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RESUMO

A pecuaria € uma atividade extremamente relevante economicamente no Brasil e para o
mundo, sendo que o pais encontra-se entre 0s principais produtores e exportadores mundiais
de carne. Recentemente, observa-se um aumento no nimero de casos de surtos de doencas
transmitidas por alimentos, sendo que entre os principais agentes etioldgicos estdo as bactérias
da familia Enterobacteriaceae, caracterizadas por serem Gram-negativas, ndo formadoras de
esporos, anaerdbios facultativos, fermentadores de lactose e presentes no intestino de
mamiferos. Devido ao frequente surgimento de novas cepas bacterianas com resisténcia aos
antibioticos, se torna necessario 0 desenvolvimento de novas alternativas para o controle
desses micro-organismos. Os bacteriéfagos sdo virus de procariotos, capazes de interagir no
ciclo replicativo bacteriano, no seu controle e também na resisténcia microbiana. O seu
conhecimento data do inicio do século XX, porém com o desenvolvimento dos antibioticos
estudos usando fagos para controle sanitario ficaram em segundo plano, sendo estimado que
apenas 0,0002% da diversidade global de bacteriéfagos foi amostrada e estudada. Uma
alternativa ao uso dos antibidticos sdo o0s coquetéis bacteriofagicos, os quais devem conter
diversas espécies de bacteriofagos com capacidade litica, podendo ou ndo possuir um amplo
espectro infeccioso contra as bactérias. Este trabalho teve como objetivo buscar por
bacteridfagos presentes em dejetos da pecuaria brasileira, coletados em fazendas e granjas do
Oeste do estado de Santa Catarina, que possuam capacidade litica, compondo assim um
biobanco, como possiveis alternativas contra enterobactérias de interesse no ambito da satde
publica, que possa ser uma alternativa para aplicacdo na agroindustria, prezando pela satde
Unica (animal, humana e ambiental). Para isso, foram analisadas diferentes amostras de
dejetos de granjas produtoras de aves, suinos e bovinos. Foi utilizado o método de duplo agar
para o isolamento dos bacteriéfagos e o titulo viral foi determinado pelo célculo de Unidades
Formadoras de Placa, uma analise inicial para caracterizacdo morfoldgica foi realizada por
meio de microscopia eletronica. Os isolados, devidamente filtrados e eluidos, foram avaliados
molecularmente por sequenciamento de nova geracdo. As sequéncias foram avaliadas, sendo
0s genomas montados e analisados usando o programa Genome Detective. A predicédo e
anotacdo génica foi realizada com o software Prokka. A busca por genes de resisténcia foi
realizada usando o programa CARD RGI. Resultados apontaram para o isolamento de 5 fagos
com capacidade litica em enterobactérias, sendo 3 com capacidade de infectar Salmonella
enterica serovar Typhimurium, 1 Enterobacter aerogenes e 1 Klebsiella pneumoniae. Os
dados obtidos através das montagens e predicdes dos genomas indicam que os fagos
pertencem as familias Siphoviridae e Myoviridae, sendo destaque o isolado KPSM1
(hospedeira K. pneumoniae) que apresentou 10 diferentes possiveis genes responsaveis pela
resisténcia a diferentes classes de antibidticos. Esses dados demonstram a necessidade de
explorar amostras provenientes da pecuaria, a fim de buscar por bacteriéfagos tanto para fins
de biocontrole bacteriano, quanto para fins de estudos de resisténcias bacterianas mediadas
por esses virus, especialmente em bactérias com carater zoonotico e ambiental.

Palavras chave: Salde Unica; Gendmica; Fagos; Enterobacteriaceae.



ABSTRACT

Livestock is an extremely economically relevant area in Brazil and the world, the country is
among the main producers and exporters of meat in the world. Recently, an increase in the
number of cases of foodborne diseases has been observed, among the main etiological agents
are the bacteria of the Enterobacteriaceae family, characterized by being Gram-negative, non-
spore forming, facultative anaerobes, lactose fermenters and present in the intestine of
mammals. Due to the frequent emergence of new antibiotic resistant bacterial strains, it is
necessary to develop new alternatives to combat these microorganisms. Bacteriophages are
prokaryotic viruses, capable of interacting with the bacterial replicative cycle, in its control
and also in microbial resistance. Their knowledge dates back to the beginning of the 20th
century, however, with the development of antibiotics, studies using phages for sanitary
control were in the background, being estimated that only 0.0002% of the global diversity of
bacteriophages was sampled and studied. An alternative to the use of antibiotics are
bacteriophage cocktails, which must contain several species of bacteriophages with lytic
capacity, which may or may not have a broad spectrum of infection against bacteria. This
work aimed to search for bacteriophages present in Brazilian livestock waste, collected on
farms in the West of the state of Santa Catarina, which have lytic capacity, thus composing a
biobank, as possible alternatives against enterobacteria of interest in the scope of public
health, which can be an alternative for application in the agroindustry, valuing the One-health
approach (animal, human and environmental health). For this, different samples of manure
from poultry, swine and cattle farms were analyzed. The double agar method was used for the
isolation of bacteriophages and the viral titer was determined by the calculation of Plaque
Forming Units, an initial analysis for morphological characterization was performed using
electron microscopy. The isolates, properly filtered and eluted, were molecularly evaluated by
next-generation sequencing. The sequences were evaluated, and the genomes were assembled
and analyzed using the Genome Detective software. The prediction and gene annotation was
performed with the Prokka. The search for resistance genes was performed using the CARD
RGI software. Results pointed to the isolation of 5 phages with lytic capacity for
enterobacterias, 3 with the capacity to infect Salmonella enterica serovar Typhimurium, 1
Enterobacter aerogenes and 1 Klebsiella pneumoniae. The data obtained through the
assembly and predictions of the genomes indicate that the phages belong to the Siphoviridae
and Myoviridae families, with emphasis on the isolate KPSM1 (host K. pneumoniae) that
presented 10 different possibilities of genes responsible for resistance to different classes of
antibiotics. These data demonstrate the need to explore livestock waste samples, in order to
search for phages both for bacterial biocontrol purposes and for the purposes of phage-
mediated bacterial resistance studies, especially in bacteria with zoonotic and environmental
characteristics.

Keywords: One-health; Genomics; Phages; Enterobacteriaceae.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO EPIDEMIOLOGICO
De acordo com dados disponibilizados em 2019 pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos, o Brasil se encontra entre os principais produtores e exportadores de carne

(bois, porcos e aves), setor esse que vem crescendo ano apds ano para o pais (USDA, 2019).

Surtos causados por patégenos contaminantes de corpos d’agua e alimentos ocorrem
anualmente, dados publicados em 2022 pela Secretaria de Vigilancia em Saude mostram que,
dentre os principais agentes etioldgicos causadores de surtos de doencas transmitidas por
alimentos, diferentes espécies de enterobactérias sdo encontradas, sendo que Salmonella e
Escherichia coli (E. coli) se encontram dentre os principais contaminantes destes alimentos e
corpos d’agua (SVS - MS, 2022).

A contaminacgéo dos alimentos pode ocorrer em qualquer uma das etapas da producéo,
plantio, manuseio, transporte, cozimento, acondicionamento, entre outros. Alimentos de
origem animal estdo entre os que mais causam esses surtos (MINISTERIO DA SAUDE,
2010). Superficies Umidas provém um substrato propicio ao desenvolvimento de biofilmes
persistentes, 0s quais podem conter microrganismos patogénicos, sendo que grande parte pode
ser transmitidos por alimentos e formar biofilmes nas areas de producéo industrial (BRIDIER
etal., 2015).

O amplo uso de antibidticos na pecudria para tratamento e prevencdo de doencas,
resulta na emissdo ao ambiente destes agentes quimicos através do dejeto dos animais
tratados, estes dejetos podem servir entdo como reservatorios para genes de resisténcia além
de propiciar a selecdo de bactérias resistentes a tais antibioticos no ambiente (CALERO-
CACERES, YE, BALCAZAR, 2019). Drogas da classe dos B-lactamicos ja foram observadas
em amostras de fezes de porcos, bois e aves, além dos solos de fazendas de criacdo de animais
(LARRANAGA et al., 2018; WANG et al., 2018). A partir de amostras de dejetos suinicolas
também ja& se recuperou antibidticos das classes: macrolideos, fenicois, quilonona,
sulfonamidas e tetraciclinas (WANG et al., 2018).

1.2 ENTEROBACTERIAS

As enterobactérias s@o bactérias em forma de bastdo, pertencentes a familia

Enterobacteriaceae, Gram-negativas, ndo formadoras de esporos, anaerobios facultativos,
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fermentadores de lactose e estdo presentes no intestino de mamiferos (ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 1997).

Vaérias enterobactérias sdo colonizadoras que mantém uma relacdo de simbiose com
seus hospedeiros, porém, existem diversas espécies ou sorotipos que sdo causadoras de
doencas. A Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium, por exemplo, é 0
agente causador de salmonelose nao tifoide em humanos (THUNG et al., 2019). Diferentes
sorotipos de E. coli (e.g. Enteropatogénicas [EPEC], Enterotoxigénicas [ETEC] e sorotipo
O157:H7 enterohemorragica) podem causar graves doencas entéricas, sendo de grande

problematica principalmente em paises em desenvolvimento (GUENTZEL, 1996).

Dentre outras enterobactérias de importancia em salde publica pode-se destacar
Enterobacter aerogenes (E. aerogenes) procarioto da familia Enterobacteriaceae, o qual
também € um patdgeno oportunista para humanos, causando infeccdes, especialmente em
ambientes hospitalares. E. aerogenes apresenta diversas cepas resistentes a antibioticos,
alguns dos mecanismos envolvidos nessa vantagem sobre tais antimicrobianos quimicos
envolvem, a aquisicdo de elementos genéticos moveis que conferem resisténcia a diversas
classes de antibi6ticos, como os amplamente usados carbapenémicos e B-lactdmicos, através
de mecanismos classicos como a utilizacdo de bombas de efluxo de moléculas de antibioticos
(DAVIN-REGLI & PAGES, 2015).

Além de E. aerogenes, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) é também uma
bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae, patdgeno nosocomial de grande
relevancia que pode causar infeccbes em humanos levando a quadros de pneumonia,
bronquite e inflamacdo no trato urinario (DONG et al., 2015). K. pneumoniae também
apresenta diversas cepas multirresistentes a antibioticos, se tornando dessa forma outro
patdgeno de importancia para a saude publica, tendo sido ja identificado no Brasil, em
amostras de pacientes ndo hospitalizados (AZEVEDO et al., 2019).

Na pecuéria, o mal uso de antibidticos em animais de corte tem contribuido para a
selecdo de bactérias multirresistentes, tendo isso em vista se faz necessaria a busca por
métodos alternativos ao uso de antibiéticos (VIGRE et al., 2008; BOYEN et al., 2008). A
resisténcia de enterobactérias como E. coli, e outras bactéria como citado acima, aos

carbapenémicos, por exemplo, ja vem sendo observada ha certo tempo, e é possivel que
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epidemias causadas por microrganismos produtores de carbapenases estejam por ocorrer
(TSUTSUI et al., 2019).

1.3 BACTERIOFAGOS

Os bacteriéfagos, ou apenas fagos, sdo virus de procariotos, seres ubiquos e
possivelmente o grupo mais diverso, abundante e antigo de virus (ACKERMANN, 2007).
Eles sdo encontrados nos ambientes em que seus hospedeiros se encontram, estima-se que
existam 10! particulas de fagos no planeta, ultrapassando em dez vezes o niimero de células
bacterianas em determinados ecossistemas (FOKINE & ROSSMANN, 2014). A descoberta
dos fagos ocorreu de forma independente, por pesquisadores de diferentes paises, em 1915
Frederick Twort, patologista britanico ¢ em 1917 Félix d’Hérelle, microbiologista Franco-
Canadense, foi o segundo que cunhou o termo “bacteriofagos”, que significa algo como
“comedor de bactérias”. Esses virus possuem uma enorme diversidade de material genético e
morfologia, estas sdo caracteristicas usadas na sua classificacdo, assim como o0 espectro e
infeccdo, que é a capacidade de infectar determinado(s) grupo(s) de hospedeiro(s)
(ACKERMANN, 2009; CHIBANI et al., 2019).

Quanto a morfologia, eles podem ser classificados como filamentosos (Inoviridae),
poliédricos (Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae e Cystoviridae), ou
pleomorficos (Plasmaviridae). Todos os fagos possuem capsideos para proteger o &cido
nucleico, alguns possuem até mesmo uma camada lipidica interna, como o fago PM2 da
familia Corticoviridae, além disso, grande parte dos fagos possuem cauda e fimbrias (DION,
OECHSLIN, MOINEAU, 2020; KASMAN & PORTER, 2019; KING et al, 2011).

Ja foram identificados fagos com acido nucleico dos tipos: simples e dupla fita RNA,
simples fita e dupla fita DNA (dfDNA), os bacteriéfagos da ordem Caudovirales representam
a maior parte das sequencias de fagos nos bancos de dados nos bancos de dados genémicos
(DION, OECHSLIN, MOINEAU, 2020). Em relagdo ao comprimento, os genomas dos fagos
podem variar enormemente, 0 virus de procarioto com menor tamanho de genoma possui
2.435 bp, enquanto os maiores genomas entre os bacteriéfagos possuem tamanho >400 kb
(ALMPANIS et al., 2018; YUAN & GAO, 2017).

Mais de 6.400 fagos ja foram analisados por meio de microscopia eletrnica, destes,
aproximadamente 96% pertencem a ordem Caudovirales, que sdo virus de DNA dupla fita e

que possuem cauda, e mais de 8.400 tiveram seu genoma sequenciado completamente, sendo



18

mais de 85% destes pertencentes também a ordem dos virus com cauda (ACKERMANN &
PRANGISHVILI, 2012; DION, OECHSLIN, MOINEAU, 2020). O nome da ordem vem do
latim, onde Caudo significa “cauda”, e virales € o sufixo para ordem de virus, neste grupo
encontram-se as familias mais conhecidas e estudadas até entdo: Siphoviridae, familia com
maior numero de fagos identificados, um exemplo bem conhecido e estudado é o fago
Lambda (L) capaz de infectar a bactéria E. coli, esses virus possuem cauda longa, flexivel e
ndo contratil; Myoviridae, o fago T4, particularmente bem representativo deste grupo,
também infecta E. coli, como caracteristica marcante destaca-se a presenca de cauda longa,
reta e contratil; Podoviridae, caracterizados por uma cauda curta e ndo contratil, um virus
utilizado como modelo que pertence a este grupo é o fago de Salmonella P22
(ACKERMANN, 1998; 2007; 2009; ACKERMANN & PRANGISHVILI, 2012; DION,
OECHSLIN, MOINEAU, 2020). As familias Herelleviridae e Ackermannviridae foram
criadas recentemente, sendo dois grupos muito proximos de Myoviridae com morfologia
muito similar (DION, OECHSLIN, MOINEAU, 2020). A Figura 1 ilustra de forma

comparativa as trés principais familias da ordem Caudovirales.

Figura 1 - Comparacdo das principais familias da ordem Caudovirales.
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Representacdo das trés principais familias da ordem Caudovirales. Fonte: Adaptado de Nobrega et al (2018).

Para invadir uma célula procaridtica, o virus necessita interagir com elementos de
reconhecimento que estdo dispostos na membrana bacteriana. A susceptibilidade a infecgdo
vai depender da interacdo entre as proteinas da cauda dos fagos (no caso dos fagos com
cauda) com os receptores da superficie da membrana externa das bacterias (WITHEY et al,
2005). Os fagos podem ser classificados como monovalentes ou polivalentes, o0s

monovalentes sdo aqueles que se ligam apenas a um receptor celular e normalmente possuem
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um espectro de infeccdo mais restrito, enquanto os fagos polivalentes podem se ligar em mais
de um receptor, tendo assim, normalmente, um amplo espectro infeccioso (JONGE et al.,
2018). O espectro de infeccdo dos fagos pode variar desde cepas especificas de bactérias ou
mesmo multiplas cepas de uma mesma espécie, até diferentes espécies relacionadas
(DONLAN et al, 2009).

As Proteinas Ligantes de Receptor (Receptor Binding Protein ou RBP) sdo as
estruturas mais estudadas na relacdo de determinacdo da capacidade de infeccdo dos fagos.
Mutacdes nos genes destas proteinas podem, em certas ocasides, alterar o espectro de infeccéo
desses virus, além disso, outro mecanismo capaz de alterar a capacidade infectiva de um fago,
mudando seu hospedeiro alvo, é a troca de RBPs entre fagos distintos (DION, OECHSLIN,
MOINEAU, 2020). Os fagos com cauda iniciam o processo infeccioso através da adsor¢do
das proteinas presentes na cauda, as RBPs, com receptores na face externa do hospedeiro.
Esses receptores podem ser desde pilus sexual, que caracterizam os fagos chamados de F + ou
“male especific", ou outros componentes da superficie como lipopolissacarideos ou
peptideoglicanas, que sdo os chamados fagos somaticos. Apos a adsorcao, o fago injeta seu
material genético no citoplasma do hospedeiro, através das proteinas da cauda, para isso,
enzimas também presentes na cauda, interagem com a parede celular bacteriana rompendo-a,
possibilitando assim a entrada do genoma fagico (ACKERMANN, 1998).

No momento de interacdo das proteinas da cauda com os receptores bacterianos, duas
fases distintas ocorrem, a adsor¢do reversivel e irreversivel. No caso da adsorcéo reversivel,
em geral influenciada por forcas eletrostaticas, o fago pode se separar da célula hospedeira,
pois nesta etapa, a ligacdo entre o fago e a bactéria ainda ndo estd completa (SILVA,
STORMS & SAUVAGEAU, 2016). Ensaios de criotomografia eletrdnica mostram que no
caso do fago T4, existe a capacidade de alternar entre conformacdes estendidas e nao
estendida das suas 6 fibras longas da cauda (HU et al., 2015). Quando estendida, faz ligagéo
com o receptor bacteriano, e antes mesmo dessa fibra se desligar uma segunda fibra faz outra
ligacdo, essa alternancia de ligacdo das fibras ajuda o fago a encontrar um sitio 6timo para
ligacdo irreversivel (HU et al., 2015). A proxima fase da adsorcéo € a irreversivel, nesta etapa
ocorre acdo de enzimas hidroliticas para penetragdo do material genético na célula (SILVA,
STORMS & SAUVAGEAU, 2016).

Quanto ao tipo de ciclo de replicacdo desses virus, destacam-se dois principais: litico e

lisogénico. No ciclo litico, brevemente, o fago libera seu genoma na célula hospedeira, esta
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usa seu maquinario replicativo para propagar o parasita que logo é liberado do hospedeiro, de
forma a causar a lise celular. O ciclo lisogénico caracteriza-se pela formacdo do profago, que
¢ a forma integrada do fago no material genético da bactéria hospedeira, este processo é
reversivel e este ciclo pode ser interrompido com agentes estressores ambientais, como luz
UV e mutagénicos quimicos, induzindo assim o virus ao ciclo litico (ACKERMANN, 1998;
WITHEY et al., 2005). O ciclo lisogénico pode gerar imunidade no hospedeiro a infecgdes
subsequentes por fagos relacionados ao virus inicial, um mecanismo que pode gerar essa
resisténcia é a alteracdo dos receptores celulares do hospedeiro, que pode ser gerado pelos
genes do profago, evitando assim que outros fagos consigam adsorver a célula infectada
(MARKINE-GORIAYNOFF et al., 2004). A Figura 2 traz um esquema ilustrativo dos ciclos

litico e lisogénico.

Figura 2 - Os ciclos replicativos dos fagos.
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Resumo dos principais ciclos replicativos realizados pelos fagos. Fonte: Adaptado de Salmond e Fineran (2015).

Os bacteridfagos possuem papel importante na evolugdo da patogenicidade bacteriana,
a capacidade de transferéncia de genes ocorre em especial através dos fagos formadores de
profagos. O processo pelo qual bacteriéfagos transferem genes que podem beneficiar a

bactéria hospedeira € chamado de converséo lisogénica. Um exemplo bem conhecido € o caso
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da toxina colérica produzida pela bactéria Vibrio cholerae, essa toxina é codificada pelo fago
filamentoso CTX® (SALMOND & FINERAN, 2015; WALDOR & MEKALANOS, 1996).
Através da lise celular causada pelos fagos, genes de resisténcia a antibidticos ou de
viruléncia podem ser liberados no ambiente, 0 que ocasionalmente pode levar a eventos de
transferéncia horizontal de genes entre as bactérias que estejam vidveis no ambiente proximo.
Eventos de transferéncia horizontal de genes ocorrem normalmente também por transducao,
mecanismo no qual o fago empacota genes da bactéria junto dos seus e transfere para o
proximo hospedeiro em infecgdes subsequentes (BRUSSOW, CANCHAYA & HARDT,
2004; SALMOND & FINERAN, 2015).

O estudo das aplicacBes biotecnoldgicas dos fagos tem se aprofundado nos ultimos
anos. A utilizacdo desses virus baseia-se em especial na especificidade parasito-hospedeiro, o
que tende a garantir uma maior seguranca para a sua utilizacéo, se isolados e selecionados
corretamente. A caracterizacdo genética e fenotipica de bacteridéfagos terapéuticos necessita
de ser detalhada a fim de evitar caracteristicas desfavoraveis como, por exemplo, genes de
resisténcia, genes de viruléncia e genes associados a lisogenia (ALTAMIRANO & BARR,
2019; HAABER et al., 2016; PRINCIPI, SILVESTRI & ESPOSITO, 2019). Os fagos podem
ser utilizados como tratamentos para infeccGes bacterianas, processo conhecido como
fagoterapia. Neste processo, fagos com ciclo estritamente litico costumam ser mais indicados,
isso se deve ao fato destes ndo se integrarem ao genoma do hospedeiro e ficarem latentes
(DRULIS-KAWA, MAJKOWSKA-SKROBEK & MACIEJEWSKA, 2015). Estudos ja
relataram resultados positivos do uso de coquetéis contendo bacteriéfagos para o tratamento
de infeccOes bacterianas, estes resultados estdo relatados em diversas revisdes (ABEDON,
2018; ALTAMIRANO & BARR, 2019; LIU et al.,, 2021; PRINCIPI, SILVESTRI &
ESPOSITO, 2019).

A aquisicdo de resisténcia pelo hospedeiro aos fagos é uma consequéncia natural do
processo infeccioso. Coqueteis fagicos sdo indicados para prevenir o mecanismo de aquisi¢ao
de resisténcia pelas bactérias, quando se utiliza bacteriofagos para tratamento de
contaminacgdes. Os coquetéis sdo formulacdes contendo diferentes fagos que podem ou néo
possuir alvos diferentes para 0 mesmo patdgeno que se deseja eliminar, aumentando assim as
possibilidades de alvos na célula bacteriana diminuindo as possibilidades de resisténcia e
escape (DRULIS-KAWA, MAJKOWSKA-SKROBEK, MACIEJEWSKA, 2015). Ha

diversas preparacOes de coquetéis bacteriofagicos para aplicagdo em produtos alimenticios,
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LISTEX P100 (Micreos) e o ListShield (Intralytix) sdo exemplos desses produtos, ambos
coquetéis podem ser utilizados para prevengdo de contaminacdo por Listeria monocytogenes
em comida processada (SALMOND & FINERAN, 2015).

A aplicacdo de fagos ou coquetéis de fagos na pecuaria € uma realidade que possui a
vantagem de controlar patdgenos que podem contaminar a 4gua e os alimentos sem alteracdo
nas suas propriedades organolépticas, essa biotecnologia também possui baixo custo de
producdo, além disso, os bacteri6fagos sdo entidades autoreplicativas e de baixa toxicidade
(WOIJCIK et al., 2020). A aplicacdo de fagos e posterior reducdo da concentracio de bactérias
em situacdes diversas na pecuéria e agropecuaria ja foram demonstradas em diversos estudos
(CLAVIO et al., 2019; SHARMA et al., 2009; WOICIK et al., 2020).

Outras aplicacdes biotecnoldgicas envolvolvendo os bacteriéfagos ou suas enzimas
incluem: endolisinas, que sdo enzimas codificadas pelos fagos, sdo alvos de muito estudo
(BRIERS, 2019; DRULIS-KAWA, MAJKOWSKA-SKROBEK & MACIEJEWSKA, 2015;
LI, WANG & TANG, 2020), essas enzimas sdo responsaveis pelo rompimento da parede
celular bacteriana, ja existe uma endolisina disponivel no mercado para tratamento de
infeccdes de pele em humanos causadas por Staphylococcus aureus, a Staphefekt (Micreos),
que € inclusive o primeiro produto a base de endolisinas disponivel comercialmente
(SALMOND & FINERAN, 2015). Uso de fagos para deteccdo de patdgenos em produtos
alimenticios; os bacteri6fagos possuem vantagens em relacdo a métodos tradicionais de
identificacdo de patogenos (ex. Polymerase Chain Reaction -PCR- e ensaios imunoldgicos)
como a manipulacdo de baixo custo, além de caracteristicas naturais de sua historia
coevolutiva com seus hospedeiros (especificidade, identificacdo de células vivas,
funcionamento em condi¢Oes adversas, etc), 0 que permite seu uso para identificacdo destes
hospedeiros (SCHMELCHER & LOESSNER, 2014).

Ja se propds também, a utilizacdo de fagos lisogénicos para aumentar a eficacia de
antibidticos, isso € possivel pela transferéncia de genes que aumentam a sensitividade aos
antibioticos, ou até mesmo, o uso desses virus como veiculos de antibidticos, levando esses
agentes quimicos diretamente para as celulas alvo (EDGAR et al., 2012; YACOBY, BAR &
BENHAR, 2020). Em alguns casos, a pressdo seletiva exercida sobre as bactérias na diregéo
de gerar resisténcia contra os bacteriéfagos, pode levar a eventos de trade-off, no qual a
bactéria acaba perdendo a resisténcia aos antibioticos em detrimento da resisténcia aos virus
(CHAN et al., 2016).
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A formacdo de biofilmes também é um problema que afeta diversas areas essenciais
para a economia, como a industria alimenticia e mesmo a area médica, por exemplo. Os
biofilmes sdo formas organizacionais de col6nias de bactérias. Nos biofilmes, as colénias
estdo cercadas por substancias extracelulares poliméricas, a fungdo primordial desse arranjo é
conferir uma maior defesa e estabilidade para esses organismos (HARPER et al., 2014). J& se
demonstrou que o uso de bacteriofagos isolados, assim como com coquetéis com ao menos
dois fagos, bem como o uso das suas enzimas, apresenta bons resultados no processo de
desagregacdo dos biofilmes, contendo uma ou mais espécies de bactérias (CURTIN &
DONLAN, 2006; GUTIERREZ et al., 2015; HARPER et al., 2014; LEHMAN & DONLAN,
2014; MELO et al., 2016).

Os fagos, em especial as formulacGes de coquetéis bacteriofagicos, quando isolados e
caracterizados adequadamente, mostram-se grandes aliados no combate as bactérias
patogénicas, em especial quando utilizados ao lado dos antibiéticos, devido ao fato de serem
organismos que replicam e evoluem, caracteristica importante no combate a bactérias
resistentes aos antibidticos (CZAPLEWSKI et al, 2016). E estimado que menos de 0,0002%
da diversidade de fagos tenha sido verificada, sendo que aproximadamente 96% destes
correspondem a ordem Caudovirales, além disso, pouco se sabe sobre o papel ecoldgico dos
virus em grande parte dos ecossistemas (ACKERMANN, 2007; ROHWER et al., 2009;
ZRELOVS, DISLERS & KAZAKS, 2020). Tendo em vista a importancia desses organismos,
tanto para salde humana, quanto animal e ambiental, o que determina a salde Unica, além do
crescente surgimento de bactérias multirresistentes, se faz necessario a realizagdo de mais
estudos como este, que visam a busca por novos fagos com potencial litico. Tendo em vista 0
cenario relatado nesta introducdo, o presente trabalho levanta a hipétese: é possivel isolar
bacteriofagos capazes de infectar e lisar enterobactérias, através de amostras de dejetos

provindos da pecuaria?
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1.4 OBJETIVOS

14.1

Objetivo Geral

Isolar, propagar e caracterizar fagos capazes de infectar, Salmonella enterica

sorotipo Typhimurium, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, a partir de residuos

da pecuaria brasileira (fezes de aves, cama de aviario e dejetos de suinos), de fazendas e

granjas do Oeste do estado de Santa Catarina.

1.4.2

Objetivos Especificos
Caracterizar os fagos quanto a sua morfologia por meio de microscopia eletronica;

Sequenciar os genomas, montar, anotar e atribuir classificagdo taxonémica aos

bacteriéfagos isolados;

Buscar possiveis genes identificados nos bacteriéfagos que estejam envolvidos na

taxonomia viral, resisténcia a antibiéticos e lisogenia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de dejetos da pecuaria catarinense

Foram coletadas randomicamente 112 amostras provenientes de fazendas e granjas
produtoras de aves, suinos e bovinos provenientes do Oeste de Santa Catarina-Brasil.
Coletou-se amostras de efluente de saida de biodigestor de dejetos suinicolas, camas de
aviarios e fezes brutas de aves (frango de corte). As amostras foram acondicionadas a
temperatura de 4 C° até sua utilizacdo, a eluicdo das amostras foi feita com tampao salino
fosfato 1% (PBS) em pH 7,0 e filtradas por um filtro de celulose de 0,22 pM.

2.2 Bactérias hospedeiras

As enterobactérias utilizadas como hospedeiras alvo dos bacteriéfagos sdao: Salmonella
enterica Typhimurium (ATCC® 1402®), Enterobacter aerogenes (NCTC 10006®) e
Klebsiella pneumoniae (WDCM 00097®).

Essas bactérias foram propagadas em 25 mL de meio Brain Heart Infusion - BHI-
liquido, aliquotas de 1,5 mL dessa cultura em crescimento exponencial (densidade Optica
[DO] de 0,6) foram conservadas a 30% de glicerol em -80°C, para uso como indculo, quando

necessario.

2.3 Infeccdo bacteriofagica in vitro

Para induzir uma infeccdo bacteriofagica, foi aplicado em uma placa de petri contendo
10 mL de meio BHI s6lido (bottom agar), 1 mL da bactéria host (DO 0,6) e 1 mL da amostra
filtrada (que possivelmente continha os fagos). Posteriormente, 3 mL de meio agar
semissolido (0,7% - top agar) foi adicionado e vertido em placa de cultura bacteriana. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C, por periodos variaveis de tempo, até observar-se a
capacidade litica de bacteriéfagos. Foram contabilizadas as Unidades Formadoras de Placas
(UFP), pontos claros que indicam as areas de ocorréncia de infeccdo e lise celular, a fim de
calcular o titulo viral (KESIK-SZELOCH et al., 2013; ADAMS, 1959).

2.4 Isolamento e purificacao dos fagos

A partir do perfil das UFP nas placas de petri coletou-se as areas de replicagéo viral e
os bacteriofagos foram novamente propagados de acordo com o descrito no item 2.3, para fins
de isolamento de uma Unica linhagem viral. Essas passagens foram sucessivas até alcancar

perfil Unico de placas de lise, possivelmente indicando a presenca de Unico fago.
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De posse desses isolados, as UFPs foram lavadas para fim de eluigéo viral utilizando 1
ml de solucdo SM (ANDREWS-PFANNKOCH et al., 2010). Em seguida, transferidas para
um microtubo de 1,5 mL onde ocorre a ressuspensao dos fagos a 17°C e agitacao de 150 rpm .
Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10 min, 3.000 xg 4°C e filtradas por
membrana de 0,22 uM para remocao de células bacterianas restantes (HUNGARO et al.,
2013; ADAMS, 1959). A Figura 3 ilustra a formacdo de placas em S. enterica serovar
Typhimurium pelo processo de lise celular a partir de um foco viral, é a partir dessas UFPs

que se realiza o isolamento.

Figura 3 - Formacao de UFPs em S. enterica sorotipo Typhimurium.

Processo de formagdo de UFP a partir da lise viral.
2.5 Titulacéo dos fagos e determinacéo da viruléncia

A fim de determinar o titulo viral de cada amostra analisada, foi realizada a contagem
das UFPs. O titulo viral foi calculado de acordo com a Equagao 1.

Equacdo 1 - Contagem de placas de lise:
UFP/mL = NP*RD/V

Onde:

NP - n° de placas contabilizadas

RD: reciproca da diluigdo utilizada
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V: Volume utilizado
2.6 Caracterizagdo por microscopia eletronica

Para a caracterizacdo da morfologia dos fagos foi utilizado o microscépio eletrénico
de transmissdo (JEM-1011 TEM [TEM 100 kV]). Os fagos foram propagados e purificados a
fim de gerar uma amostra mais limpa e concentrada de virus. As amostras foram
centrifugadas (~3000 xg a 4°C por 10 min) e posteriormente filtrou-se o sobrenadante em
filtro de 0,22uM.

Aliquotas de 10pL de cada amostra contendo um putativo fago isolado e purificado
foram aplicadas sobre uma tela de microscopia eletronica de 200-300 mesh, de cobre,

previamente revestidas com carbono.

Apds a aplicacdo das amostras, as telas sdo incubadas a temperatura ambiente por 5
minutos, em seguida é realizada a remocdo do excesso de amostra com o auxilio de papel
filtro. Cada tela foi entdo eluida separadamente sobre uma gota de contrastante, por 5
minutos. Foi utilizado o acetato de uranila 2% (pH 4,5) como contrastante para o processo de
visualizacdo. O excesso de contrastante foi removido com papel filtro, apds, deve-se realizar
uma incubacdo minima de 40 minutos a temperatura ambiente antes da deposicdo da tela na
caixa de armazenamento (GREGORACCI, 2006).

2.7 Extracdo do material genético e sequenciamento genémico

A extracdo do material genético foi realizada a partir de suspensdo de bacteri6fagos
isolados e propagados, filtradas em filtro de 0,22 uM para remocdo de bactérias hospedeiras.
Ainda, essas amostras passaram por tratamento enzimatico, usando 1 U/uL de DNAse | e
RNAse | (Sigma-Aldrich), para degradar genomas restantes advindos de bactérias. Em
seguida houve bloqueio das atividades enzimaticas usando inibidor de DNAse/RNAse
(Sigma-Aldrich) e temperatura de 65°C por 15 minutos. A extracdo do material genético viral
foi realizada usando kit PureLink@ Viral RNA/DNA Kit Life Technologies. Resumidamente
na primeira etapa foi preparado o lisado, onde para cada amostra usou-se um microtubo estéril
de 1,5 mL, adicionando 25 puL de Proteinase K com 200 pL da amostra e 200 pL da solugdo
de tampdo de lise com o RNA Carrier, em seguida foi vortexado durante 15 segundos sendo
posteriormente incubado na temperatura de 56°C durante 15 minutos. Ap0s 0 tempo de
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incubacdo foi adicionado 250 plL de etanol 96-100%, vortexado durante 15 segundos

novamente e por fim incubado por mais 5 minutos em temperatura ambiente.

A terceira etapa, o processo de purificacdo, o material lisado foi transferido para tubos
contendo uma coluna de extracdo e centrifugado a 6.800x rcf durante 1 minuto, sendo
descartado o tubo coletor contendo o filtrado. A coluna de extragdo foi lavada com 500 pL do
tampéo de lavagem e centrifugado novamente na mesma velocidade e duragéo, este passo foi
repetido por 3 vezes. Apos a ultima repeticdo transferiu-se a coluna de extracdo para um
microtubo estéril, no qual os acidos nucléicos foram coletados e adicionou-se a coluna 30 pL
de &gua RNase free incubado a 1 minuto em temperatura ambiente, para a elui¢do dos &cidos
nucléicos. Posteriormente o microtubo contendo a coluna de extragdo foi centrifugado na
velocidade méxima da centrifuga durante 1 minuto e em seguida a coluna de extracdo foi
descartada e 0 microtubo que contém os acidos nucléicos eluidos foram armazenados a -80°C
para analises futuras. O material genético extraido foi enviado a empresa especializada, para a
realizacdo do sequenciamento paired-end através da plataforma MiSeq - Illumina,

considerando 1 milhdo de reads de cobertura.
2.8 Montagem e anélise dos genomas virais

As montagens dos genomas foram realizadas a partir das plataformas online Genome
Detective versdo 1.133, pipeline responsavel também pela remoc¢édo das sequéncias de baixa
qualidade através da ferramenta Trimmomatic, j4 a qualidade dos reads foi aferida pela
ferramenta FastQC (VILSKER et al., 2018), enquanto o pipeline Prokka versdo 1.14.0,
através do prodigal foi utilizado para a predicao e anotacdo génica (SEEMANN, 2014).

2.9 Busca por genes de resisténcia a antibioticos no genoma dos fagos

A procura por genes de resisténcia a antibidticos no genoma dos fagos foi realizada
através da ferramenta de linha de comando RGI 5.2.0 (Resistance Genes Identifier) da base de
dados CARD 3.1.4 - Comprehensive Antibiotic Resistance Database (MCARTHUR et al.,
2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Isolamento viral

Todas as amostras quando submetidas ao teste do duplo agar demonstraram perfis com
tamanhos e opacidades diferentes de placas de lise, foi entdo selecionado e isolado um perfil
especifico de placa para cada um dos testes. Foram isolados virus para as bactérias
hospedeiras S. enterica serovar Typhimurium, E. aerogenes e K. pneumoniae. Os padrdes das
placas para fagos de S. enterica se apresentaram mais nitidos, assim o seu isolamento foi mais
facilmente efetivado. As UFPs que surgiram para E. aerogenes e K. pneumoniae ndo se
apresentaram em padrd@es tdo claros, nestes casos todo o agar superior foi eluido com 1 mL de

SM buffer. A Figura 4 apresenta exemplos de placas de lise do processo de isolamento viral.

Figura 4 - Placas de lise formadas pelo isolado Salmonella enterica Phage SECF1.
(% RA7 My,

Perfil de lise realizado pelo isolado SECF1.

Foram isolados 5 perfis de placas de lise. O fago Salmonella enterica Phage SM1 foi
isolado a partir de amostra de dejeto suinicola da saida de biodigestor, Salmonella enterica
Phage SECF1 foi isolado de amostra de fezes de galinha, Salmonella enterica Phage SEPL1
de cama de aviario, enquanto os virus Enterobacter aerogenes Phage EASML1 e Klebsiella
pneumoniae Phage KPSM1 foram isolados de amostra de dejeto suino de saida de
biodigestor. A nomenclatura dos fagos foi escolhida considerando o tipo de amostra do qual
foram isolados. A sigla SM, que foi usada como identificador para alguns dos isolados, se
refere a Swine Manure (dejeto suino), em alusdo as amostras das quais 0s virus foram
isolados. Os identificadores PL e CF advém dos termos Poultry Litter e Chicken Feces,

respectivamente, também em relacdo a origem da amostra de isolamento. O namero 1 refere-
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se ao fato de serem os primeiros fagos isolados pelo laboratério para cada host a partir dessas
matrizes. As siglas SE, EA e KP referem-se as espécies S. enterica serovar Typhimurium, E.
aerogenes e K. pneumoniae, foram adicionadas ao nome para possibilitar um identificador
especifico para os dois isolados. Para a definicdo dos nomes seguiu-se o guia informal
sugerido por Adriaenssens e Brister (2017).

A reproducéo dos testes para propagacéo e isolamento, em especial nos casos dos fagos
de E. aerogenes e K. pneumoniae, foram mais trabalhosos, nem sempre foi possivel observar
0 processo lise celular, além disso os testes foram interrompidos durante a pandemia de
Covid-19. Os isolados foram armazenados em refrigeracdo a 4°C, sem utilizagdo de nenhum
tipo de criopreservante, estudos relatam o decaimento na concentragéo viral quando expostos
a diferentes temperaturas, o que pode explicar a dificuldade na propagacdo destes virus
(GONZALEZ-MENENDEZ et al., 2018; JONCZYK et al, 2011; OTTOSSON &
STENSTROM, 2003; SHAN et al., 2014).

Ottosson e Stenstrom (2003) analisaram o decaimento de colifagos somaéticos, e relatam
que o decaimento desses virus foi maior a 20°C do que a 4°C, a queda na concentracao viral
apresenta um padrdo logaritmo a partir do dia 0. Em outro estudo (SHAN et al., 2014)
observou-se que ha uma relacdo entre mudanca de temperatura e o tipo de ciclo replicativo do
fago, quando submetidos a temperaturas por volta de 37°C os fagos tendem a realizar o ciclo
litico, enquanto em temperaturas mais baixas, por volta de 25°C eles se mantiveram no ciclo
lisogénico. Os isolados do presente estudo podem ter passado por processos semelhantes,
entrando em lisogenia ou mesmo terem sido inativados quando em armazenamento.
Gonzéalez-Menéndez et al (2018) analisaram a estabilidade de fagos (Siphoviridae e
Myoviridae) isolados em seu laboratério, os fagos pertencentes a familia Myoviridae tiveram
um decaimento maior que os da outra familia quando armazenados em meio TBS a 4°C sem

adicdo de preservantes, a queda do titulo viral chegou até a 3 log.
3.2 Microscopia eletrénica

Em decorréncia da pandemia de Covid-19 o acesso a determinados espagos da
Universidade foram limitados, assim, as analises por meio de microscopia eletrénica ndo
foram realizadas, exceto por uma analise prévia realizada com o isolado SM1. A Figura 5 foi

o melhor resultado obtido nessa analise inicial.



31

Anaélises por microscopia eletronica sdo essenciais na caracterizacdo de bacteriofagos ja
que permitem a visualizacdo das caracteristicas fisicas do virion, bem como frequentemente
permitem a identificacdo imediata da taxonomia do fago (ACKERMANN &
PRANGISHVILI, 2012).

Figura 5 - Imagem gerada por microscopia eletrénica do isolado SM1.

i & R * ¢ 2 o Bods
Imagem produzida por meio de microscopia eletrdnica de transmissdo (magnificacdo 100k) referente ao isolado

SM1.

Na imagem ¢é possivel observar um capsideo icosaédrico, com aproximadamente 50 nM
bem como uma cauda longa com aproximadamente 200 nM. O fago apontado pela seta na
imagem parece ter uma leve inclinacdo na parte inicial da cauda (mais préxima do capsideo),
0 que pode indicar flexibilidade da cauda, assim, caso o0 virus esteja intacto essas
caracteristicas sugerem que este fago pertence a familia Siphoviridae (DAVIDSON et al.,
2011; FOKINE & ROSSMANN, 2014). Determinadas etapas agressivas nos processos de
purificacdo viral para preparacdo em grid podem danificar as particulas, alguns dados
sugerem que esse dano pode ocorrer em especial nos fagos Siphoviridae, o que pode levar em
Gltima instancia a erros na classificacdo do fago (WILLIAMSON; HELTON; WOMMACK,
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2011). Anélises mais aprofundadas por microscopia seriam necessarias para descartar

possiveis erros.
3.3 Titulo viral, extracdo do material genético e sequenciamento

A Tabela 1 apresenta os dados obtidos para o titulo viral obtido na dltima propagacéo
antes do envio para sequenciamento, bem como os valores de quantidade de material genético
que foram enviados apds a extracdo. A Tabela 2 traz os resultados do sequenciamento, tanto
os dados brutos quanto a quantidade de reads apds o processo de trimagem.

Tabela 1 - Titulo viral e quantidade de material genético enviado para SNG.

Isolado Titulo Viral RNA (ng/uL) DNA (ng/uL)
SM1 >10° PFU/mL 22 23,5
SECF1 1,04x10° PFU/mL 20,4 24
SEPL1 >10° PFU/mL 64,4 78,5
EASM1 3x10° PFU/mL 56,8 74
KPSM1 1,14x10° PFU/mL 44,4 58,5

Tabela 2 - Resultados do sequenciamento.

Isolado Reads brutos Reads ap0s limpeza
SM1 653.147 600.629
SECF1 704.109 652.807
SEPL1 636.343 571.343
EASM1 848.426 713.222
KPSM1 1.035.382 757.528

3.4 Montagem e analises dos genomas

Os genomas foram montados através da abordagem de novo por meio do software
online Genome Detective versdo 1.133, além de realizar a montagem, o pipeline possui uma
ferramenta que atribui classificacdo taxondmica aos genomas. A ferramenta se baseia na

disponibilidade de genomas de referéncia no banco de dados RefSeq. O software gera
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resultados de similaridade baseados nos contigs que foram detectados em nivel de
nucleotideos e aminoacidos, gerando pontos para nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) que
irdo gerar uma pontuacdo total, os melhores resultados de cada contig sdo usados para o0
alinhamento (VILSKER et al., 2018).

Os melhores resultados de identificacdo foram selecionados, tendo como critério os
valores mais altos de porcentagem de cobertura da sequéncia montada em comparagdo a
sequéncia referéncia, a profundidade dessa cobertura bem como a identidade dos pontos totais
de nt/aa. O pipeline removeu 93% dos reads, a montagem do genoma do isolado SM1 iniciou
com 36.163 reads, destes, 44% foram montados em contigs virais, o contetdo GC foi de 54%.
O isolado SM1 foi identificado com baixa cobertura e profundidade através da ferramenta de
classificacdo do Genome Detective como o virus da base de dados Salmonella phage BP12C
com cobertura de 14,3% e profundidade de cobertura de 3X, BP12C pertence a familia
Siphoviridae (ICTV, 2020). SM1 também teve um resultado de alinhamento relevante com
Salmonella virus f18SE, que também é um fago da familia Siphoviridae (SEGOVIA et al.,
2015), a cobertura total foi de 72,7% do genoma e a profundidade de 61X.

O processo de montagem do genoma do isolado SECF1, comecou com 498.851 reads
(23% dos 652.807 reads foram removidos na filtragem), dos quais 91% foram utilizados para
montagem de contigs virais, o contedo GC foi calculado em 48%. As sequéncias montadas
foram mais relacionado com os virus Klebsiella phage vB_KpnM_BIS47 com cobertura de
63% do genoma referéncia e profundidade 13 reads, o virus Proteus phage Mydo com
cobertura de 70,9% e 15,9X de profundidade, ambos os fagos pertencem a familia Myoviridae
(JONES et al., 2019; LABUDDA et al., 2017). Além disso, o fago Salmonella virus
FSLSP088 também foi identificado com cobertura de 56,5% e profundidade de 8,8X.
FSLSPO088 e um virus pertencente a familia Siphoviridae (ICTV, 2020).

O isolado SEPL1 iniciou a montagem com 539.054 reads (52% dos reads foram
removidos na filtragem), dos quais 84% foram montados em contigs virais, o resultado de
qualidade foi de 44% de conteudo GC. A identificagdo do virus SEPL1 pela ferramenta teve
os melhores resultados para 7 fagos especificos, 5 pertencentes a familia Myoviridae (ICTV,
2020; JONES et al., 2019; LABUDDA et al., 2017), 1 da familia Ackermannviridae (ICTV,
2020) e outro da familia Siphoviridae (SEGOVIA et al., 2015). Os fagos identificados sdo:
Proteus phage Mydo, 75.7% de cobertura e 88,6X de profundidade, Klebsiella virus KpS8,
79.3% de cobertura e 78X de profundidade de cobertura, Klebsiella phage vB_KpnM_BIS47,
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75.4% de cobertura e 70,1X de profundidade, Salmonella virus BPS17L1 73.5% de cobertura
e 9,9 de profundidade, Salmonella virus Si3 71% de cobertura e 7,9X de profundidade,
Salmonella virus SKML39 70,8 de cobertura e 246,9 de profundidade e Salmonella virus
f18SE com cobertura de 81,2% e profundidade de 188,6.

A montagem do isolado EASML1 iniciou com 155.499 reads (78% dos reads foram
removidos), 91% foram montados em contigs virais, 53% foi o resultado do teste de qualidade
para conteddo GC. O isolado foi identificado como um virus da familia Siphoviridae
(PHOTHAWORN et al., 2019), Salmonella virus SPN19 com 48,2% de cobertura e 80X de
profundidade. Por fim, o isolado KPSM iniciou o processo de montagem com 186.735 reads
(75% dos reads foram filtrados), dos quais 67% foram montados em contigs virais, quanto ao
conteddo GC obtido foi 48%. Este isolado teve seu genoma mais relacionado com os virus
Klebsiella phage phiKO2 com 40,9% de cobertura e 8,6X de profundidade de cobertura,
familia Siphoviridae e Shigella virus Sf22, 64,7% de cobertura e 123,5X de profundidade,
sendo da familia Myoviridae (ICTV, 2020). A Tabela 3 sintetiza os dados descritos acima
obtidos no processo de montagem dos genomas. Conforme pode ser observado na Tabela 3,
alguns resultados da identificacdo demonstram uma profundidade menor que 30X em relacédo

a cobertura do genoma, sendo assim, estes dados possuem uma menor confiabilidade.

Tabela 3 - Identificacdo taxondmica a partir da montagem dos isolados via Genome Detetive.

Isolado Melhor Reads | Contigs | Cobertura | Profundidade | Identidade Familia
identificacdo % da cobertura | (% nt/aa)
Salmonella 142 7 14,3 3 98,4/ Siphoviridae
SM1 phage BP12C 98,9742
Salmonella 88,7/ Siphoviridae
virus figse | 10126 |5 T2 61 93,3
Klebsiella 92.823 |125 63 13 99,526/ Myoviridae
phage 99,3352
vB_KpnM_BIS
47
SECF1 .
Proteus phage | 7.986 98 70,9 15,9 99,5441/ Myoviridae
Mydo 99,4237
Salmonella 33.599 (38 56,5 8,8 99,3364/ Siphoviridae
virus FSLSP088 99,5064
Proteus phage |109.814 (55 75,7 88,6 99,7341/ Myoviridae
Mydo 99,7048
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Klebsiella virus | 60.468 |84 79,3 78 99,7/ Myoviridae
KpS8 99,6
Salmonella 4.202 85 73,5 9,9 9,9/ Myoviridae
virus BPS17L1 9,5
Klebsiella 53.021 |113 75,4 70,1 99,6/ Myoviridae
hage 99,6
EpL1 |P 1

S vB_KpnM_BIS
47
Salmonella 3.005 99 71 79 99,8/ Myoviridae
virus Si3 99,5
Salmonella 189.558 | 22 70,8 246,9 87/ Ackermannvi
virus SKML39 88,2 ridae
Salmonella 43527 |5 81,2 188,6 89,7/ Siphoviridae
virus f18SE 92.7

EASML1 | Salmonella 28.554 |114 48,2 80 99,2295/ Siphoviridae
virus SPN19 98,4288
Klebsiella 21.110 |9 40,9 8,6 75,7325/ Siphoviridae

KPSM1 [ phage phiKO2 79,6075
Shigella virus 107.664 | 17 64,7 123,5 94,6972/ Myoviridae
Sf22 95,8202

A predicdo/anotacdo génica foi realizada através do pipeline automatizado de anotacéo
Prokka versdo 1.14.0, as Tabelas 4 a 8 resumem os resultados obtidos, neles estdo descritos o
nome de cada gene, bem como seu tamanho e produto. Os genes foram manualmente

organizados conforme suas funcdes para a manutencéo viral.

Os bacteriofagos SM1 (Tabela 4), SECF1, SEPL1 e KPSM1 apresentaram diversos
genes codificadores de cauda, dentre esses, aparecem genes para a bainha, essa estrutura €
diagnostica de virus pertencentes a familia Myoviridae, que sdo virus que possuem cauda reta,
longa e contratil, a estrutura que circunda o tubo da cauda é responsavel pela contracdo da
cauda (FOKINE & ROSSMANN, 2014; MILLER et al., 2003). Presenga de cauda complexa

geralmente é caracteristica de fagos da familia Myoviridae.




Tabela 4 - Classificacdo funcional das proteinas produzidas pelos genes do fago SM1.
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Funcdes | Gene | Tamanho (Bp)
Estrutura da cauda

Baseplate protein X X1, X2 X3 213,207, 207
Tail spike protein 9 1407

Tail needle protein gp26 - 699

Tail tube protein FIl_1,FIl 2 504, 516
Tail sheath protein FI 1,FI 2 1176, 1170
Peptidoglycan hydrolase gp4 4 483
Estrutura do capsideo

Major capsid protein -, ORF4 1272, 996
Portal protein e Portal protein B 1,B 1680, 2166
Capsid proteins N 1023

Capsid assembly scaffolding protein @) 831
Reguladores do ciclo replicativo viral e metabolismo do hospedeiro

Repressor protein C2 C21,C22 678, 723
Protein rexB rexB 432
Terminase, large subunit A 2025
Methyltransferase Dmt dmt 813
Negative regulator of transcription Ner 237
Regulatory protein mnt mnt 252
Regulatory protein cro Cro, CRO 186, 219
Serine recombinase gin gin_1,qin_2,gin_3 564, 375, 564
Lise celular

Endolysin A e Endolysin - 564, 489
Spanin, inner membrane subunit Rz 456

Apesar de apresentarem genes codificadores de estruturas caracteristicas da familia

Myoviridae, os isolados SM1, SECF1 (Tabela 5) e SEPL1 tiveram genes codificadores de

proteinas chamadas de Tail needle protein gp26 anotadas. Essa proteina é parte da estrutura

da cauda do fago Salmonella phage P22 um virus da familia Podoviridae, grupo que engloba

o0s virus de cauda curta e ndo contrétil, a gp26 é uma estrutura que se encontra ligada ao tubo
da cauda e auxilia na perfuracdo da célula alvo (FOKINE & ROSSMANN, 2014; LEAVITT

et al., 2013). Esses mesmos trés isolados citados acima também apresentaram nas analises,

genes codificadores de Peptidoglycan hydrolase gp4, um fator acessério da cauda do virus

P22, proteina que além de ser importante para estruturacdo da cauda, ja teve sua capacidade
de hidrolisar peptideoglicanas demonstrada (MOAK & MOLINEUX, 2003; OLIA et al.,
2006). O gene codificador de DNA transfer protein gp7 também foi encontrado nos fagos
SECF1 e SEPL1, gene este que esta presente também no fago P22 (BYL & KROPINSKI,

2000).



Tabela 5 - Classificacdo funcional das proteinas produzidas pelos genes do fago SECF1.
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Funcdes | Gene | Tamanho (Bp)

Estrutura da cauda

Tail tube protein - 534

Tail sheath protein - 1896

Baseplate wedge protein gp25 - 381

Tail spike protein 9,919 2,93 2004, 2004, 450, 375

Tail needle protein gp26 - 639

Baseplate protein X X 204

DNA transfer protein gp7 7 690

Peptidoglycan hydrolase gp4 41,4344 501, 501, 483

Estrutura do capsideo

Major capsid protein -, 5, ORF4_1, E, 1068, 1323, 1293,
ORF4 2 1014, 1065, 1107

Portal protein - 1 1695, 2178

Head completion/stabilization protein | L 366

Portal protein B B 1680

Scaffolding protein 8 912

Reguladores do ciclo replicativo viral

e metabolismo do hospedeiro

DNA polymerase processivity - 669

component

ATP-dependent DNA helicase uvsW | uvsW 1509
DNA-directed DNA polymerase - 3000
ATP-dependent helicase 41 - 1425
Recombination and repair protein UVSX 1086
Ribonucleoside-diphosphate reductase | 14L e - 2283, 2235, 2199

large subunit

Ribonucleoside-diphosphate reductase
1 subunit beta e alpha

nrdB_1, nrdA 1,
nrdB_2, nrdA_2,
nrdB_3, nrdA 3

1104, 2283, 1089,
2313, 1074, 2235

DNA primase - 1059

DNA ligase lig 1431
Transcription factor 1 TF1 279

Translation repressor protein regA 465

DNA primase/helicase 41,4243 2064, 2064, 1986

Anaerobic ribonucleoside-triphosphate
reductase

nrdD, nrdD_1, nrdD_2,
nrdD 2

855, 1200, 1200, 855

Thymidylate synthase e Thymidylate | thyA, thyA2 1047, 900
synthase 2

Antirepressor protein ant ant 903
Regulatory protein mnt mnt 255
Terminase, large e small subunit 2,3 1326, 489
Exonuclease exo 525
Sliding-clamp-loader gp44 subunit - 759
Antitermination protein Q Q 624
GemaA protein GemA 468

Type 2 topoisomerase subunit B gyrB 1899
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Ribonuclease HI rnhA 528
ATP-dependent Clp protease clpP 912
proteolytic subunit

Ribose-phosphate pyrophosphokinase | prs 801

DNA adenine methyltransferase YhdJ | yhdJ 738

Lise celular

Lysozyme RrrD reeD 1, rrrD_2, rrD 3 558, 438, 465
Lysozyme R 558

Spanin, inner membrane subunit Rz 468
Endolysin - 438, 525, 465
Antiholin - 327

As analises das sequéncias obtidas para o fago KPSM1 revelam varios genes
codificadores de proteinas que formam a cauda, caudas complexas geralmente séo
caracteristicas que distinguem os myovirus de outros virus da ordem Caudovirales (LEIMAN
etal., 2010).

Os isolados SM1 e SEPL1 apresentaram nos resultados das anotagdes, genes
relacionados a lisogenia, inclusive, SEPL1 (Tabela 6) apresentou um gene para a enzima
integrase, sendo o Unico isolado no qual ela foi encontrada. Para tratamento de infec¢es, seja
de caréacter humano, animal ndo humano ou mesmo ambiental, tende-se a dar prioridade a
virus que ndo realizem o ciclo lisogénico, devido a capacidade de infectar e lisar células por
esses fagos ser prejudicada pelo rapido aparecimento de imunidade de superinfeccédo
bacteriana (BERNGRUBER, WEISSING & GANDON, 2010), além da possibilidade de
transferéncia de elementos genéticos que podem ser prejudiciais, como por exemplo, genes
que confiram resisténcia ou genes de toxinas codificadas pelos fagos (ALTAMIRANO &
BARR, 2019; FORTIER & SEKULOVIC, 2013; O’SULLIVAN et al., 2019). As proteinas
Repressor protein C2 e Regulatory protein cro presentes no SM1 e SEPL1, sdo proteinas
repressoras, as quais sdo importantes mediadoras da regulagdo negativa da transcricdo do
fago, ou seja, ela auxilia na manutencdo do fago na sua forma integrada ao genoma do
hospedeiro, sendo a proteina C2, por exemplo, essencial nesse papel que ird manter a
lisogenia (SAUER et al., 1981). A Regulatory protein cro é uma proteina importante para o
controle da alteracdo do estado lisogénico para o estado litico (TAKEDA, FOLKMANIS &
ECHOLS, 1977).

Tabela 6 - Classificagdo funcional das proteinas produzidas pelos genes do fago SEPL1.

Funcdes | Gene | Tamanho (Bp)
Estrutura da cauda
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Tail sheath protein -, FI 1896, 1173
Tail tube protein -, FI11,FIl 2 534,516, 516
Baseplate wedge protein gp25 - 381

Tail fiber assembly protein Tfa 597, 621
Spike protein 9,V 1407, 627
Baseplate protein X X 201, 207

Tail needle protein gp26 - 639
Peptidoglycan hydrolase gp4 41,45 483, 401
DNA transfer protein gp7 7 690

Prophage tail fiber assembly protein TfaE | tfaE 621, 597
Estrutura do capsideo

Portal protein - 1695

Major capsid protein ORF4 1014, 1050, 1272
Head completion/stabilization protein | L 489, 456
Capsid proteins N 1146

Capsid assembly scaffolding protein @) 846, 810
Prohead protease 4 2 651

Reguladores do ciclo replicativo viral

e metabolismo do hospedeiro

Recombination and repair protein UVSX 1086
ATP-dependent helicase 41 - 1425
DNA-directed DNA polymerase - 3000
ATP-dependent DNA helicase uvsW | uvsW 1509
DNA polymerase processivity - 669
component

Sliding-clamp-loader gp44 subunit - 990
Translation repressor protein regA 465
Transcription factor 1 TF1 279
DNA primase - 1059
Ribonucleoside-diphosphate reductase | 14L 2283

large subunit

Ribonucleoside-diphosphate reductase
1 subunit beta e alpha

nrdB, nrdB_1, nrdB_2,
nrdA, nrdA_1, nrdA 2

1104, 1089, 1074,
2283, 2313, 2235

Methyltransferase Dmt dmt 1, dmt 2 972, 828
Regulatory protein cox cox_1, cox_2 282,273
Repressor protein C Cl1C2 321,294
Repressor protein C2 C21,C22 654, 678
Integrase int 981
Regulatory protein cro cro 186
Replication gene A protein A 2379
Regulatory protein mnt Mnt_1, mnt_2 255, 252
DNA endonuclease I-Hmul - 465
Terminase, small e large subunit 3,2 489, 1326
DNA primase/helicase 4 3,4 4 1986, 2064
Thymidylate synthase 2 thyA2 900

DNA ligase Lig 1431
Type 2 topoisomerase subunit B gyrB 1899
Single-stranded DNA-binding protein | ssb 540
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Ribonuclease HI rnhA 528
Replicative DNA helicase dnaB 1446, 1371
ATP-dependent Clp protease clpP 912
proteolytic subunit

DNA adenine methylase dam_1, dam 2 972, 828

Lise celular

Endolysin - 465, 489, 435
L-alanyl-D-glutamate peptidase lys 405

Spanin, inner membrane subunit Rz 456, 351
Lysozyme R 471
Lysozyme RrrD reeD 1, rrrD_2, rieD 3 | 471, 465, 441

Todos os isolados apresentaram ao menos um gene para alguma endolisina. Os fagos
SECF1, SEPL1, EASML1 (Tabela 7) e KPSM1 (Tabela 8) apresentaram genes para lisozimas.
Para abandonar a célula hospedeira e terminar o ciclo replicativo, os fagos que infectam
bactérias Gram-negativas precisam passar por trés camadas, a membrana interna, a camada de
peptideoglicanas e a membrana externa. As holinas sdo enzimas que fazem buracos na
membrana citoplasmatica e permitem que as endolisinas saiam do citoplasma e degradem os
peptideoglicanos. Finalmente, a membrana externa é rompida por um complexo protéico
chamado de Spanin complex (BERRY et al., 2012; YOUNG, 2014). Os bacteriéfagos SM1,
SECF1 e SEPL1 apresentaram gene para Spanin complex, o qual tem como produto a
subunidade da membrana interna. O isolado S. enterica SM1 ja teve inclusive a sua
capacidade litica para reducdo da contaminacdo por S. enterica sorotipo Typhimurium em
cama de aviario demonstrada em outro estudo realizado pelo grupo, sendo que a aplicacdo
repetida do fago demonstrou uma reducdo de até 99,9% da contaminacdo bacteriana
(ROGOVSKI et al., 2021).

Apesar da abundancia de dados obtidos na montagem e predicdo gendmica, é valido
ressaltar a enorme quantidade de genes que aparecem descritos como codificadores de
proteinas hipotéticas, que sdo genes desconhecidos que foram preditos nas andlises, 0s quais
representam a maioria dos genes anotados para os virus neste estudo. Fagos liticos podem
chegar a apresentar 50% do seu genoma com genes hipotéticos (PHILIPSON et al., 2018). E
importante ressaltar também que todos 0s genes anotados que se referem a caracteristicas

fisicas poderiam ter tais fenétipos confirmados em analises por microscopia eletrénica.

Vérias informacgdes foram adquiridas pelas analises discutidas aqui, alguns dados
acabam se contradizendo, como exemplo dos genes encontrados em Podoviridae ao mesmo

tempo em que genes para bainha foram anotados também para 0s mesmos isolados. Assim, 0s
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diversos dados obtidos nas predi¢es poderiam ser reafirmados com evidéncias adicionais
colotadas em testes complementares, como visualizacdo por meio de microscopia eletronica,
por exemplo. As evidéncias encontradas neste estudo sugerem fortemente que 0s virus
isolados pertencem a ordem dos virus possuidores de cauda, grupo identificado como
Caudovirales. Dentre os virus que infectam bactérias, o supracitado grupo é o melhor
representado com mais espécies descritas e caracterizados genomica e morfologicamente,
dentro dessa ordem as familias Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae sdo as maiores em
quantidade de espécies, bem como de genomas sequenciados, respectivamente
(ACKERMANN, 2001; DAVIDSON et al., 2011; ZRELOVS, DISLERS & KAZAKS, 2020).

E relevante também destacar que existem discussdes acerca do viés no isolamento de
bacteriofagos, esses vieses tendem a beneficiar a identificacdo de fagos com genoma DNA,
em especial 0s que possuem cauda, e em detrimento dos virus de genoma de RNA (WANG,
2020), o que pode gerar distorcbes na real abundancia ambiental desses virus
(KRISHNAMURTHY et al., 2016).

Kauffman (2018) e sua equipe, por exemplo, relatam em seu trabalho, a identificacao
de uma nova familia de virus isolados de ambientes marinhos, a qual eles chamam de
Autolykiviridae, composta de fagos de dfDNA, sem cauda que infectam bactérias da familia
Vibrionaceae. No estudo os autores relatam caracteristicas nos protocolos que atuavam de
forma negativa no isolamento desses virus, um desses passos € a adi¢cdo de cloroférmio,
substancia utilizada para remover as bactérias e manter apenas 0s virus, no entanto nesse caso,
o0s autores relatam que a utilizacdo do reagente reduzia a capacidade infectiva dos virus de
forma que eles ndo eram detectaveis. Outras caracteristicas dos virus como a baixa densidade
de flutuacdo (provavelmente relacionado a presenca da bicamada lipidica) nas preparacGes de
amostras ambientais, o que influencia em etapas que realizam separacdo por gradiente de
densidade, bem como a necessidade do uso de proteases na extragdo do genoma, S0
caracteristicas que tendem a afetar negativamente a identificacgdo do grupo viral
(KAUFFMAN et al., 2018).

Tabela 7 - Classificacdo funcional das proteinas produzidas pelos genes do fago EASM1.

Funcdes | Gene | Tamanho (Bp)
Estrutura do capsideo

Portal protein B B | 1680

Lise celular

Lysozyme 'R | 504
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Lysozyme RrrD rrD 504
Endolysin A - 630
Antiholin S 225
Reguladores do ciclo replicativo viral e metabolismo do hospedeiro
Exonuclease exo 681
Antitermination protein Q Q 822
DNA primase dnaG 1746

Tabela 8 - Classificacdo funcional das proteinas produzidas pelos genes do fago KPSML1.

Funcdes | Gene | Tamanho (Bp)
Estrutura da cauda

Tail tip protein L L 756
Baseplate tail-tube junction protein - 966
gp54

Baseplate wedge protein gp53 - 591
Baseplate tail-tube junction protein - 1059
gp48

Baseplate hub assembly protein gp28 - 534
Baseplate central spike complex protein | - 1173
gp27

Baseplate wedge protein gp25 - 399

Tail tube protein gp19 - 492

Tail sheath protein - 1821
Tail completion protein gp15 - 819
Neck protein gp14 e 13 - 771,930
Short tail fiber protein gp12 - 1584
Baseplate wedge protein gpll e 10 - 660, 1809
Baseplate protein gp9 9 867
Baseplate wedge protein gp8, 7 e 6 8,7,6 1005, 3099, 1980
Baseplate central spike complex protein | 5 1773

gps

Tail tube terminator protein 3 531

Tail fiber assembly helper protein - 243
Long-tail fiber protein gp36 e 35 - 690,1116
Long-tail fiber proximal subunit - 3870
Fibritin wac 1464
Estrutura do capsideo

Prohead protease 4 561
Head formation protein - 345
Capsid assembly protein Gp31 - 336
Highly immunogenic outer capsid hoc 1131
protein

Capsid vertex protein - 1284
Major capsid protein - 1566
Capsid assembly scaffolding protein - 810
Prohead core protein protease - 639
Prohead assembly protein gp68 - 426
Portal protein - 1575
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Small outer capsid protein

SOC

246

Internal protein 11l

Ipi3

579

Reguladores do ciclo replicativo viral e

metabolismo do hospedeiro

Serine recombinase gin

Gin, Gin_1, Gin_2,
Gin_3

597, 618, 264, 552

DNA gyrase subunit B e A gyrB, gyrA 1368, 1329

Primosomal protein 1 dnaT 768

Thymidylate synthase TD 1, TD 2, 315, 552, 741, 315
thyA 1, thyA 2

Thymidylate synthase 2 thyA2 552

NAD--protein ADP-ribosyltransferase | ModA_1, ModA 2, 486, 624, 603

modA e modB ModB

Sliding-clamp-loader gp44 subunit - 459, 564

Translation repressor protein RegA 369

DNA-directed DNA polymerase - 2697

DNA beta-glucosyltransferase bgt 1077

Recombination and repair protein UVSX 1176

ATP-dependent helicase 41 - 1362

Antitoxin Dmd dmd 183

Protein spackle sp 294

DNA primase - 1032

Ribonucleoside-diphosphate reductase | 14L 1434

large subunit

Ribonucleoside-diphosphate reductase
1 subunit alpha e beta

nrdA_1, nrdA_2,
nrdB_1, nrdB_2

1434, 990, 678, 480

Recombination endonuclease VII - 474
Glutaredoxin e Glutaredoxin-like nrdH 246
protein NrdH

RNA polymerase sigma factor - 558

DNA alpha-glucosyltransferase agt 1203
Exonuclease subunit1 e 2 - 1020, 1641
15 kDa RNA polymerase-binding rpbA 390
protein

DNA polymerase clamp - 687

DNA ligase lig 1464
Thymidine kinase tdk 582
Endonuclease 11 DenA 411

T4 RNA ligase 1 - 1125
Polynucleotide kinase pseT 903
Deoxycytidylate deaminase CD 582
Recombination protein uvsY uvsY 414
ATP-dependent DNA helicase uvsW uvsW _1, uvswW 2 234, 1509
RNA ligase 2 - 1005
Terminase, large e small subunit - 1833, 495
Deoxynucleotide monophosphate 1 726
kinase

Endoribonuclease RegB RegB 462
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Valyl--tRNA ligase modifier VS 348
DNA adenine methylase DAM 780
ATP-dependent DNA helicase dda dda 1320
DNA topoisomerase large subunit - 1368
Protein rll1A riA 2178
Nucleoid disruption protein ndd 444
Anti-restriction endonuclease arn 279
10 kDa anti-sigma factor asiA 273
Ribonuclease H rnh 918
Double-stranded DNA-binding protein | dsbA 270
RNA polymerase-associated protein - 339
Gp33

Single-stranded DNA-binding protein - 906
Intron-associated endonuclease 1 ITEVIR 738
Type 11 restriction-modification system | MOD 2028
EcoPl enzyme mod

Protein Gp59 - 654
DNA adenine methyltransferase yhdJ yhdJ 684, 702
Anaerobic ribonucleoside-triphosphate | nrdD 1818
reductase

Lise Celular

Lysozyme R 495
Lysozyme RrrD RrrD 495
Lysis inhibition accessory protein ritl 249
L-alanyl-D-glutamate peptidase Lys 375
Endolysin E 489
Holin t 657
Antiholin rl 294

3.5 Busca por genes de resisténcia a antibioticos no genoma dos fagos

Objetivando conhecer mais a fundo os isolados, buscou-se pela presenca de possiveis
genes de resisténcia microbiana nos seus genomas. Para esse fim, usou-se a linha de comando
do programa CARD RGI, que usa o banco de dados CARD para predicdo de genes de
resisténcia em arquivos de sequéncias de nucleotideos (MCARTHUR et al., 2013). A Tabela
9 apresenta os resultados das analises de busca por genes de resisténcia a partir dos reads das
amostras sequenciadas, a tabela estd organizada por ordem decrescente do valor de
alinhamento com a sequéncia referéncia. Estudos costumam tracar uma linha de corte para
selecdo das possiveis sequéncias codificadoras de elementos de resisténcia, geralmente, essa
linha de corte aceita genes com 60% de cobertura da sequéncia analisada em relacdo a
sequéncia referéncia no processo de alinhamento e identidade maior ou igual a 80%
(LEKUNBERRI et al., 2017; MOON et al., 2020; SUBIRATS et al., 2016).
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Nas predi¢des por CARD RGI, nas sequéncias do isolado KPSM1 se identificou a
maior quantidade de possiveis genes de resisténcia, 0s quais pertencem as classes de genes:
Estreptogramina,  Diaminopirimidina,  Fluoroguinolona,

Macrolideos, Lincosamida,

Cefalosporina, Glicilciclinas, Cefamicina, Penem, Tetraciclina, Rifamicina, Fenicol,
Triclosan, Cefamicina e Aminoglicosideos. Amostras ditas reservatorios de genes de
resisténcia a antibidticos (genes que podem estar presentes tanto nas bactérias quanto nos
virus que as infectam) possuem grandes cargas de contaminacdo bacteriana, em amostras
provindas de dejetos suinicolas, tais elementos genéticos ali presentes, costumam codificar
para proteinas da classe P-lactamase e de resisténcia a fluoroquinolonas (CALERO-
CACERES, YE, BALCAZAR, 2019; LEKUNBERRI et al., 2017; WANG et al., 2018). Estes
dados véo ao encontro dos resultados obtidos neste trabalho, visto que a maior quantidade de
genes de resisténcia foi encontrada nos isolados de amostras provindas de dejetos de

suinocultura, sendo os anti-B-lactamicos encontrados nesses isolados.

A circulacéo de genes de resisténcia aos antibidticos no ambiente € um problema tanto
para 0s seres humanos quanto para 0S outros animais, visto que a transmissdo destes
elementos para as bactérias pode ocorrer por diferentes mecanismos, dentre 0s quais se
destaca a transferéncia horizontal, no qual os fagos desempenham papel principal (WANG et
al., 2018). Tendo isso em vista se faz necessério tomar todos os cuidados no momento de
caracterizar bacteriofagos dedicados a fagoterapia, a fim de evitar a transmissdo de elementos
indesejados (WEBER-DABROWSKA et al., 2016).

Tabela 9 - Genes de resisténcia encontrados na andalise por CARD RGI.

Isolado Termo ARO Critério | Familia do gene Classe da Mecanismo % %
de droga de Identidade da | Tamanho da
deteccdo resisténcia regido Sequéncia de
correspondente | Referéncia
(Bp)
Modelo Erm 23S Macrolideos, Alteracio
KPSM1 Erm (41) homdlog ribosomal RNA Llncosamlda,_ do alvo do | 3857 135,51
ode methyltransfera | Estreptogrami N
3 antibiético
proteina se na
Modelo Trimethoprim Realocaca
SECF1 homolog resistant Diaminopirim | o do alvo
e SEPL1 dfrE ode dihydrofolate idina do 33,33 110,37
proteina reductase dfr antibiético
KPSM1 dfrA9 Modglo Trl_methoprlm !Dl_amlnoplrlm Realocaca 29 82 109,04
homdlog resistant idina o do alvo
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ode dihydrofolate do
proteina reductase dfr antibiotico
Modelo Re5|star_1ce—
homdlog npdu!atlon-cell aminocoumar Efluxo de
SM1 mdtB division (RND) | . S 25,64 103,17
ode S ina antibiotico
. antibiotic efflux
proteina
pump
Major
Modelo facilitator
: homdlog | superfamily . . Efluxo de
SM1 ber-1 o de (MFS) Biciclomicina antibistico 38,26 100,00
proteina antibiotic efflux
pump
Clostridioides
gz)f;lfcelrlfir?gyrB (l;/éodelo Fluoroquinolon Fluoroquinolo Alteracao
KPSM1 . . . do alvo do | 24,91 99,22
resistance to proteina eresistantgyrB | na N
. . antibiotico
fluoroquinolones variante
Fluoroquinolo
na,
Cefalosporina
Modelo Resistance- :
homolo nodulation-cell Glicilciclinas, Efluxo de
KPSM1 | AcrS o de 9 | division (RND) | Cefamicina, ativictics | 5354 98,64
. antibiotic efflux | Penem,
proteina A
pump Tetraciclina,
Rifamicina,
Fenicol,
Triclosan
Modelo ReS|star_1ce— Fluoroquinolo
homélog nodulation-cell na, . Efluxo de
KPSM1 acrE division (RND) | Cefalosporina o 75,53 98,44
ode S . antibiotico
. antibiotic efflux | , Cefamicina,
proteina
pump Penem
Escherichia coli
fabl mutations
. Modelo &
conferring de Antibiotic Isoniazida Alteragao
SEPL1 resistance to . . ! ' do alvo do | 27,06 95,80
L proteina resistant fabl Triclosan S
isoniazid and - antibidtico
. variante
triclosan
Major
facilitator
Modelo superfamily Macrolideos,
homolog (MFS) Fluoroquinolo | Efluxo de
SM1 evgA o de antibiotic efflux | na, Penem, | antibi6tico 26,52 9,10
proteina pump, Tetraciclina
resistance-

nodulation-cell
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division (RND)
antibiotic efflux
pump

Modelo Lo
homolo Ole Inativacéo
KPSM1 olel o de g glycosyltransfe Macrolideos de 30,0 92,22
oroteina rase antibiético
Modelo Inativacéo
homolog CAU beta- | Carbapenémi
SM1 CAU-1 o de lactamase cos, Penem de 27,18 88,24
proteina antibiotico
Clostridioides
KPSML, | difficile gyrB (';QOdEIO Fluoroquinolon | Fluoroguinolo Alteracao
SicE:ElLl ?:Sr;:ggggto proteina e resistant gyrB na gr?tiatljlivc’)?igg 29,13 7143
fluoroguinolones. variante
Mycoplasma
genitalium parC l(;/lodelo | inol | inol Alteracao
KPSM1 mutations confers € F uoroguinolon Fluoroguinolo do alvo do | 24,89 56,59
resistance to proteina € resistant parC ha antibiotico , l
Moxifloxacin variante
Salmonella
enterica gyrA Modelo Alteracio
SEPL1 conferring de Fluoroguinolon Fluoroquinolo do alv% do | 27.78 50.46
resistance to proteina e resistant gyrA | na R ' :
. . antibiotico
fluoroquinolones variante
Modelo ATP-binding
de cassette (ABC) . Efluxo de
SM1 macB proteina antibiotic efflux Macrolideo antibiotico 343 36,65
variante pump
Modelo AAC (6%) N
homélogo Aminoglicosi Inativagao
KPSM1 AAC(6)-1b8 de deo de 80,0 18,67
proteina antibiotico
Modelo Re5|star_10e- Fluoroquinolo
de nodulation-cell na, . Efluxo de
KPSM1 AcrF . division (RND) | Cefalosporina o 81,03 6,09
proteina S . antibiético
. antibiotic efflux | ,Cefamicina,
variante
pump Penem
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4 CONCLUSAO

e Foram isolados 5 bacteriofagos, 3 destes possuem capacidade de infectar Salmonella
enterica serovar Typhimurium, 1 infectou Enterobacter aerogenes e outro Klebsiella

pneumoniae;

e Os resultados da montagem genémica sugerem que todos os bacteri6fagos isolados

pertencem a ordem Caudovirales, familias Siphoviridae e Myoviridae.

e Um gene codificador de integrase foi anotado para o fago SEPL1, o que restringe a
utilizacdo desse fago para fins liticos, uma vez que possui putativa capacidade

integrativa em genoma bacteriano;

e As analises via CARD RGI identificaram diversos possiveis genes de resisténcia com
diferentes valores de identidade e cobertura em relacdo as sequéncias dos isolados. O
gene acrkE apresentou similaridade com as sequéncias dos bacteridéfagos, acima da

linha de corte utilizada na literatura.

Em suma, os isolados com capacidade litica, que ndo demonstraram elementos de
resisténcia, nem genes codificadores de proteinas controladoras do ciclo lisogénico, sendo 0s
isolados Salmonella enterica phage SM1 e Salmonella enterica phage SECF1 os melhores
candidatos com essas caracteristicas, para 0 uso no controle de enterobactérias da pecuéria
brasileira. Para isso, a realizacdo de estudos que busquem ampliar a caracterizagéo e entender
0 comportamento dos virus isolados neste trabalho, quando aplicados em situacdes diversas,
aliado a caracterizacdo realizada e relatada nesta monografia, servem de base para a

formulacdo de um possivel coquetel bacteriologico para aplicacdes especificas.
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Abstract: Bacteriophages have been known for over a century, its application for the
treatment of animal infections, known as phage therapy, was also suggested by one of its
discoverers, Félix d’Herelle, in the first half of the twentieth century. About the late 40’s the
study on phage therapy declined due to the discovery and widespread use of the antibiotics,
but in some regions, specially in Georgia, at the time part of the territory of the Soviet Union,
its study continued. Currently, several bacteriophage applications have already been
suggested, as a treatment for humans, animals and environmental infections, as an agent
against biofilms, antibiotic delivery and many more. For the treatment of infections, both in
the environment and in organisms themselves, the use of cocktails containing several species
of bacteriophages tends to be the most promising. This chapter will introduce to the reader the
bacteriophages, the history of its discovery and early studies, main characteristics and their
diversity, as well as approach the state of the art in research using bacteriophages in different
environments, highlighting their advantages and limitations.



