadas de DNA dos fagos isolados, foram preparadas as
bibliotecas de DNA segundo o protocolo padrio da Illumina®. As bibliotecas Illumina My-
Seq foram reunidas, sequenciadas com mais de 100 pb e emparelhadas (2x150nt). A partir
deste sequenciamento, foi realizada a limpeza das amostras no programa SeqClean, para
remocao de duplicatas PCR, contaminantes e adaptadores de sequenciamento. Também foram
retiradas as bases de baixa qualidade (Parametro SeqClean - qualidade 0,01-0,01), deixando
somente bases maiores que 120 pb (GRC Scripts, Seqclean). Na montagem dos genomas foi
utilizado os softwares Newbler e Velvet, ¢ as analises subsequentes realizadas nos softwares

BLAST, PHAST, Virfam e Geneious.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO FENOTIPICA DOS BACTERIOFAGOS

Selecdo dos fagos apds enriquecimento da fonte de isolamento

Observamos placas de lise em ambas as fontes de isolamento, para as amostras de
fezes de aves de criagdo extensiva, ocorreram placas de lise quando utilizadas as hospedeiras
S. Anatum, S. Tenneesse, S. Rissen, S. Enteritidis ¢ S. Typhimurium. Ja para as amostras de
agua residual proveniente do abate em frigorifico de aves verificamos lise nas placas contendo
as hospedeiras S. Anatum, S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Schwarzengrund, S. Infantis, S.
Rissen, S. Lexington, S. Panama e S. Typhimurium. Sendo assim, selecionamos fagos que
apresentaram parametros de placas de lise, tal como a aparéncia turva/clara, halo e tamanho, e

excluimos os que apresentaram presenca de colonia bacteriana.

Isolamento, purificacéo e producao dos bacteriofagos

Obtivemos fagos diferentes entre si, oriundos da amostra de fezes de aves de
criacdo extensiva como fonte de isolamento, mas de hospedeiras distintas, os quais
denominamos inicialmente como fago 1:2, relacionado ao isolamento a partir da Salmonella

Brandenburg, (Figura 1) e como fago 5:2, isolado utilizando Salmonella Bredeney (Figura 2).

Figura 1: Morfologia da placa de lise do fago 1:2 no isolamento com S. Brandenburg.
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Figura 2: Morfologia da placa de lise do fago 5:2 no isolamento com S. Bredeney.

Espectro litico, eficiéncia de ensaio em placa e potencial de lise dos fagos isolados frente
aos diferentes sorovares de Salmonella enterica

Testamos a capacidade do fago para infectar o seu hospedeiro, e acdo contra as
suas hospedeiras, mesmo quando submetidos a dilui¢des. Para verificagdo da eficiéncia desta
infeccdo utilizamos diluicdo seriada dos fagos e assim obtivemos os resultados demonstrados
na Tabela 2, evidenciando que o 5:2 foi capaz de atuar em todas as cepas de Salmonella a que

foi confrontado.

Tabela 2: Eficiéncia de infecg¢ao.

Amostras de Fagos
Salmonella enterica Fago 1:2 Fago 5:2
S. Brandenburg Alto Moderado
S. Anatum NI Alto
S. Tennessee Alto Alto
S. Agona Alto Alto
S. Bredeney NI Alto
S. Schwarzengrund Alto Alto
S. Infantis NI Alto
S. Rissen Alto Alto
S. Lexington Alto Alto
S. Panama NI Moderado
S. Enteritidis NI Alto
S. Typhimurium Alto Alto

Escores: alto (>10), moderado (0,1-1) e baixo (< 0,1%);
NI- Nao infecta o sorovar.
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PROPRIEDADES GENOMICAS

Extracdo do DNA dos bacteriéfagos e perfil RFLP

Apods a purificagdo do DNA das amostras, obtivemos para o fago 1:2 uma
concentragdo de 109,8 ng/uL, a pureza ficou dentro dos parametros esperados (A 260/280 =
1,86 nm e A 260/230 = 2,13 nm). Para o fago 5:2 a concentracao foi de 23,9 ng/uL e a pureza
também ficou dentro dos parametros (A 260/280 = 1,81 nm e A 260/230 = 2,02 nm).

Ambas as amostras pode-se identificar a presenga de DNA (Figura 3). Em relagao
ao perfil RFLP, o bacteriéfago 1:2 foi fragmentado, ja o fago 5:2 mostrou-se resistente as
enzimas de restrigdo Hindlll e BanHI, ndo sendo possivel a visualizagdo fragmentada
(Figura4). Com isso sabemos que os dois fagos sdo diferentes entre si.

23.130

9.416
6.557

VYo

4.361
2.322

2

Figura 3: DNA dos fagos 1:2 e 5:2. Figura 4: Perfil RFLP dos fagos 1:2 e 5:2.

Sequenciamento

Neste estudo, sequenciamos o genoma e algumas caracteristicas de sua biologia
molecular. Notamos uma porcentagem elevada de proteinas hipotéticas encontradas em seu
genoma, o que concorda com o relatado para todos os bacteriéfagos sequenciados. Mais de
50% das proteinas hipotéticas previstas nos genes dos fagos, sem uma fungdo atribuida, se
deve a falta de dados experimentais. Como exemplo, temos o fago T4, um dos bacteridfagos

mais extensivamente caracterizados, cujo genoma possui 168.903 pb, com cerca de 300 genes
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provaveis, ¢ quase metade deles ainda ndo tém uma funcao atribuida (Klumpp et al., 2013).
Por conseguinte, a identificacdo das suas funcdes € um desafio que deve ser tratado para

aumentar o conhecimento dos bacteri6fagos e o nivel de seguranca das suas aplicacdes.

A este respeito, deve considerar-se que nenhuma das proteinas hipotéticas
mostrou uma semelhanca significativa com fatores conhecidos ou envolvidos na
patogenicidade bacteriana. Portanto, ¢ pouco provavel que eles tenham um papel relevante na
viruléncia bacteriana (Bardina et al., 2012). Muitas destas proteinas hipotéticas podem,
provavelmente, estar envolvidas no reconhecimento e rompimento do metabolismo do
hospedeiro. Assim, sdo candidatos potenciais para detecgdo e utilizagdo em fagoterapias

(Klumpp et al., 2013).

Andlises revelaram 382 possiveis Open Reading Frames (ORFs) do fago 1:2, e
destas somente 68 estdo identificadas no BLAST, as quais se encontram descritas na Tabela 3.
A analise da organizagdo genética do fago 1:2 mostrou elevada homologia com o bacteriéfago
P22 e outros fagos de enterobactérias. Das 68 ORFs identificadas, fun¢des foram atribuidas a
38 delas. Além disso, 7 ORFs corresponderam aos genes ea ¢ nin. Que nao sdo essenciais
para a fun¢do de bacteriofago, pelo menos em culturas in vitro, mas a sua presenga e
manuten¢do sugerem que podem conferir vantagem seletiva, quer para o hospedeiro ou para o

proprio bacteridofago, quando presente em outros ambientes (Hendrix, 2002).

Das 23 ORFs restantes, estas mostraram semelhanga com as proteinas hipotéticas
codificadas ja descritas, mas suas funcdes ndo foram determinadas. A lisogenia em um fago
requer a atividade da integrase, que ¢ codificada pelo gene int, e esta proteina mostrou
similaridades de 100% em comparacdo com o homologo de bacteriofagos ST64T de
Salmonella. O gene cro estd diretamente relacionado na manutengdo entre ciclo litico ou
lisogénico e mostrou uma similaridade de 76% com fago de Escherichia coli. Os codificados
por mnt, arco e ant estdo envolvidos no controle da manutengdo da lisogenia (Susskind e
Botstein, 1978), e mostraram alta similaridade, de 93% com o fago P22, 100% com o fago

Phi75, e 85% com o fago CUS-3, respectivamente.

O gene xis relacionado, a excisionase, mostrou uma identidade de 100% em
comparagdo com a proteina correspondente no P22. O gene envolvido no metabolismo do
DNA abcl, que codifica para uma proteina com fungao anti-RecBCD, foi idéntico 100% ao
do fago ST104. Os genes gpl2 (helicase) e gpl8 (primase) estdo relacionados a replicagao do
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genoma e tiveram uma identidade de 100% em comparagdo ao fago P22 (Vander Byl e

Kropinski, 2000).

Os genes envolvidos na estrutura ¢ montagem dos fagos podem ser divididos em
terminases de codificacdo (gp2, gp3), genes da céapsula (gpl4), injecdo de DNA (gp7, gp20,
gpl16), ou da cauda (gp9). Os genes gpl, gp5 e gp8 apresentaram uma identidade maior que
99% com relagdo ao fago P22. A terminase, codificada por gp3, apresentou 100% de
homologia com o fago de Salmonella SETP1, enquanto os codificados por gp2 apresentou
100% de homologia com o fago ST160 de Salmonella. O gene gp56, associado a proteina

lisozima, teve uma similaridade de 75% em comparagdo ao fago Phi80.
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O sequenciamento do fago 1:2 resultou em um genoma circular, DNA fita dupla,
com 39.902 pb. Mostrou uma homologia com fagos de enterobactérias e fagos especificos de
Salmonella no BLAST Hits (Figuras 5 e 6). Os dados do sequenciamento foram inseridos no
programa Virfam, que analisou a semelhancas entre os seus genes, sua organizacdo € a
identificacao de genes hipotéticos com os bacteridfagos acima mencionados. A partir destes
dados, pode-se determinar que foi isolado e sequenciado o genoma de um novo bacteriéfago,
pertencente a ordem Caudovirales e a familia Podoviridae Tipo 3, ainda ndo descrito. Deste
modo, denominamos este bacteriofago com Salmonella Phage UPF BPI1, registrado no
GenBank sob o nimero KX776161, cuja nomenclatura utilizada refere-se a UPF como
institui¢do de ensino onde ocorreu o isolamento, BP como abreviatura de Bacteriophage e o

nimero 1 por se tratar do primeiro fago isolado e sequenciado pelo grupo de pesquisa.

Figura 5: Arvore filogenética do bacteriéfago Salmonella Phage UPF_BP1.
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Figura 6: Resultados obtidos no BLAST Hits para o bacteriofago Salmonella
Phage UPF_BP1I.

O sequenciamento do fago 5:2 esta em fase de processamento. Em nossos testes
evidenciou alta infectividade frente aos diferentes sorovares testados.

Neste estudo, realizamos algumas tentativas de isolamento e conseguimos
diferentes fagos. Realizamos a caracterizagdo e o seqiienciamento de um novo fago,
denominado Salmonella Phage UPF BPI. O uso de bacteriofagos oferece novas
possibilidades para a detec¢ao e controle de agentes bacterianos patogénicos. A especificidade
com relagdo ao microrganismo alvo, poucos efeitos colaterais, e a relativa facilidade de
producdo dos fagos, os tornam ferramentas ideais para utilizagdo como fagoterapia. No
entanto, ainda se faz necessaria uma melhor compreensdo geral biologia dos fagos. Os
recentes avangos no sequenciamento do genoma, gendmica comparativa ¢ demais estudos
gendmicos, sem duvida, desempenham um papel importante no preenchimento dessa lacuna

de conhecimento.
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CONCLUSAO

O novo bacteriofago, denominado Salmonella Phage UPF BPI1, e o fago 5:2,
demonstraram acdo litica frente aos sorovares testados de Salmonella enterica, nutrindo
nossas expectativas para o desenvolvimento de alternativas para o uso de antimicrobianos,
sendo possiveis candidatos para utilizagdo como biocontrole de Salmonella enterica em

alimentos, animais e meio ambiente.
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5. CONCLUSOES

O uso de bacteriofagos para o controle de agentes patogénicos ¢ cada vez mais
utilizada como alternativa a terapias convencionais. Pode ter acdo em casos de bactérias
multirresistentes a antibidticos, de dificil eliminagdo e tratamento. O uso de bacteridfagos
requer uma caracterizagdo detalhada para a sua classificagdo e aplicacdo, uma vez que os
fagos sdo capazes de incluir e modificar a combinacdo genética do genoma bacteriano,
podendo codificar agentes patogénicos. Por este motivo a necessidade de testes in vitro e in
VivO para determinar quais fagos possuem fins terapéuticos. Neste sentido, com os resultados

obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

A utilizagdo do bacteriofagos P22 frente diferentes sorovares de Salmonella teve acdo litica
nos testes in vitro, mesmo quando utilizado em cepas virulentas, com multirresisténcia a
antimicrobianos ou fortemente produtora de biofilme.

Foi isolado, caracterizado fenotipicamente e sequenciado um novo bacteriofago, nunca antes
descrito, denominado Salmonella Phage UPF BP1, que pertence a ordem Caudovirales,
familia Podoviridae, com genoma circular, DNA fita dupla, composto por 39,902 pb,
registrado no GenBank sob o numero KX776161. Possui acdo litica frente a diversos
sorovares de Salmonella enterica, incluindo algumas multirresistentes a antibioticos e com
genes de viruléncia.

Foi isolado um fago, denominado 5:2, em fase de sequenciamento, que apresentou alta

infectividade frente a todos os sorovares testados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O crescente numero de bactérias resistentes a antibidticos e a variedade de
isolados de Salmonella enterica identificadas em estudos anteriores nos encorajou a realizar o
isolamento e caracterizacdo de novos fagos litico, com potencial para serem utilizados para

terapéutica destes patogenos.

Os resultados descritos denotam grande relevancia devido a possibilidade de
utilizagdo destes bacteriéfagos como possiveis agentes no biocontrole de Salmonella enterica.
Contribuem para uma melhor compreensdo da biologia e acdo destes fagos, o que € necessario
para o desenvolvimento e a utilizagdo eficaz como fagoterapia, no controle e tratamento de
agentes patogénicos, assim como em biofilmes.

O fago UPF BPI tera seu genoma anotado e, posteriormente, serd depositado no
GenBank. Ao analisarmos sua homologia no BLAST com genes de fagos ja descritos,
verificamos que o Query cover ¢ menor que 60%, ou seja, ndo se parece com nenhum outro
fago ja descrito. As analises do sequenciamento passaram pelo SeqyClean, que removeu
contaminantes existentes no DNA, como duplicatas de PCR, contaminantes ¢ adaptadores. O
sequenciamento apresentou uma Otima cobertura, com repeticdes de até 500 vezes. Para
andlise dos dados e montagem do genoma foram utilizados programas distintos como Velvet,
Newbler, BLAST, PHAST, Virfam, com isso reforgamos a fidelidade dos dados.

O fago 5;2 encontra-se em fase de seqlienciamento e, a partir disso, poderemos
caracteriza-lo.

Estudos complementares ainda sdo necessarios para desenvolver solugdes
individuais ou produzir coquetéis de fagos para auxiliar no controle e prevencdo de
Salmonella enterica. Como perspectivas futuras deste trabalho estdo os testes dos fagos
isolados Salmonella Phage UPF_BP1 ¢ o fago 5:2 em outros sorovares de Salmonella, para
verificagdo da eficiéncia de lise, controle e remogdo de biofilmes, e testes in Vivo, os quais

podem aumentar o leque de acdo destes fagos.
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