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RESUMO

TEIXEIRA, Jonas da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Variabilidade e especificidade de bacteriofagos intestinais de bezerros
saudaveis e diarreicos. Orientadora: Poliane Alfenas Zerbini.

Apesar dos avancos na disponibilidade de vacinas e na otimizacao da transferéncia
de imunidade passiva pela colostragem, a diarreia neonatal ainda é, atualmente, a
doenca de muito impacto na criagao bovina no mundo, sendo a doenga com maior
indice de morbidade e mortalidade em bezerros de até trinta dias de idade. As
causas da doenca ndo sao facilmente reconhecidas e, portanto, ndo séo
eficientemente combatidas, caracterizando-se por uma enfermidade de causa
multifatorial. Dentre estas causas incluem fatores nutricionais, fisiolégicos,
ambientais e de manejo, além de diversos microrganismos como protozoarios,
bactérias e virus. O tratamento convencional se baseia no suporte (fluidoterapia
intravenosa e oral) e no uso de antibiéticos, devido a alta prevaléncia de diarreias
causadas por Escherichia coli. Tais infeccbes geralmente ndao sao tratadas
satisfatoriamente devido a resisténcia bacteriana aos antibiéticos ou a distribuigao
inadequada do mesmo no sitio de agdo, sendo que seu uso em diarreias néo
bacterianas pode ainda piorar 0 quadro por supressdo da microbiota comensal, o
que favorece a multiplicacdo de outros micro-organismos como leveduras e
protozodrios. Estudos recentes mostraram que o0s bacteri6fagos sédo os
microrganismos mais abundantes e diversos, 0 que sugere que possam ter um
impacto significativo na modelagem da microbiota intestinal. Entretanto, seu papel
na modulagdo da dindmica microbiana em bovinos neonatos ainda nao foi
estudado. Na busca de um melhor entendimento das complexas interagbes entre
os diversos microrganismos presentes no ambiente intestinal, bem como a relagéo
da dindmica da diversidade microbiana e o estado saude/doenca, este trabalho
teve como objetivo estudar a diversidade de bacteriéfagos liticos e lisogénicos e
sua interacdo com bactérias normalmente encontradas no ambiente intestinal em
bezerros saudaveis e diarreicos. Os resultados mostraram que em animais
diarreicos existe maior presenca de bacteri6fagos em multiplicacédo litica, enquanto
que em animais sadios, predominam virus em ciclo lisogénico. Animais doentes
apresentam microbiota bacteriana mais diversa, enquanto animais saudaveis



apresentam uma microbiota mais homogénea. Cinco virus liticos foram isolados,

sendo quatro provenientes de amostras de animais doentes e um de animais



sadios. Estes isolados foram caracterizados segundo a natureza de seus genomas,
morfologias e gama de hospedeiros. Todos o0s virus isolados apresentam gama de
hospedeiros distintas, com virus podendo infectar somente a hospedeira de
isolamento, até virus podendo infectar diferentes espécies bacterianas. A

caracterizacdo morfologica e molecular pdéde agrupar os isolados na ordem
Caudovirales.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Jonas da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2019.
Variability and specificity of intestinal bacteriophages from healthy and
diarrheic calves Advisor: Poliane Alfenas Zerbini.

Despite the advances in the availability of vaccines and in the optimization of
passive immunity by feeding with colostrum, neonatal diarrhea is still the disease
with the greatest impact on cattle breeding in the world, being the disease with the
highest morbidity and mortality rate in calves up to thirty days of age. The causes of
the disease are not easily recognized and, therefore, are not efficiently combated,
being characterized by a multifactorial cause disease. These causes include
nutritional, physiological, environmental and management factors, as well as
several microorganisms such as protozoa, bacteria and viruses. Conventional
treatment is based on support (oral and intravenous fluid therapy) and antibiotic use
due to the high prevalence of diarrhea caused by Escherichia coli; however, such
infections are generally not treated satisfactorily due to bacterial resistance or
inadequate antibiotic local distribution, and its use in non-bacterial diarrhea can
further worsen the situation by suppressing the commensal microbiota, which favors
the multiplication of other microorganisms such as yeasts and protozoa. Recent
studies have shown that bacteriophages are the most abundant and diverse
microorganisms that make up the intestinal microbiota, suggesting that they may
have a significant impact on shaping intestinal microbiota. However, its role in the
modulation of microbial dynamics in neonates has not been studied. In the search
for a better understanding of the complex interactions between the various
microorganisms present in the intestinal environment, as well as the relation of the
dynamics of microbial diversity and health / disease status, this work aim to study
the diversity of lithic and lysogenic bacteriophages and their interaction with bacteria
normally found in the intestinal environment in healthy and diarrheic calves. The
results showed that in diarrheic animals there is a greater presence of
bacteriophages in Iytic multiplication, whereas in healthy animals, viruses
predominate in the lysogenic cycle. Sick animals have a more diverse bacterial
microbiota, while healthy animals have a more homogeneous microbiota. Five lytic
viruses were isolated, four from diseased animal samples and one from healthy

animals. These isolates were characterized according to the nature of their



genomes, morphologies and host range. All viruses isolated have a range of distinct
hosts, with viruses that can infect only the host host, even viruses that can infect

different bacterial species. The characterization can group the isolates in the order
Caudovirales.



1. INTRODUCAO GERAL

A diarreia é considerada uma das doengas de maior importancia que
acometem o0s bovinos neonatos, sendo considerada a principal causa de
morbidade e mortalidade em animais jovens (UETAKE, 2013). Estima-se que 75%
das mortes em animais leiteiros jovens até a idade do desmame seja causada por
esta enfermidade (YIMER; BIRHANU, 2015), o que resulta em significativas perdas
econdmicas devido aos custos com profilaxia e tratamento, aumento da
susceptibilidade dos animais a patdégenos oportunistas, retardo no ganho de peso e
obitos (RADOSTITS, O. M., GAY, C. C., HINCHCLIFF, K. W., 2007). Os custos
relativos a saude animal representam 3,1% do total de custos para criagdo de um
animal leiteiro até o primeiro parto, sendo este valor atribuido, em grande parte, a
diarreia, infec¢des umbilicais e pneumonias (MOHD NOR et al., 2012).

O sinal clinico para diagnéstico de diarreia é a eliminagdo de fezes de
consisténcia aquosa ou pastosa que é visualizada no perineo e/ou cauda do animal
sujos com fezes (FAGUNDES et al., 2014). A presenca de um agente isolado ndo é
comprovante de sua etiologia no surgimento da doenca, entretanto, é necessario o
envolvimento de algum agente para que ela ocorra. Os animais em sistemas de
producdo sdao manejados em rebanhos, ou seja, submetidos a condicbes de
estresse ambiental, nutricional e social semelhantes, e igualmente expostos aos
microrganismos que sao ubiquos a ambientes de criacdo bovina, sendo estes os
fatores que caracterizam a complexidade da instalacdo e manutencdo da
enfermidade nos rebanhos (WINDEYER et al., 2014).

O diagnéstico etiolégico desta enfermidade se torna um desafio uma vez que
diversos sdo os fatores envolvidos nas causas da mesma. Portanto, caracteriza-se
por uma sindrome de causa multifatorial, destacando-se além da influéncia
ambiental, manejo, fatores fisiolégicos e nutricionais, o envolvimento de varios
agentes infecciosos (YIMER; BIRHANU, 2015). Dentre estes, os mais comumente
encontrados sdo bactérias (Escherichia coli e Salmonella enterica), protozodrios
(Eimeria spp e Cryptosporidium parvum) e virus (Rotavirus e Coronavirus), sendo o
ultimo, geralmente o agente etiol6gico primario(CHAGAS, 2015).

S. enterica serovar Typhimurium e Dublin sdo a causa comum de diarreia

em bovinos, principalmente em idade menor do que trés semanas. Estes animais



infectados servem como fonte de zoonose por meio da contaminacdo da
alimentacao ou contato direto (CHO; YOON, 2014). Apesar de sua relevancia,
pesquisas apontam caréncia no estudo dos agentes etiolégicos envolvidos,
sugerindo a participacdo de muitos outros agentes na maioria das vezes
negligenciados. Dentre estes agentes incluem-se bactérias como Clostridium
perfringens e virus dos géneros Pestivirus, Torovirus, Nebovirus e Norovirus (CHO
et al., 2013).

Escherichia coli pode ser classificada em seis grupos patogénicos de acordo
com diferentes fatores de viruléncia: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica, E. coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli
enteroagregativa e E. coli enterohemorragica (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
Entre estas bactérias, a mais comum nas diarreias de bezerros é a ETEC que
produz os antigenos de adesdo K99 (comumente conhecida como E. coli K99 +) e
enterotoxina termoestavel (NATARO; KAPER, 1998). E importante salientar que
quando a triagem para isolamento tem como foco a identificacdo das cepas K99 +,
outras cepas de E.coli que geralmente sao identificadas pela histopatologia podem
ser perdidas. Bezerros neonatos sdo mais susceptiveis a infecgcdo por ETEC
durante os primeiros 4 dias ap6s o0 nascimento e desenvolvem diarreia aquosa se
infectados (FOSTER; SMITH, 2009),(FOSTER; SMITH, 2009).

Apébs a ingestdao, ETEC expressa o antigeno K99 para adesdo ao epitélio
intestinal, multiplicando-se nos enterécitos das vilosidades intestinais. A porcao
distal do intestino delgado apresenta o ambiente ideal para colonizacao por ETEC
devido ao baixo pH (menos de 6,5). A atrofia das vilosidades devido a perda de
células infectadas e danos a lamina prépria sdo comumente observadas no
intestino delgado afetado (FRANCIS; ALLEN; WHITE, 1989). Ap6s a colonizacao
do epitélio intestinal, a produgédo da toxina termoestavel produzida por ETEC eleva
a secrecao de cloreto no intestino. Isso promove a saida de agua por osmose para
o limen intestinal e leva ao desenvolvimento de diarreia secretora em bezerros.
Alguns sinais clinicos podem das pistas do possivel agente etiolégico. Infeccdes
causadas por E.coli por exemplo, comumente observa-se animais com
temperatura normal ou elevada, anorexia, desidratacdo, abdémen projetado para o
dorso e olhos fundos, diarreia profusa pastosa a liquida, com odor fétido e
coloragdo amarelada a esbranquigada, podendo haver ainda, presenga de muco ou



sangue, com alto indice de letalidade a depender da cepa envolvida (COURA;
LAGE; HEINEMANN, 2014).

O tratamento convencional usado nos casos de diarreia baseia-se, além do
suporte (fluidoterapia) e mudancas de manejo (melhorias no status sanitario do
setor de cria, separagao precoce do bezerro da mée e aleitamento por mamadeira),
no uso de antibidticos. Entretanto, a falha do tratamento frequentemente ocorre
devido a resisténcia bacteriana ou a distribuicdo inadequada do antibiético no sitio
de acao, resultando em concentragdes terapéuticas insuficientes para matar as
bactérias no lumen intestinal. O uso de antibidticos em diarreias ndo bacterianas
pode piorar 0 quadro por supressao da microbiota normal, o que pode favorecer o
crescimento de outros micro-organismos como as leveduras e protozoarios
(BLANCHARD, 2012).

Diarreias geralmente ndo sao tratadas satisfatoriamente pela terapia com
antibidticos para eliminagdo da doenga ja existente ou para prevenir o
estabelecimento de infecgdo crénica. Na América latina, as espécies multi-
resistentes mais perigosas sdo conhecidas como ESKAPE: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli (KERRO DEGO; VAN DIJK; NEDERBRAGT, 2002).
Dentre as bactérias citadas acima, ndo ha relatos de infeccao intestinal causada
Pseudomonas aeruginosa. A utilizacao de bacteriéfagos como ferramenta real no
controle de patégenos tem atraido o interesse de um consideravel numero de
pesquisadores nos ultimos anos, devido a emergéncia das bactérias resistentes a
antibiéticos  (KUTATELADZE; ADAMIA, 2010)(CONNERTON;  TIMMS;
CONNERTON, 2011).

Bacteriéfagos sao virus que infectam bactérias, sendo sua natureza geral
similar a outros virus. Eles consistem de um &cido nucléico envolto por uma capa
proteica (capsideo), podendo ou nao estar envolvido por um envelope lipoproteico.
Os grupos de bacteriéfagos sao variados, com virus com genomas de DNA e RNA,
com diferentes morfologias e tamanhos. 96,3% dos bacteri6fagos isolados séo
pertencentes as familias Syphoviridae, Podoviridae e Myoviridae, todos fagos
caudados, incluidos na ordem Caudovirales (ACKERMANN; PRANGISHVILI,
2012).

Nos ultimos anos a visdo que se tém sobre a real diversidade e abundancia



da virosfera tém sido modificada e ampliada drasticamente. Isso se deve ao fato de
que, enquanto a principal forma de identificacdo de virus era seu isolamento e
cultivo, atualmente, a forma de deteccao é feita por meio de analises de
sequéncias metagendmicas. No que se refere aos bacteriéfagos, essa nova
abordagem tém mostrado que virus previamente nao detectados, ou que eram
considerados raros, sdo na verdade, importantes componentes do viroma global
(YUTIN et al., 2018).

Quanto as estratégias de multiplicacdo, os bacteri6fagos tambéem
apresentam mecanismos variados. Apos o reconhecimento de algum receptor
externo do hospedeiro e entrada na célula, o fago pode integrar em seu
cromossomo, se multiplicando quando este se divide, configurando o ciclo
lisogénico. Contrariamente, o fago pode usar a maquinaria do hospedeiro para
sintetizar suas proteinas e replicar seu genoma, produzindo uma progénie de
particulas que culmina com a lise celular, neste caso, trata-se do ciclo litico. De
forma intermediaria, no ciclo pseudolisogénico, o fago nao replica seu genoma nem
se integra, permanecendo de forma instavel no citoplasma (Figura 1) (FEINER et
al., 2015).

Os bacteriofagos estédo presentes em todos os ambientes, podendo ser
isolados do solo, da agua, do fundo do oceano, assim como do corpo de animais.
Sabe-se que os bacteriéfagos sdo 0s microrganismos mais abundantes no
ecossistema gastrointestinal e junto com as bactérias hospedeiras sdo um
importante componente desta microbiota (SORDI; LOURENC, 2019)20]. Eles
podem impactar na diversidade bacteriana por lise da célula hospedeira, por meio
da integracdo no genoma e modulagédo fenotipica da célula, e como agentes de
transferéncia horizontal de genes (pelo mecanismo de transducao) entre células
microbianas (STERN; SOREK, 2011).

Estudos sobre a diversidade e dindmica da microbiota intestinal humana e
suas interacdes neste ecossistema tém associado este tema a fungdes vitais nos
sistemas digestério, imune e nervoso (SORDI; LOURENC, 2019). Na area
veterinaria, o tema da diversidade e dindmica microbiana intestinal também tem
ganhado interesse, uma vez que diversas sdo as evidencias de que este complexo
microbioma desempenha uma func¢ao crucial no desenvolvimento imunolégico e,

consequentemente, na saude dos bezerros neonatos.
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Estes trabalhos estdo voltados, em sua grande maioria, para a microbiota
bacteriana, com foco em manejo e componentes da dieta (MALMUTHUGE;
GRIEBEL; GUAN, 2015; MALMUTHUGE; GUAN, 2017; UYENO; SHIGEMORI;
SHIMOSATO, 2015). A influéncia dos bacteri6fagos nas populagdes microbianas
neste ecossistema ainda é pouco estudada.

Além disso, modelos da dinamica de interacéo entre os fagos e a microbiota
intestinal humana, mostraram que existe uma predominancia de virus em lisogenia
em individuos saudaveis, o que favorece a diversificagdo desta microbiota,
enquanto que em individuos em disbiose, predominam virus em ciclo litico, embora
neste caso, 0 mecanismo subjacente ainda seja desconhecido (MIRZAEI,
MAURICE, 2017; SHKOPOROQOV; HILL, 2019). Tomados em conjunto, estes dados
nos levaram a questionar se, no caso da patologia veterindria em questéo, este
padrdo também poderia ser observado.

Neste trabalho, foi avaliada a predominancia entre ciclo litico ou lisogénico
de bacteriéfagos presentes em fezes de animais sadios ou acometidos por diarreia.
Foram isolados e caracterizados cinco bacteriéfagos liticos, com base na natureza

de seus genomas, morfologia e gama de hospedeiros.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta de amostras

Foram coletadas amostras fecais diretamente do reto de sete bezerros, trés
sadios e quatro com diarreia. Os animais foram escolhidos de acordo com a idade,
entre 1 e 12 dias, e que nao foram tratados com qualquer medicamento (Tabela 1).
A amostra foi coletada com uso de luvas descartaveis e, imediatamente
transferidas para um tubo falcon esteril de 50 mL, que foi acondicionado em caixa
isotérmica com gelo. As amostras coletadas foram mantidas a 4°C.

Tabela 1. Amostras fecais coletadas de animais pertencentes ao setor de
Gado de Leite da UFV.

Identificacao Tipode Idade FC FR Temperatura Diagnodstico
do animal Criacao (dias) (bpm) (mpm) (°C)
8013 Leite 12 120 42 39,1 Sadio*
8014 Leite 12 160 64 38,8 Sadio*
8015 Leite 7 120 40 38,7 Diarreico
8016 Leite 2 120 44 39,8 Diarreico
8018 Leite 3 140 100 39 Diarreico
8019 Leite 3 122 80 39,4 Diarreico
8020 Leite 1 128 100 38,9 Sadio*

*Critério de avaliagdo usado foi auséncia de sinais clinicos caracteristicos de diarreia.

2.2. Cultivo dos isolados de bactérias

Isolados de E. coli foram cultivados em caldo Luria Bertani (LB) a 37°C,
Salmonella enterica em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C, e Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus casei, Lactobacillus amylovorus, Enterobacter clocae e
Lactococcus lactis foram cultivados em Caldo MRS a mesma temperatura. Todos
os isolados foram ativados duas vezes, utilizando-se 10 pL da cultura estoque a -
80°C em 1 mL do meio de cultura apropriado, e incubados nas mesmas condi¢cdes
acima, por 24 horas. O isolado de Escherichia coli MM 293 (MESELSON; YUAN,
1968) foi obtido a partir da cole¢do de culturas do Departamento de Microbiologia
da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os isolados E. coli ATCC® 29214™ S,
enterica serovar Typhimurium ATCC® 13311™, S. enterica ATCC® 14028™, S.
enterica serovar Choleraesuis, ATCC® 12011™, S. enterica subsp. arizonae
ATCC® 13314™_  S. enterica serovar Enteriditis ATCC® 13076™, S. enterica



serovar Pullorum ATCC® 9120™, S. enterica serovar Enteriditis PT4 578,
Salmonella F12, L. delbrueckii, L. casei, L. amylovorus, E. clocae e L. lactis, foram
gentiimente cedidos pela Professora Maria Cristina Dantas Vanetti, do
Departamento de Microbiologia, Laboratério de Microbiologia Industrial da UFV.

2.3. Analise do perfil das comunidades bacterianas por DGGE

Para analisar os perfis de comunidades bacterianas foi realizado DGGE
(Denaturing gradient gel electrophoresis). Uma amostra de 0,1g de fezes de animal
sadio (8013) e doente (8018) foi submetida a extragcdo de DNA pelo kit DNeasy
PowerSoil Kit (Qiagen) seguindo recomendagdo do fabricante. O DNA extraido foi
submetido a amplificacdo por PCR utilizando o par de primers (27F 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'; 1492R  5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3)
especificos para o gene que codifica a regiao 16S rRNA do Dominio Bacteria. Em
seguida, foi realizada uma segunda reacao para amplificacdo de um fragmento de
180 pb utilizando o par de primers 968F — 5-AACGCAAGAACCTTAC-3' com
cauda CG na regidgo &5 (5-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGG
GCGGGGGCACGGGGGG-3') e 1392R — 5-ACGGGCGGTGTGTAC-3’ (NIELSEN
et al.,, 1999), especificos para os genes que codificam a regido 16S rRNA do
Dominio Bacteria. As reacdes de PCR foram realizadas como descritas por
Rodrigues (2012). Cinco microlitros dos produtos amplificados foram analisados em
gel de agarose 1,5%, para verificagdo do tamanho dos amplicons, utilizando padrédo
de peso molecular 1 kb. Os géis foram corados com brometo de etideo (1 ug mL-1)
e visualizados sob luz UV. Confirmada a presenca de produtos de PCR pela
eletroforese em gel de agarose, estes foram submetidos a técnica de DGGE,
conforme descrito por (MUYZER; WAAL; UITIERLINDEN, 1993). Para determinar a
similaridade genética entre as amostras, os padrées de bandas foram analisados
pelo programa BioNumerics versao 5.1 (AppliedMaths®, Belgium). O dendograma
para a andlise da similaridade genética entre as cepas foram realizados pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Groupusing Mathematical Average Taxonomy),
utilizando-se o coeficiente de Dice-Sarensen, com otimizacao e tolerancia de 1,5%.
O dendograma para analise de diversidade foi gerado utilizando o pacote Vegan do
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2006). Foram utilizados os

estimadores ndo-paramétricos de riqueza de espécies Chao 1, equitabilidade de



Pulou e diversidade de Simpsom.

2.4. Enriquecimento para virus liticos ou lisogénicos

Um pool de dois gramas de fezes de animais sadios ou doentes foram
ressuspendidas em 10 ml de MgSO4 (20 Mm) e 45 mL de caldo APT (SAMBROOK;
W RUSSELL, 2001) sendo incubadas por 6 horas a 37 °C. Apés o tempo de
incubacao, a inducdo do ciclo litico foi realizada segundo (SEKULOVIC et al.,
2014). 20 mL desta mistura foram pipetados sobre placas de agar APT e incubadas
em atmosfera anaerdébica por 4 h. As bactérias foram entdo expostas a luz
ultravioleta (302 nm) por 10 segundos e cobertas com agar semissélido fundido e
resfriado a 55°C, contendo uma cultura isca previamente incubada por 12 horas.
Apés incubacao por 12 horas sob condicées anaerdbicas, uma zona de limpeza no
tapete bacteriano foi indicativa de indugdao de fagos e posterior propagagao na
estirpe de teste.

As amostras induzidas e n&o induzidas, foi adicionado NaCl 1M, seguido de
centrifugagdo a 11.000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido
para um novo tudo e adicionado de 10% de Polietilenoglicol (PEG) 8.000 (p/v),
seguido de incubacéo a 4 °C por 3 dias. As amostras foram entdo centrifugadas a
11.000 g por 30 minutos a 4 °C e o centrifugado contendo as particulas virais foi
ressuspendido em tampao SM (0,1 M de NaCl, 0,01 M de MgS04.7H20, 50 mL de
Tris-HCI 1M, pH 7,5, 5 mL de gelatina 2 % e H20 qg.s.p 1 L) (SAMBROOK; W
RUSSELL, 2001).

2.5. Deteccao de placas de lise

Para o ensaio de placa de lise foram utilizados como isolados iscas o0s
isolados bacterianos listados no item 2.2.

Uma aliquota de 500 yL da cultura bacteriana fresca incubada por 12 horas,
foi misturada com 3 mL de meio semissélido apropriado, fundido e resfriado a 55
°C. Apos agitacdo manual, a mistura foi despejada em placas de cultura contendo
meio sélido apropriado onde foram mantidas a temperatura ambiente. Apds
solidificagdo do meio, 5 UL de suspensao de bacteridéfagos (obtida como descrito no
item 2.4) foi pipetada cuidadosamente sobre a superficie. As placas foram entdo



incubadas por 12 horas em estufa, sob temperatura de 37°C. A observacao de
placas de lise na superficie do meio serviu como indicativo da presenca de virus

em ciclo litico.

2.6. Isolamento e propagacao de bacteriéfagos a partir de placas de lise

As culturas bacterianas usadas como hospedeiras para os bacteri6fagos
foram cultivadas em meio apropriado e, uma aliquota de 500 pL foi retirada apos
incubacgao por 12 horas e inoculada em 5 mL de caldo estéril, junto com placas de
lise individuais cuidadosamente recortadas (item 2.5). Seguiu-se de incubacgéo a
37°C por 12 horas. Ap6s este periodo, foram adicionados cloroférmio e NaCl,
respectivamente com concentracoes finais de 10 % (v/v) e 1 M. As amostras foram
incubadas em repouso a 4°C por 1 hora, e ap0s este periodo, procedeu-se a
centrifugacao (5.000 g, 20 minutos, 4°C), sendo o sobrenadante cuidadosamente
recolhido, filtrado em membranas de 0,22 um e transferido para novos tubos. O

processo foi repetido trés vezes para garantir a aus6encia de mistura de virus.

2.7. Titulacao de bacteriofagos

Para a titulacdo dos bacteriéfagos propagados, foram realizadas diluices
seriadas decimais (10" a 10”) do estoque viral em tampao SM. Uma aliquota de
100 pL de cada uma das diluigdes foi misturada com o mesmo volume de cultura
bacteriana incubada overnight a 37°C. A mistura foi entdo adicionada ao meio
semissélido apropriado para cada espécie bacteriana, fundido e resfriado a 55°C e
vertido em placas de Petri contendo meio sélido, e incubados em estufa sob
temperatura de 37°C. No dia seguinte, o numero de placas de lise foi contado e o
titulo de bacteriofagos expressos em unidades formadoras de placas de lise
(UFP/mL)

2.8. Analise morfolégica por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)



Uma aliquota de 5 pL de cada isolado viral, concentrada por
ultracentrifugacao a 36.000 rpm por 2 horas em colchdo de sacarose a 20%, foi
aplicada sobre uma tela de microscopia eletrénica (grid) de 200 mesh, previamente



coberta com Formvar®. Apds 5 minutos de incubagéo a temperatura ambiente, as
particulas virais aderidas foram contrastadas com acetato de uranila 2 % (p/v) por
20 segundos. As telas foram submetidas a visualizagdo utilizando o microscépio
eletrdnico de transmissdao (Zeiss EM 109 TEM) no Ndcleo de Microscopia e
Microandlise da UFV (NMM).

Para analise da morfologia viral foi utilizado o software ImagedJ (Rasband, W.
S., Imaged, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA), sendo
estimado o didmetro do capsideo e comprimento da cauda. Apés esta anélise, os
fagos foram classificados em suas respectivas familias, tendo como referéncia o
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)(KING et al., 2012). Foram

analisadas 2 imagens em diferentes aumentos para cada isolado viral.

2.9. Extracao de material genético viral

O purificado viral foi tratado com DNAse e RNAse previamente a extracao de
acidos nucléicos totais, para isso, 1 mL de purificado viral foi misturado com 2 uL e
DNAse | (Promega) e 10 ug/mL de RNAse-A (Sigma-Aldrich), em uma
concentracao final de 1x. As amostras tratadas foram utilizadas para extracdo de
acido nucleico total como descrito por Sambrook e Russell (2001), e a qualidade do
DNA foi analisada em gel de agarose 0,8%.

2.10. Analise da natureza e tamanho dos genomas virais

A andlise da natureza dos genomas viras foi realizada por digestdo do
material genético extraido conforme item 2.9. O acido nucleico extraido foi tratado
com as enzimas S1 nuclease, DNAse | (Promega) e RNAse-A (Sigma-Aldrich), em

uma concentracao final de 1x..

O tamanho dos genomas virais foi estimado por Eletroforese em gel de
agarose 1 % com tampéao TBE 0,5 X (TBE 1 X: Tris 0,89 M, borato 0,89 M e EDTA
0,02 M) a 14 °C por 15 horas, com uma voltagem de 6 V/cm e tempo de pulsacao
variando de 1 a 5 segundos. O gel foi analisado apds coloracao por brometo de



etidio 0,5 pg/mL e visualizado sob luz ultravioleta. Foram utilizados como

marcadores de peso molecular, o concatamero obtido do fago lambda (Lambda



PFG Ladder, 50-1.000 kb, New England Biolabs) e o DNA do fago Lambda cortado
com a enzima Hindlll (Promega).



3. RESULTADOS

3.1. Analise do perfil das comunidades bacterianas por DGGE

A andlise do perfil das comunidades bacterianas por DGGE revelou existirem
diferengcas entre as comunidades bacterianas de animais sadios e diarreicos.
Utilizando o método UPGMA- Sorensen-Dice (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages) foi possivel observar que existe uma distancia de 60%
entre as amostras. O agrupamento das triplicatas proximas entre si, 100% de
similaridade, reforca a confiabilidade do ensaio (Figura 2A). As analises de
diversidade revelaram haver grupos bacterianos exclusivos em cada amostra além
de diversos grupos que sao compartilhados em diferentes graus de abundéancia
(FIGURA 2B). Aléem disso, a mostra de animal sadio se mostrou ligeiramente

menos diversa em relacdo a amostra de animal doente.
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Figura 2. (A) Dendograma de Analise de Agrupamento (UPGMA, Dice-
Sorensen) de amostra de animal sadio 8013 (S) e diarreico 8018 (D). (B)
Dendograma de analise de indices de diversidade. R1, R2 e R3 se referem as
replicatas de uma mesma amostra.

3.2. Deteccao de virus liticos e lisogénicos e isolamento viral

Foram isolados 4 bacteriéfagos utilizando-se Escherichia coli como isca,
enquanto que para S. enterica foi isolado um bacteriéfago, sendo todos eles
provenientes de amostras fecais ndo induzidas. Trés dos bacteriéfagos de E. coli e



o isolado de Salmonella, sao oriundos de amostras fecais de animais doentes,
enquanto apenas um virus isolado foi proveniente de animal sadio (Tabela 2). Para
as demais espécies bacterianas avaliadas neste estudo, ndo foram isolados virus

liticos ou lisogénicos.

Tabela 2. Bacteriéfagos liticos isolados

Isolado viral  Tipo de amostra Hospedeiro isca utilizado

EcoVD1 Animal diarreico Escherichia coli ATCC 29214
EcoVD2 Animal diarreico Escherichia coli ATCC 29214
EcoVD3 Animal diarreico Escherichia coli MM 293
EcoVSi1 Animal sadio Escherichia coli MM 293
SenVD1 Animal diarreico Salmonella enterica subsp.

arizonae (CT) ATCC 13314

Nas culturas de E. coli ATCC 29214 e S. enterica ATCC 13314, poucas
placas de lise foram observadas em amostras induzidas provenientes de animais
doentes, enquanto naquelas de animais diarreicos, toda a area da gota se
apresentava lisada. Nas amostras ndo induzidas, sé foi possivel visualizar lise
naquelas provenientes de animais doentes (Figura 3).

De forma semelhante, as hospedeiras E. coli MM 293 e S. enterica ATCC
12011, revelaram um alto grau de inducao das amostras tanto de animais doentes
quanto sadios, enquanto para amostras ndo induzidas, foi observado um maior
grau de lise naquelas provenientes de animais doentes (Figura 3).

Ja nas as iscas L. casei e L. amylovorus, nenhum sinal de lise foi observado
nos tratamentos n&o induzidos, tanto para amostras de animais diarreicos quanto
para animais sadios. Por outro lado, graus semelhantes de indugdo foram
observados tanto para animais sadios quanto diarreicos (Figura 3).

Similarmente, nas iscas E. clocae e S. enterica ATCC 14028, nenhum sinal de
lise foi observado nos tratamentos ndo induzidos, tanto para amostras de animais
diarreicos quanto para animais sadios, entretanto foi observado baixo grau de
inducdo somente nas amostras provenientes de animais doentes (Figura 3).
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Figura 3. Deteccao de virus liticos e lisogénicos em amostras fecais, induzidas ou
nao, de animais sadios e diarreicos C- = tapete bacteriano; SM = tampao de
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As titulacbes brutas de purificados virais, induzidos e nao induzidos, a partir

de culturas mistas mostraram-se variaveis, a depender da bactéria isca utilizada
como hospedeira. Para esta titulacdo, foram utilizadas as mesmas bactérias para
as quais foram detectadas placas de lise individuais para o isolamento, sendo elas
E. coli ATCC 29214, E. coliMM 293 e S. enterica ATCC 13314.

O titulo dos bacteriéfagos liticos nas amostras de fezes ndo submetidas ao

tratamento de indugdo variou de 102 a 10° UFP/mL, independentemente de o
animal ser sadio ou diarreico. Entretanto, titulos mais elevados foram obtidos ap6s

a indugéo do ciclo litico e os valores de UFP/mL variaram de 10° a 10° (Tabela 3).



Tabela 3. Quantificacoes brutas de filtrados virais induzidos e nao
induzidos a partir de culturas mistas.

Bactéria hospedeira Induzido* Nao Induzido*
E. coli ATCC 29214
Diarreico 108 103
Sadio 108 0
E. coli MM293
Diarreico 109 10°
Sadio 107 103
S. enterica ATCC 13314
Diarreico 0 0
Sadio 106 0

* Média de trés repetigdes.

Em conjunto os resultados mostram que, em graus varidveis a depender a
bactéria hospedeira utilizada, em animais doentes, predominam virus realizando
ciclo litico, enquanto em animais saudaveis, predominam virus realizando ciclo

lisogénico.

3.3. Caracterizacao dos isolados virais

Os virus isolados foram caracterizados quanto a gama de hospedeiros,
morfologia de particula, natureza e tamanho do genoma.

Os cinco isolados apresentaram gamas de hospedeiros diferentes, com virus
que infectam apenas sua isca, até virus que infectam cinco cepas bacterianas de
duas diferentes espécies, dentre as testadas (Tabela 4). EcoVD1 é capaz de lisar,
além de sua isca, outra E. coli MM 293 e S. enterica ATCC 12011, enquanto
EcoVD2, apresenta um espectro mais restrito, infectando apenas a segunda. O
isolado EcoVD3 é o mais especialista, infectando apenas sua isca, enquanto
SenVD1, é o mais generalista, infectando ambas as E. coli, além de S. enterica
ATCC 12011 e S. enteriditis. Por fim, o isolado EcoVS1, pbde infectar E. coli ATCC
29214, contudo com baixa eficiéncia, e S. enterica ATCC 12011 com alta eficiéncia.



Tabela 4. Gama de hospedeiros dos cinco bacteriéfagos liticos isolados.

Isolados virais
EcoVD1 EcoVD2 EcoVD3 EcoVS1 SenVD1

Bactérias Hospedeiras

Escherichia coli MM 293 +++ - +++ +++ e+
E. coliATCC® 29214 +++ +++ - + +++
S. enterica subsp. arizonae ATCC®

13314 - - - - 4+

S. enterica subsp. enterica serovar

Choleraesuis, ATCC® 12011

Salmonella enterica subsp. enterica

serovar Typhimurium ATCC® 13311

S. enterica ATCC® 14028 - - - - -
S. enterica subsp. enterica serovar

Enteriditis ATCC® 13076

S. enterica subsp. enterica serovar

Pullorum ATCC® 9120

S. enterica serovar Enteriditis PT4

578

Salmonella F12 - - - - -
L. delbrueckii - - - - -
L. casei - - - - -
L. amylovorus - - - - -
L. lactis - - - - -
E. clocae - - - - -

++ ++ - ++ +++

+++ Lise evidente, placas de lise claras, completamente transparentes; ++ Lise moderada, placas de lise
turbidas; + Sem lise evidente, contudo, local da gota marcadamente diferente do controle negativo; -
Auséncia completa de lise.

A anélise morfoldgica mostrou que todos os isolados virais morfologia de cabeca
isométrica e cauda, caracteristica dos bacteriéfagos de DNA fita dupla (dsDNA)
pertencentes a ordem Caudovirales. O isolado EcoVD1 possui cabega icosaédrica de,
aproximadamente, 52 nm e cauda longa, nao contratil de, aproximadamente, 300 nm.
O isolado EcoVD2 apresenta cabeca icosaédrica de, aproximadamente, 80 nm e
cauda longa, contratil de, aproximadamente, 95 nm. O isolado EcoVD3 apresenta
cabeca icosaédrica de, aproximadamente, 75 nm e cauda longa, contratil de,
aproximadamente, 116 nm. O isolado EcoVS1 apresenta cabeca icosaédrica de,
aproximadamente, 78 nm e cauda longa, contratil de, aproximadamente, 109 nm, e o
isolado SenVD1 apresenta cabeca icosaédrica de, aproximadamente, 90 nm e cauda
longa, contratil de, aproximadamente, 61 nm (Figura 4).

A andlise da natureza dos genomas revelou que todos os isolados apresentam
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material genético composto por DNA de fita dupla (Figura 5). O tamanho dos
genomas foi estimado em 100 Kb nos isolados virais EcoVD3 e EcoVS1 (Figura 6).
Os isolados EcoVD1 e EcoVD2 apresentam tamanho estimado do genoma em 30 Kb

(Figura 7).



Figura 4. Caracterizacao morfolégica por Microscopia Eletronica de
Transmissao dos cinco virus isolados de fezes provenientes de animais
saudaveis ou diarreicos. Aumentos de 140.000x (esquerda) e 250.000x (direita)
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Figura 5. Andlise da natureza dos genomas dos isolados virais. MM, 1 kb;
EcoVD1; EcoVD2; EcoVD3; EcoVS1; SenVD1. O DNA de Ralstbénia solanacearum
GMI1000 (BVIH19), foi utilizado como controle da digestao.
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Figura 6. Eletroforese em gel de campo pulsado para medicao do tamanho
estimado do genoma dos isolados EcoVD3 (EcD3) e EcoVS1 (EcS1). (MM)
Concatamero de Lambda; A; A digerido com Hind-lll; EcoVD3; EcoVSi.
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Figura 7. Eletroforese em gel de campo pulsado para medicao do tamanho
estimado do genoma dos isolados EcoVD1 (ED1) e EcoVD2 (ED2). M1,
Concatdmero de Lambda; M2, A digerido com Hind-Ill; EcoVD1;EcoVD2.



DISCUSSAO

A anadlise do perfil das comunidades bacterianas por DGGE revelou existirem
diferengcas entre as comunidades bacterianas de animais sadios e diarreicos, com
uma distancia de 60% entre as amostras. Existem grupos de bactérias exclusivos em
ambas as amostras, bem como grupos comuns, embora com diferentes graus de
abundancia. Foi possivel observar ainda que existe maior diversidade bacteriana na
amostra proveniente de animal diarreico.

Estudos da microbiota intestinal tem mostrado que este ambiente se apresenta
em constante variagdo de suas comunidades microbianas. A flutuacao entre espécies
ora dominantes ora escassas é uma caracteristica marcante da dinamica Lotka-
Volterra (BAIGENT, 2010), também conhecida como “kill the winner’. Este tipo de
dindmica resulta de infecgdes liticas e causam aumento da diversidade bacteriana. Os
autores (MIRZAEI; MAURICE, 2017) a relatam como predominante na fase infantil,
quando um determinado hospedeiro bacteriano, ou presa, aumenta em abundancia
em um sistema porque pode explora-lo. Essa expanséo é seguida por um aumento na
populacédo de fagos predadores. A infeccao por fagos causa uma diminui¢cdo da presa
bacteriana inicial, deixando um nicho ecolégico aberto que outros taxons bacterianos
competitivos podem preencher e o ciclo pode entdo recomecar.

Em trabalho recente, como o de (GOMEZ; WEESE, 2017), € possivel observar
ainda que, embora o fato de que o estado de disbiose, ou seja, quebra do equilibrio
normal da microbiota, ja ser relacionado ao estabelecimento da diarreia, a base
molecular para tais desordens permanece indefinido, sendo relatado apenas que
“grupos de bactérias chave” e o tratamento com antibiéticos podem estar envolvidos.
Ao que tudo indica, por serem 0s microrganismos mais abundantes e diversos neste
ambiente (STERN; SOREK, 2011), os bacteri6fagos certamente merecem lugar de
destaque na modelagem e dinamica microbianas, podendo estar relacionados direta
ou indiretamente tanto com o estado de eubiose quanto ao estado de disbiose.

Apesar de variados graus de lise serem observados a depender da isca
bacteriana utilizada, foi possivel confirmar a hipdtese de que ocorre predominancia de
ciclo litico em animais doentes e ciclo lisogénico em animais sadios, 0 que corrobora
os resultados de diversidade aqui obtidos. Os altos niveis de inducédo sdo coerentes
com os dados da literatura que apontam grande contribuicAo de genomas de



bacteri6fagos em genomas de bactérias que compdéem a microbiota intestinal
(FEINER et al., 2015; MIRZAEI; MAURICE, 2017; SHKOPOROV; HILL, 2019). A
facilidade de isolamento de bacteridfagos de E. coli e S. enterica provavelmente se
deveu ao fato de que, além da abundancia natural destes fagos neste ambiente
(DUENAS et al., 2017; MORENO SWITT et al., 2013), as condi¢des de cultivo
enriqueceram as amostras para estes microrganismos, que atuaram como fonte de
propagacao para enriquecimento destes virus.

A auséncia de bacteriéfagos liticos que infectam S. enterica ATCC 13314 na
amostra de material fecal ndo induzida de animal diarreico foi intrigante, uma vez que,
para o ensaio de detecgéo foi observado alto grau de lise dessa amostra. Entretanto,
este resultado pode ser explicado pelo fato de que, do ensaio de deteccao, foi isolada
uma placa de lise individual, que posteriormente revelou se tratar do fago SenVD1.
Como a titulagdo desta amostra foi posterior a este ensaio, a viabilidade deste virus
pode ter sido comprometida durante o periodo de estocagem (GOLEC et al., 2011;
JONCZYK et al., 2011).

O ensaio de gama de hospedeiros sugere haver predominancia de bacteriéfagos
generalistas, uma vez que, dentre os isolados, apenas dois infectavam uma Unica
espécie, sendo que um deles infectava apenas seu hospedeiro isca. A predominancia
de fagos liticos generalistas, isolados de animais diarreicos, estd em acordo com o
descrito por MIRZAEI; MAURICE, (2017), jA que este padrao é observado em
situacdes de disbiose, onde ocorre diminuicdo da diversidade bacteriana e aumento
no numero de particulas virais livres. Ainda segundo GANDON et al., (2008), o
surgimento de bacteriéfagos especialistas € comum no processo de coevolugéo entre
hospedeiros e bacteriéfagos e leva ao aumento na diversidade bacteriana (MIRZAEI,
MAURICE, 2017), o que corrobora com o resultado de um dos bacteriéfagos
especialistas ter sido isolado de animal sadio.

O tamanho e natureza dos genomas (DNA), bem como a morfologia, foram
comparaveis com os de outros autores (LITT; JARONI, 2017; WANG et al., 2015), e
permitiram agrupar todos os isolados na ordem Caudovirales. Sendo que o isolado
EcoVD1 pertence a familia Syphoviridae e os demais a familia Myoviridae
(ACKERMANN, 2008).



CONCLUSOES

Em animais sadios, foi observada uma predominancia de virus multiplicando em
ciclo lisogénico, enquanto em animais doentes, predominam virus multiplicando
em ciclo litico.

Foram isolados cinco bacteriéfagos liticos, sendo quatro de animais doentes e
um proveniente de animal sadio.

Andlises de gama de hospedeiros, morfoldgicas e a estimativa do tamanho do
genoma sugerem que 0s cinco virus sao diferentes entre si.

O sequenciamento completo dos genomas virais ira nos permitir realizar a
classificagao taxondmica precisa dos virus isolados.
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