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RESUMO

SILVA, Jéssica Duarte, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2019.
Caracterizacdo e otimizacdo da producdo do bacteriéfago litico vB_EcoM_UFV09.
Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.

Bacteri6fagos, ou fagos, sdo virus que infectam bactérias. Logo apds serem descritos, esses
organismos ji eram usados no tratamento contra bactérias patogénicas, o que chamamos de
fagoterapia. Porém, com a descoberta da penicilina no final dos anos 30, a utilizacdo dos
bacteri6fagos na clinica médica foi perdendo a forca até ser praticamente esquecido. O
recente aumento de cepas bacterianas resistentes a antibidticos fez com que a fagoterapia
voltasse a surgir como alternativa no tratamento de doencas bacterianas. Outra importante
aplicacdo dos bacteridfagos € contra os biofilmes bacterianos. Dentre as enzimas fagicas com
importante potencial contra os biofilmes estdo as hidrolases do tipo depolimerases, e as
lisinas. Sendo assim, o estudo envolvendo bacteri6fagos ultrapassa a aplicagdo médica e
comeca a ser considerado para contextos mais amplos, em escala ambiental. Uma das
principais limitagcdes do uso de bacteri6fagos em sistemas ambientais é a quantidade
exponencialmente maior de particulas virais do que se € produzido normalmente em
laboratério. Estudos e metodologias que visam otimizar e tornar economicamente vidvel a
producdo de bacteri6fagos em larga escala sdo de extrema importancia e representam uma
demanda crescente. Este trabalho teve como objetivo caracterizar de forma morfolégica e
gendmica o fago vB_EcoM_UFV09, que foi isolado a partir de amostras de esgoto,
utilizando-se uma estirpe de bactéria Escherichia coli como hospedeira e analisar seu
potencial na fagoterapia. Além disso, foi avaliado o impacto dos parametros de cultivo:
temperatura, tempo de incubagdo, agitacdo e Multiplicity of Infection (MOI), na producao
viral, comparando-se os resultados obtidos em meio minimo M9 suplementado com seis
fontes de carbono diferentes (acetato, dcido latico, piruvato, glicerol, succinato e glicose) e em
meio rico Luria Bertani (LB). Nossos resultados demonstraram que o isolado pertence a
familia Mpyoviridae, mais especificamente ao género T4. A auséncia de genes de
patogenicidade e de resisténcia a antibidticos no genoma do vB_EcoM_UFV(09, assim como a
lise obrigatéria da célula bacteriana apds a infec¢do viral, sdo caracteristicas promissoras para
a utilizacdo desse fago no controle do crescimento de estirpes da bactéria Escherichia coli.
Além disso, a avaliacdo do impacto das varidveis de cultivo na produciao da progénie viral
demonstrou que fontes de carbono como succinato, glicose e LB proporcionam condi¢des

fisiolégicas mais estaveis para a producdo fago vB_EcoM_UFV(09 em larga escala.
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ABSTRACT

SILVA, Jéssica Duarte M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Characterization and production optimization of vB_EcoM_UFV09 lithic
bacteriophage. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula

Bacteriophages, or phages, are viruses that infect bacteria. Soon after being described, these
organisms were already used in the treatment against pathogenic bacteria, what we call phage
therapy. However, with the discovery of penicillin in the late 1930s, the use of bacteriophage
in medical clinic was losing its strength until it was virtually forgotten. It was the recent
increase in bacterial strains resistant to antibiotics that made phage therapy reborn like an
alternative in the treatment of bacterial diseases. Another important application of
bacteriophages is against bacterial biofilms. Among the phage enzymes with significant
biotechnological potential against biofilms are hydrolyses of the type depolymerases, that acts
directly on EPS degradation, and lysines, which act on the peptideglycane. Thus, the study
involving bacteriophages surpasses the medical application and begins to be considered for
broader contexts, on an environmental scale. However, the major limitations bacteriophages
use in environmental systems are the exponentially greater number of viral particles than is
normally produced in laboratories. Thus, studies and methodologies aimed at optimizing and
making economically viable the production of bacteriophages on a large scale are extremely
important and represent a growing demand. The objective of this work was to characterize the
phage vB_EcoM_UFV09, which was isolated from sewage samples, using a strain of bacteria
Escherichia coli as host and to analyze its potential in phage therapy. In addition, the impact
of culture parameters: temperature, incubation time, agitation and Multiplicity of Infection
(MOI) on viral production were evaluated, comparing the results obtained in M9 minimal
medium supplemented with six different carbon sources (acetate , lactic acid, pyruvate,
glycerol, succinate and glucose) and rich media Luria Bertani (LB). Our results demonstrated
that the isolate belongs to the Myoviridae family, more specifically to the T4 genus. The
absence of pathogenicity and antibiotic resistance genes in the vB_EcoM_UFV09 genome, as
well as compulsory lysis of the bacterial cell after viral infection, are promising features for
the use of such phage in controlling the growth of Escherichia coli strains. In addition, the
evaluation of the impact of culture variables on the production of viral progeny has shown
that carbon sources such as succinate, glucose and LB provide more stable physiological

conditions for vB_EcoM_UFV(9 phage production on a large scale.
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Introducao Geral

Bacteriéfagos, também chamados de fagos, sdo virus que infectam bactérias. Descritos
de forma independente por Frederick Twort em 1915 e Felix d’Herelle em 1917, sao
considerados o0s organismos mais abundantes do planeta, numa estimativa de

aproximadamente 10°! particulas presentes na biosfera (COMEAU et al., 2008; KEEN, 2012).

D Herelle rapidamente identificou o potencial que sua descoberta carregava. O
raciocinio era simples: as doencas bacterianas assolavam a humanidade sem que metodologias
de controle fossem realmente efetivas, ele tinha em maos o que acreditava ser um virus que
lisava células bacterianas. Por que ndo tentar utilizar esses virus para controlar o crescimento
de bactérias patog€nicas? Esse pensamento foi a base do que chamamos atualmente de

fagoterapia (ENDERSEN, et al, 2014; KEEN, 2012; KEEN; GABLES, 2016).

Em 1919, d’Herelle j4 havia isolado fagos especificos para diversas bactérias
patogénicas, tais como Salmonella typhi, Escherichia coli, Pasteurella multocida, Vibrio
cholerae, Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitis e diferentes

espécies do género Streptococcus (FRUCIANO; BOURNE, 2007).

Porém, embora os resultados fossem promissores, a eficicia do tratamento era
inconsistente. Atualmente, associa-se a inconstiancia dos resultados ao conhecimento restrito
que os pesquisadores detinham sobre etapas criticas no processo de infeccdo viral, tais como a
especificidade virus-hospedeiro, ciclos de lise/lisogenia, e cinética de infeccio (GORSKI et

al, 2012, ENDERSEN et al, 2014; KEEN, 2012).

Apo6s os resultados contraditorios obtidos por d’Herelle e a descoberta da penicilina
em 1928 por Alexander Fleming, a fagoterapia perdeu espaco como uma alternativa viavel no
controle do crescimento bacteriano, sendo deixada de lado na maioria dos paises, com

excecdo de Polonia e Rissia (ENDERSEN ef al, 2014; KEEN, 2012).

A fagoterapia poderia ter continuado adormecida, ndo fosse uma necessidade
crescente no meio cientifico: o combate a bactérias multi-droga resistentes (O’NEILL, 2016).
A resisténcia microbiana a antibidticos se tornou uma crise. Desde a descoberta da penicilina,
estima-se que mais de 1 milhdo de toneladas de antibidticos tenham sido usados ao redor do
mundo (ANDERSSON; HUGHES, 2010, VENTOLA, 2015). Além do uso em pacientes
humanos, uma grande quantidade de antibidticos € usada no tratamento de animais (VAN

BOECKEL et al., 2015).



Dados de 2016 indicam que, por ano, 700 mil pessoas morrem por causa de bactérias
resistentes. Esse nimero pode chegar a 10 milhdes de mortes/ano em 2050. (O’NEILL, 2016).
Um grande esfor¢co mundial vem sendo empregado para controlar o aumento da resisténcia
microbiana a antibidticos. A maioria deles visa a diminui¢do do uso indiscriminado de tais
compostos, procuram otimizar os protocolos de tratamento, otimizando as concentragdes,
dosagem e periodo de tratamento. O diagndstico incerto de doencas e principalmente dos
agentes causadores das enfermidades também contribuem muito para o desperdicio de

antibidticos e da proliferacao de células resistentes (VENTOLA, 2015).

Dessa forma, a utilizacdo de bacteri6fagos voltou a se tornar uma importante
ferramenta de controle do crescimento microbiano, e sua potencial utilizacio em bactérias
resistentes vém chamando a atencdo. A alta especificidade fago-hospedeiro, que previne
infeccOes secunddrias, e a acdo especifica em células bacterianas, ndo afetando, portando,
células eucaridticas, sdo caracteristicas que tornam essa aplicacdo tao relevante (GOLKAR;

BAGASRA; PACE, 2014).

Enquanto a aplicagdo de bacteri6fagos para tratamento em humanos estd voltando a
ser experimentada, mesmo que ainda de forma ainda modesta (WRIGHT et al., 2009), a
utilizacdo deles no controle de doencas veterindrias € em problemas ambientais associados a
acdo de micro-organismos, tem sido feita de forma recorrente (BELGINI er al., 2014;

DUARTE et al., 2018; DUARTE et al., 2016).

Outra importante aplicacdo dos bacteriéfagos € contra os biofilmes bacterianos. O
biofilme € um arranjo células biologicamente ativas e de substincias poliméricas
extracelulares (EPS) que se associam com uma superficie (COSTERTON et al. 1987). Esse
arranjo celular é problemdtico especialmente em ambientes industriais e hospitalares, pois
podem impedir o fluxo de calor através de superficies, e aumentar a corrosao de determinados
materiais, além de tornar as células sob a matriz exopolissacaridica muito mais resistentes a

acdo de biocidas (KUMAR, ANAND, 1998)

Dentre as enzimas fédgicas com importante potencial biotecnolégico contra os
biofilmes estdo as depolimerases, com ac¢ao direta na degradacdo do EPS, e as lisinas, que
podem ser classificadas com lisozimas (pois hidrolisam as ligacdes glicosidicas 1,4 entre
residuos do 4cido N-acetilmuramico e N-Acetil-D-glucosamina do pepitideoglicano) ou
amidases (que clivam as ligacdes glicano-peptidicas da parede celular, entre o acido N-

acetilmuramico e regido L-alanina da cauda peptidica que se liga a esse acucar na parede
2



celular) (CHAN, ABEDON, 2015, FISCHETTI, 2005). A capacidade dos fagos em
desarranjar um biofilme bacteriano por si s6 ja € consideravelmente importante, uma vez que
pode ser utilizada em ambientes onde os biofilmes causam prejuizos. Além disso, por causa
acdo inespecifica dessas hidrolases, € possivel isolar um fago a partir de um hospedeiro de
facil cultivo e utilizé-lo para combater o biofilme de outro grupo bacteriano, de crescimento e
cultivo complexo (CHAN, ABEDON, 2015; MACIEJEWSKA, OLSZAK, DRULIS-KAWA,
2018).

Esse trabalho traz como perspectiva da utilizacdo de fagos num aspecto ambiental,
utilizando a inddstria petrolifera como exemplo, onde um grupo de micro-organismos em
especial causa problemas de corrosdo e produgdo de gases toxicos. Os Procariotos Redutores
de Sulfato (PRS) possuem representantes tanto do dominio Archaea quanto Bacteria, capazes
de utilizar o sulfato como aceptor final de elétrons durante a respiracdo, € que tem como
principal produto desse metabolismo, o sulfeto de hidrogénio (H2S) (CASTRO et al, 2000;
BARTON, HAMILTON, 2007; RABUS et al, 2015).

Eles estdo presentes na dgua do mar, que pode ser injetada nos pogos quando a pressao
natural deles se extingue, num processo denominado recuperacdo secunddria do petréleo. A
agua proveniente desse processo ¢ chamada “dgua de producgdo” e precisa ser armazenada nas
plataformas petroliferas até ser tratada. O armazenamento da dgua de producdo nos tanques
cria um ambiente que se torna rapidamente andxico e rico em compostos sulfurados, muito
propicio para o crescimento de PRS (CURBELO, 2006; GIEG, 2011; GRABOWSKI et al,
2005).

Esses organismos formam biofilmes nos tanques e nos tubos das plataformas, sendo os
principais responsdveis pelo processo de corrosdo biogé€nica em ambientes relacionados ao
petréleo. A presenca deles também acentua a acidificacdo do meio e aumenta a concentragdo
de compostos sulfurados no petrdleo, um fendmeno denominado “souring”, que resulta na
diminui¢do do seu valor de mercado (CURBELO, 2006; GIEG, 2011; GRABOWSKI et al,
2005).

Atualmente, o uso de biocidas € uma op¢ao na tentativa de controlar o crescimento de
PRS. Porém, o desenvolvimento da resisténcia microbiana a esses compostos e a problematica
relacionada ao descarte desses biocidas no ambiente (que permanecem no efluente mesmo

apés as etapas de tratamento), além dos elevados custos operacionais fazem com que



alternativas eficientes contra os PRS se tornem de grande interesse para as empresas.

(FRAISE, 2002; STEWART, COSTERTON, 2001).

Por conta disso, a utilizacdo de bacteriéfagos pode ser uma interessante alternativa
para o controle do crescimento de PRS. Embora o grupo conte com mais de 30 géneros, € o
isolamento de bacteri6fagos liticos para cada um deles se torne um problema, a utilizagcdo de
bacteriéfagos que produzam enzimas capazes de impedir ou desestruturar o biofilme
bacteriano se mostrou um tratamento promissor em estudos recentes do nosso grupo de
pesquisa (CHAN, ABEDON, 2015; RABUS et al 2015; DUARTE et al, 2018; BELGINI ,
2014).

Uma das principais limitagdes do uso de bacteridfagos em sistemas ambientais € a
necessidade de uma quantidade de particulas virais exponencialmente maior do que se €
produzido normalmente em laboratério. Dessa forma, estudos e metodologias que visem
otimizar e tornar economicamente vidvel a produgdo de bacteriéfagos em larga escala sdo de

extrema importincia e representam uma demanda crescente.

A obtenc¢do de novas particulas virais envolve tanto o cultivo do hospedeiro quanto do
virus. No caso dos bacteriéfagos, € necessario o cultivo das células bacterianas antes do
processo de propagacdo em si. O meio Luria Bertani (LB) é um meio rico e complexo, muito
utilizado para o cultivo de enterobactérias, como € o caso da Escherichia coli. Esse meio ja
possui diversos precursores que sdo utilizados pela célula, que por conta disso, consegue
crescer de forma excepcionalmente rdpida com o tempo de geracdo de 20 minutos na fase
exponencial de crescimento (MILLER et al, 2003; SEZONOV; ARI, 2007). Apesar das
vantagens de cultivo, se uma propagacao viral em larga escala fosse realizada em meio LB, os
custos operacionais seriam altissimos. Uma alternativa para esse problema, seria a utilizacao
de outro meio de cultivo para o crescimento das células bacterianas. O meio minimo M9 ¢é
composto basicamente por sais e ions, tais como fosfato de sédio dibasico, fosfato
monopotdssico, cloreto de sddio, cloreto de amdnio, cloreto de célcio e sulfato de magnésio,
além de uma fonte de carbono. Essa alternativa s6 é possivel devido a grande capacidade
metabodlica da bactéria E. coli, que € capaz de sintetizar todos seus precursores celulares
mesmo crescendo em um meio oligotréfico como € o caso do meio M9, apesar de ndo
apresentar a mesma velocidade de crescimento de quando € cultivada em um meio rico (LI et

al., 2014).



Cerca de 96% dos fagos descritos sao caudados e pertencem a ordem Caudovirales.
Essa ordem se divide em quatro importantes familias: Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae
e, recentemente, Ackermannviridae. (CHRISTIE, DOKLAND 2012). Dentre os Myoviridae, o
fago T4 € um dos mais estudados. Com genoma de 168,8 kb, e sem os genes de lisogenia, o
bacteri6fago T4 possui, notoriamente, um grande potencial na fagoterapia (MILLER et al,

2003).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar de forma gendmica e
morfolégica um novo fago T4-like, denominado vB_EcoM_UFV09, que em estudos
anteriores, se apresentou eficaz na diminui¢ao do biofilme bacteriano formado em um sistema
de fluxo continuo (looping), avaliando seu potencial como agente fagoterapico. Além disso
descrevemos as melhores condi¢cdes do cultivo dele para a producdo em larga escala,
utilizando-se da estratégia de Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR) para
medir influéncia de 4 varidveis de producdo: Temperatura (Te), Tempo de incubacdo (Ti)

Agitacdo (Ag) e Multiplicity of Infection (MOI), em sete diferentes meios de cultivo.
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1- Capitulo 1 — Caracterizacio genomica e morfologica do fago litico,
T4-like, vB_EcoM_UFV09

1.1- Resumo

Bacteri6fagos, ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam bactérias, e podem ser
usados para controlar o crescimento de uma espécie bacteriana, a partir da lise celular
proveniente do processo de infeccdo viral, num processo chamado fagoterapia. A bactéria
Escherichia coli coloniza o intestino de animais endotérmicos e, em geral, ndo apresenta
perigo ao ser humano. Entretanto, algumas estirpes, como a E. coli O157:H7 s@o consideradas
enterohemorrdgicas, € sdo um problema para a saide publica, principalmente em paises
subdesenvolvidos. Essa espécie também € um importante modelo no estudo da colonizacdo de
superficies e da formacdo de biofilmes bacterianos. Sendo assim, além da acdo bactericida
que os fagos liticos exercem sobre as células bacterianas, a acdo de enzimas presentes na
cauda de alguns desses fagos também vem despertando grande interesse biotecnolégico, pois
essas enzimas podem desarranjar o biofilme bacteriano composto tanto por bactérias
hospedeiras quanto por bactérias que o fago ndo tem a capacidade de infectar. Esse trabalho
teve como objetivo caracterizar de forma gendmica e morfolégica o fago de E. coli
vB_EcoM_UFV09, além de buscar por enzimas de interesse biotecnolégico e avaliar o seu
uso na fagoterapia. Os resultados apontam que o vB_EcoM_UFV(09 é um fago da familia
Mpyoviridae, mais especificamente do género 74 virus. Ele possui um genoma de 165,759 pb,
que ndo contém genes de patogenicidade, de resisténcia a antibidticos ou recombinases. Além
disso, ele é exclusivamente litico, assim como os outros fagos T4-like. Essas caracteristicas
tornam o vB_EcoM_UFV09 um promissor agente fagoterdpico para o controle de estirpes da

bactéria Escherichia coli.



1.2- Introducio

O uso de bacteri6fagos como metodologia no controle do crescimento microbiano
comecou logo apds a descoberta desses organismos, por volta de 1915, e ganhou for¢a nos
anos 20 e 30 (CHAN et al, 2013; GOLKAR, BAGASRA, PACE, 2014). Casos de disenteria e
diarreia curadas por coquetéis de fagos eram recorrentes, € a solucdo ja era comercializada
para paises como India e Russia (FRUCIANO; BOURNE, 2007). No entanto, a descoberta da
penicilina associada a falta de conhecimento sobre a fisiologia e mecanismos de infec¢dao
virais fizeram com que a fagoterapia perdesse forca (GOLKAR, 2014; KEEN, 2012). Embora
os estudos envolvendo bacteriéfagos tenham continuado, foi o aumento da resisténcia
bacteriana aos antibidticos nos ultimos anos que fez com que a fagoterapia voltasse a ser
cogitada como uma interessante alternativa de tratamento (ENDERSEN, et al 2014;

FRUCIANO et al, 2007; HYMAN; ABEDON, 2010).

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa, anaerobia facultativa e tem como
habitat o intestino de animais endotérmicos, representando até 1% da microbiota
gastrointestinal (CALLAWAY et al., 2007). Além da importancia dessa espécie como
organismo-modelo em diversos estudos no meio cientifico, algumas cepas, como a E. coli
O157:H7 sao enterohemorragicas (BACH et al., 2002). Essas cepas sdo capazes de comegar
uma infec¢do a partir de uma concentragdo inicial de poucas células (aproximadamente 10), e
além de induzirem lesdes no intestino, também produzem a toxina Shiga, responsavel pela
Sindrome hemolitica urémica, o que torna a diarreia induzida por esses organismos ainda
mais perigosa (BRUSSOW, 2005; ENDERSEN, ef al, 2014; PANOS, BETSI, FALAGAS,
2000).

Além de sua relevancia patogénica, essa espécie também é um importante modelo no
estudo da colonizacao de superficies e da formacdo de biofilmes bacterianos, que podem ser
definidos como uma matriz de células biologicamente ativas e de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que se associam com uma superficie (COSTERTON et al. 1987). Esse
arranjo celular é problemdtico especialmente em ambientes industriais e hospitalares, pois
podem impedir o fluxo de calor através de superficies, € aumentar a corrosiao de determinados
materiais, além de tornar as células sob a matriz exopolissacaridica muito mais resistentes a

acdo de biocidas (KUMAR, ANAND, 1998)



Fagos capazes de infectar estirpes de E. coli vem sendo estudados a bastante tempo
(DEMEREC; FANO, 1945; MILLER, 2003; RUSSELL, 1974). Dentre os mais conhecidos
estdo os T4-like, da familia Myoviridae (BRUSSOW, 2005).

Além da acdo bactericida que os fagos liticos exercem sobre as células bacterianas, a
acdo de enzimas presentes na cauda de alguns desses fagos também vem despertando grande
interesse biotecnoldgico, pois essas enzimas podem desarranjar o biofilme bacteriano
composto tanto por bactérias hospedeiras quanto por bactérias que o fago ndo tem a
capacidade de infectar (CHAN, ABEDON, 2015; MACIEJEWSKA, OLSZAK, DRULIS-
KAWA, 2018). Dentre as enzimas fagicas com importante potencial biotecnoldgico contra os
biofilmes estdo as hidrolases do tipo depolimerases, com ag¢do direta na degradagcdo do EPS, e
as lisinas, que agem no peptideoglicano (CHAN, ABEDON, 2015, FISCHETTI, 2005). A
capacidade dos fagos em desarranjar um biofilme bacteriano por si s6 ja € consideravelmente
importante, uma vez que pode ser utilizada em ambientes onde os biofilmes causam prejuizos.
Além disso, por causa acio inespecifica dessas hidrolases, € possivel isolar um fago a partir
de um hospedeiro de fécil cultivo e utilizd-lo para combater o biofilme de outro grupo
bacteriano, de crescimento e cultivo complexo (RODRfGUEZ-RUBIO et al, 2013; CHAN,
ABEDON, 2015; MACIEJEWSKA, OLSZAK, DRULIS-KAWA, 2018).

No presente estudo, caracterizamos de forma morfoldgica e gendmica um novo fago
T4-like, denominado vB_EcoM_UFV09, que apresentou a¢do inibitéria no biofilme de
Escherichia coli e de bactérias redutoras de sulfato, num sistema de fluxo fechado (looping).

Dessa forma, avaliamos seu potencial como agente fagoterapico.

10



1.3- Metodologia

1.3.1- Isolamento e purificacio vB_EcoM_UFV(09

O bacteriéfago vB_EcoM_UFV09 foi isolado a partir de uma amostra coletada no Rio
Sao Bartolomeu, na altura do bairro Vale do Sol, na cidade de Vigosa, Minas Gerais, Brasil
(coordenadas geograficas: latitude -20.743191; longitude -42.881961). A propagacio foi feita
utilizando a linhagem bacteriana Escherichia coli 30, cedida pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) Gado de leite, e que agora faz parte do acervo de micro-
organismos do Laboratério de Imunovirologia Molecular (LIVM), da Universidade Federal de

Vicosa, campus Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

O protocolo utilizado foi adaptado de Wommack et al, 2009. Brevemente, a amostra
de esgoto recolhida foi centrifugada a 8000 xg por 15 minutos. O sobrenadante foi recuperado
e filtrado em filtros de 0,45 pum e, em seguida, 0,22 pm. Uma aliquota de 10 mL do
sobrenadante filtrado foi adicionado ao mesmo volume de meio Luria Bertani (LB) contendo
bactéria E. coli 30 no inicio da fase do crescimento, na Densidade Otica (DO) de 0,3 - 0,4, no
comprimento de onda de 600 nm (DOeoo). Apds 1 hora de incubagdo, foi realizado o
plaqueamento por dupla camada, onde 1 mL da mistura foi transferido para um tubo de 1,5
mL e 100 pL de bactéria DOeoo 2,0 foram adicionados. Apds o processo de plaqueamento, as
placas de lise resultantes, ou placas que mostraram morfologia distintas, foram recortadas do

agar e propagadas de forma independente em meio LB.

1.3.2- Caracterizacao morfolégica do bacteriéfago

Para a visualizacdo da particula viral, foi realizada microscopia eletronica de
transmissao (MET). Para tal, foram adicionados 10 pL. de uma solucao de tampao SM (Anexo
2) contendo o fago purificado e concentrado as grids cobertas com Formvar®. Apds 5
minutos, o excesso de liquido foi removido com papel absorvente e a amostra foi contrastada
com acetato de uranila 3%, durante 30 segundos. A amostra foi mantida em um dessecador
até ser analisada. A visualizagdo das particulas virais foi feita no microscopio eletronico de

transmissao Zeiss EM 109, utilizando 250,000x de magnificacdo de HV de 80 kv.

1.3.3- Curva de One-Step Growth

A curva de One-Step Growth ilustra a cinética de infeccao viral ao longo do tempo, e
elucida a progénie viral proveniente de cada rodada de infec¢do (Burst size). Para a

determinagdo da curva de One-Step Growth e o célculo de Burst Size, foi utilizado uma
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adaptacdo do protocolo de Yang et al., 2018. Resumidamente, 100 pL de fago, num MOI
(Multiplicity of Infection) de 0,001 foi adicionado a 10 mL de bactéria ativada e em inicio de
crescimento exponencial, com a DOgoo de 0,3. A mistura foi incubada por 10 minutos a 37 °C.
Depois do tempo de adsorcdo, a mistura foi centrifugada por 2 minutos a 13000 xg. O
sobrenadante foi descartado e, o pellet ressuspendido em 10 mL de meio LB. A amostra foi
incubada a 37°C e aliquotas de 100 puL foram coletadas a cada 10 minutos, num periodo de 3
horas. A quantificagdo de particulas virais foi feita por plaqueamento em dupla camada. O
calculo de Burst size foi feito pela divisdo do titulo de Unidades Formadoras de Placas (PFU)

obtidos ao final do primeiro ciclo de infec¢c@o e a PFU inoculada no inicio do experimento.

O termo Multiplicity of Infection representa a propor¢do de particulas virais em
relacdo ao nimero de bactérias presentes no meio. Sendo assim, um MOI de 0,001, representa

1000 vezes menos fagos do que bactérias para realizar determinado ensaio.

1.3.4- Determinacao do espectro de hospedeiros

A determinagdo de hospedeiros do fago vB_EcoM_UFVY foi feita a partir de testes de
gotejamento, como descrito em Beck er al., 2009. Os géneros bacterianos testados como
potenciais hospedeiros (ver tabela 1) foram escolhidos para avaliar a especificidade e a
capacidade infectiva do vB_EcoM_UFV9, tanto de forma intra-especifica quando inter-
especifica, mesmo em um grupo de bactérias correlatas, como € o caso dos gé€neros
escolhidos, todos considerados enterobactérias. Os provéveis hospedeiros foram ativados em
meio liquido LB, sem agitacdo e mantidos na temperatura de 37°C overnight. Uma aliquota
de 700 pL de cada uma das bactérias ativas foi misturada a SmL de meio LB semi-sélido e
vertido numa placa de petri com dgar sélido. Apés a solidificacdo do dgar semi-sélido, 10 pLL
de uma suspensao de fagos concentrada foi adicionada ao meio da placa. A presenca de um
halo de inibicdo do crescimento bacteriano no local onde a suspensdo do vB_EcoM_UFV09 foi
gotejado indica que aquele hospedeiro pode ser infectado pelo fago de interesse, sendo

portanto, o resultado positivo do teste.
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Tabela 1: Géneros bacterianos testados como provéveis hospedeiros do fago vB_EcoM_UFV09.

Bactéria Identificacdo ATCC

Escherichia coli 30 -
Escherichia coli K12 -

Salmonella enterica subsp. enterica 13076
Serratia marcenscens -

Enterobacter clocae subsp clocae 13047
Staphylococcus aureus subsp. aureus 33591
Bacillus cereus -

Citrobacter freundii 8090
Shigella flexneri 12022

1.3.5- Extracao do genoma viral

A extracdo do genoma viral foi feita com base no protocolo descrito por Sambrook
and Russel, 2001. Brevemente, foi adicionada proteinase K na concentracdo final de 50
pg/mL e SDS na concentragdo final de 0,5% (m/v) em uma aliquota de 500 pL do fago
isolado A mistura foi incubada por uma hora, a 56°C. Apos esse periodo, 500 pL de fenol
tamponado pH 8.0 foram adicionados a mistura, que foi posteriormente submetida a
centrifugacdo (8000 xg, por 5 minutos). Apds esse processo, a fase aquosa foi recolhida e
transferida para outro tubo. Igual volume de uma solucdo 1:1 de cloroférmio/fenol foi
adicionada ao tubo. Apds nova centrifugacio, a fase aquosa foi recuperada igual volume de
cloroférmio foi adicionado. Novamente, a mistura foi centrifugada e a fase aquosa transferida
para um novo tubo. Etanol na proporcao 2:1 foi adicionado e a solucdo estocada a -20°C por
12 horas. Apos esse periodo, o tubo foi centrifugado a 15.000 xg por 20 minutos. O etanol foi

descartado e, apds evaporar totalmente, o pellet foi ressuspendido em 20 pL de agua

ultrapura.

1.3.6- Identificacao e caracterizacao do bacteriéfago vB_EcoM_UFV9

Apo6s extragdo, o genoma viral foi enviado para sequenciamento shotgun na empresa

Molecular research DNA (http://www.mrdnalab.com/), utilizando a plataforma Illumina

MiSeq, com cobertura de 10 milhdes de reads, paired-end. A qualidade dos dados brutos foi
avaliada utilizando o software FastQC e a montagem do genoma feita pelo software CLC

genomics Workbench.

O genoma foi anotado utilizando o software RAST (Rapid Annotation using

Subsystem Technology http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi). ~As sequéncias referentes a
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proteinas hipotéticas foram submetidas ao software Pfam (https://pfam.xfam.org/) para que

seus dominios fossem identificados.

1.3.7- Analises de bioinformatica

A busca por enzimas do tipo hidrolase, com potencial biotecnolégico ji estabelecido,
foi feita pelo programa PHYpred (DING et al., 2016). A provével acdo delas sobre o
peptideoglicano bacteriano foi predita pelo software Hype (SHARMA, et al 2016) e a busca
de enzimas semelhantes foi feita pelo Blastp. Para a determinagdo da presenca de provaveis
sequéncias de RNA transportadores (tRNA) no genoma do bacteriéfago, foi utilizado o
programa tRNAscan-SE (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/)(LOWE; EDDY, 1997). A
andlise de provaveis hospedeiros foi feita in silico, pelo Software HostPhinder

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/HostPhinder/) (VILLARROEL et al., 2016). A presenca de

genes que conferem resisténcia a antibidticos e genes de viruléncia foi feita utilizando os
programas “ResFinder” e “VirulenceFinder” respectivamente (KLEINHEINZ, JOENSEN,
LARSEN, 2014). O mapa do genoma foi elaborado pelo programa CG View Server
(GRANT; STOTHARD, 2008). Um megablast comparativo foi realizado para identificar a
similaridade do vB_EcoM_UFV(09 com o genoma de outros fagos ja descritos, utilizando a
plataforma do  NCBI  (National  Center for  Biotechnology  Information)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). A analise comparativa entre as regides de fibra da cauda

do fago que determinam o espectro de hospedeiro foi feita pelo programa “PredictProtein”
(https://www.predictprotein.org/). Por fim, foi realizada uma andlise filogenética com as
principais espécies tipo da familia Myoviridae, (ordem Caudovirales) para avaliar a
classificagdo filogenética do vB_EcoM_UFV9. O programa utilizado para a constru¢do da
arvore filogenética foi o VICTOR, (https://ggdc.dsmz.de/victor.php) (MEIER-KOLTHOFF;
GO, 2017).
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1.4- Resultados

1.4.1- Caracteristicas Bioldgicas do bacteriéfago vB_EcoM_UFV(09

A andlise de microscopia eletronica de transmissdao mostrou que fago possui estrutura
complexa, com capsideo icosaédrico e cauda contratil. Mede aproximadamente 170 nm de
comprimento e apresenta a morfologia tipica dos bacteriéfagos da familia Myoviridae, ordem

Caudovirales (Figura 1).
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Figura 1: Microscopia eletronica de varredura e curva de One - Step Growth do bacteriéfago

vB_EcoM_UFV09. A) particula viral com morfologia caracteristica dos fagos pertencentes a familia
Myoviridae. B) Curva de one-step growth mostrando a relacio entre o nimero de unidades formadoras de placas

(PFU) por mL, ao longo do periodo do experimento. O MOI utilizado foi de 0,001.
As placas de lise desse fago, resultantes do plaqueamento por dupla camada, medem
cerca de 0,9 mm de didmetro. As particulas do vB_EcoM_UFV09 apresentam resisténcia ao

cloroférmio e se mantém vidveis apOs armazenamento em temperatura de 4°C.

A curva de One Step Growth mostrou que o periodo de laténcia do vB_EcoM_UFV09
¢ de aproximadamente 30 minutos, com liberacdo de novas progé€nies virais a cada 40
minutos. Calcula-se que o Burst size do fago seja por volta de 50, ou seja, a cada ciclo de
infec¢do iniciado por uma particula viral, aproximadamente 50 novas particulas virais sdo
formadas e liberadas no meio (Figura 1B). O teste de gotejamento para a avaliacdo de

espectro de hospedeiros foi positivo apenas para a estirpe bacteriana Escherichia coli K12.

1.4.2- Andlise genomica do bacteriéfago vB_EcoM_UFV(09

O fago vB_EcoM_UFV09 contém genoma linear, de DNA dupla fita, com 165.759
pares de base (pb), com conteido GC de 35,4%, diferente do contetido de seu hospedeiro, de

aproximadamente 52%. A baixa concentra¢do de conteido GC do vB_EcoM_UFV09 € uma
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caracteristica associada aos fagos do género T4. Das 267 open reading frames (ORFs)
presentes no genoma, 108 (40,4%) correspondem a proteinas fagicas com a anotagdo
funcional especifica ndo identificada. As 161 ORFs restantes foram identificadas e divididas
em grupos funcionais: 50 (18,7%) codificam proteinas estruturais; 106 (39%) codificam
proteinas relacionadas ao metabolismo de dcidos nucleicos e a replicacdo do DNA e 5 (1,9%)
codificam proteinas relacionadas ao processo de infeccdo e lise do hospedeiro. A anotagdo

dos genes e a organizacio do genoma do vB_EcoM_UFV009 estd ilustrado na figura 3.
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Figura 2: Mapa gendmico do fago vB_EcoM_UFV09. Proteinas hipotéticas ndo estdo representadas na figura.
Os mdédulos funcionais estio salientados na figura por barras coloridas.

A predicdo in silico de provaveis hospedeiros indicou que o vB_EcoM_UFV09
poderia infectar as espécies bacterianas Escherichia coli (E-value: 6,5¢™!), Shigella flexneri
(E-value: 5,4e), Shigella sonnei (E-value: 2,1e?) e Yersinia pestis (E-value: 5,4e-'). No
entanto, como citado anteriormente, embora o programa tenha predito essas espécies como
possiveis hospedeiras, o teste de gotejamento foi positivo apenas para a cepa de Escherichia

coli K12.

Nao foram identificados no genoma a presenga de genes de viruléncia ou que confiram
resisténcia a antibidticos. Quanto a busca por enzimas com potencial biotecnoldgico,

identificamos 114 ORFs com dominio hidrolase. A partir delas, a procura por enzimas
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capazes de degradar o peptideoglicano indicou que a gpl15 do vB_EcoM_UFV(09 ¢é uma
amidase do tipo N-acetylmuramoil-L-alanina, capaz de clivar as liga¢des glicano-peptidicas
da parede celular. Uma andlise de similaridade indicou que essa € uma enzima comum em
bacteriéfagos, semelhante a gpl2 do fago T4, e compde as fibras curtas da cauda. Essa
enzima também exibe alta taxa de conservacao de aminodcidos, visto que apresentou 100% de
similaridade com sequéncias presentes em outros fagos, ndo necessariamente correlatos ao

vB_EcoM_UFV09.

A predi¢do in silico indicou a presenca de tRNAs que se ligam tanto a aminoacidos
hidrofébicos quanto aos que possuem carga nula. Esses tRNAs tem afinidade com os
seguintes aminodcidos: Leucina, Prolina, Metionina, Glicina, Serina, Treonina, Tirosina,

Asparagina, Glutamina, Arginina e Histidina.

A busca de fagos correlatos, feita a partir do Megablast mostrou que 66 genomas
tiveram no minimo 95% de similaridade. Entre eles estdo presentes fagos ja bem conhecidos,
como o AR1, RB55 e o T4 cléssico. Dentre os mais similares, os fagos “Escherichia coli
0157 typing phage 7”7 (COWLEY et al, 2015). e “Escherichia phage wV7” (KROPINSKI, et
al, 2012) apresentaram 97% de similaridade e 97% de cobertura com o vB_EcoM_UFV(09,
sendo ambos isolados a partir da mesma espécie de hospedeiro. Essa anélise refor¢cou que o
VB_EcoM_UFV09 pertence a ordem Caudovirales, familia Myoviridae, permitindo também
a classificac@o dele dentro da subfamilia Tevenvirinae, género T4virus. Os virus classificados

nesse género sdo comumente chamados “74 like”.

A comparagdo do gene que codifica a gp37 (subunidade maior da porgao distal das
fibras da cauda) do fago T4 com a mesma regido do vB_EcoM_UFV09 e dos fagos Sf23 e
AR1 estd presente na figura 3. A gp 37 é uma das principais proteinas responsdveis pelo
reconhecimento do receptor da célula hospedeira, e determina quais estirpes bacterianas o
fago esta apto a infectar, sendo portanto, essencial no processo de infeccdo e de determinagdo

de hospedeiros (MILLER et al, 2003).
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Figura 3: Sequéncias referentes a subunidade maior da porcdo distal das fibras da cauda, dos fagos
vB_EcoM_UFVO009, Shigella phage Sf23, Enterobacteria phage AR1 e Enterobacteria phage T4.

A sequéncia referente ao fago vB_EcoM_UFV09 apresentou provaveis regides
capazes de formar estruturas secunddrias do tipo hélice, além de locais de ligacdo de
polinucleotideos e de proteinas. Embora na sequéncia correspondente ao fago AR1 ndo tenha
sido identificado locais de ligacdo de proteinas ou de polinucleotideos, ela apresentou 85,3 %
de similaridade com o vB_EcoM_UFV09 e manteve as mesmas regioes de hélice. O Shigella
phage Sf23, que diferentemente dos fagos citados até aqui ndo foi isolado em E.coli,
apresentou 85,6 % de similaridade na regido da gp 37, e foi a que se mostrou mais semelhante
ao vB_EcoM_UFV09, preservando inclusive a regido de ligacdo de polinucleotideos.
Entretanto, a sequéncia referente a gp37 do fago T4 apresentou apenas 35% de similaridade

com a do vB_EcoM_UFV09 e nao apresentou regides de hélice.

Os dados obtidos no Megablast foram utilizados como base para a elaboragdo de uma
arvore filogenética (Figura 4), contendo genomas sabidamente correlatos com o

vB_EcoM_UFV09 e genomas provenientes de diferentes géneros da familia Myoviridae.
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Figura 4: Arvore filogenética formada a partir de genomas tipo da familia Myoviridae.

O fago vB _EcoM UFV09 foi agrupado num clado contendo os fagos “Escherichia
coli O157 typing phage 7” e “Escherichia phage wV7” como grupo-irmao. Esse clado
também se mostrou muito semelhante ao que ¢ composto pelos genomas de “Shigella phage
Sf23” e “Enterobacteria phage AR1”, mostrando que o vB_EcoM_UFV09 teve maior
similaridade com fagos isolados em outro continente (tanto o Escherichia coli O157 typing
phage 7 quanto o Escherichia phage wV7 foram isolados no Canadd), do que com fagos T4-

like 1solados na mesma localidade.
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1.5- Discussao

Atualmente, 1186 genomas disponiveis no NCBI correspondem a membros da familia
Myoviridae, onde 202 (17%), sao pertencentes a subfamilia Tevenvirinae. Embora a
morfologia do fago vB_EcoM_UFV09 ja fornecesse indicios de que poderia ser classificado
na familia Myoviridae (CHRISTIE; DOKLAND, 2012; ROHWER; EDWARDS, 2002), as
andlises gendmicas e filogenéticas possibilitaram a classificacdo deste fago a nivel genérico,

identificando-o como um fago T4-like.

O fago vB_EcoM_UFV09 apresentou um Burst size de 50 novas particulas por célula
infectada, um numero abaixo do esperado, uma vez que o burst size de fagos do género T4
normalmente varia entre 100 e 300 (CHOI et al., 2010; MILLER et al, 2003). Embora o One-
Step Growth seja uma metodologia ja estabelecida para predizer a progénie viral a cada ciclo
de infeccdo, o valor do burst size pode ser influenciado pelo tamanho da célula infectada.
Quanto maior a célula, maior o seu maquinario celular e melhor a producdo de proteinas,
tornando a producdo de novas particulas virais consequentemente mais efetivas (HADAS et al
1997). Choi et al, em 2010 selecionou a partir de centrifugacao, células de E. coli com menor
densidade, considerando que elas seriam menores. Os autores infectaram as células com o
fago T4 e obtiveram um burst size proximo de 30. Dessa forma, acreditamos que o burst size
do vB_EcoM_UFV09 possa ter sido influenciado pelo tamanho celular do isolado bacteriano

utilizado no presente trabalho.

O fago T4 classico codifica 8 tRNAs, e compartilha 7 deles (Arg, Gly, Leu, Pro, Ser e
Thr) com o vB_EcoM_UFV09. Nao se sabe ao certo a funcido dos tRNAs em bacteriéfagos,
embora JUN et al. em 2016 tenha sugerido uma relagdo entre um menor tempo de laténcia e
um maior burst size com fagos que apresentam uma grande quantidade de tRNAs no genoma.

Embora vB_EcoM_UFV09 codifique 11 tRNAs, ndo conseguimos detectar essa relagao.

A comparagdo das regides correspondentes a subunidade maior da porcdo distal das
fibras da cauda (gp37) demonstrou grande similaridade entre o vB_EcoM_UFV09 e o fago de
shigella Sf23. Exceto por uma regido de ligacdo de proteinas presentes no vB_EcoM_UFV(09
e ausente no Sf23, a sequéncia se mostra quase idéntica para ambos. A predi¢do de que o
vB_EcoM_UFVQ09 seja capaz de infectar espécies do género Shigella se mostrou possivel
num contexto de bioinformdtica (Figura 3), embora essa capacidade nao tenha se confirmado

na prética.
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A 4rvore filogenética que avalia as relacdes do vB_EcoM_UFV09 com outros 13
genomas, incluindo o de fagos isolados na mesma regido, apresentou dois clados principais:
um com fagos pertencentes ao género T4 e outro com genomas que pertencem a familia
Mpyoviridae, porém pertencentes a outros géneros. Apesar dos fagos isolados na mesma regiao
terem mostrado uma relacdo préxima, foi com os fagos Escherichia coli O157 typing phage 7
e Escherichia phage wV7 que o vB_EcoM_UFV(09se mostrou mais semelhante, seguido por
Shigella phage Sf23 e Enterobacteria phage ARI. O fato do vB_EcoM_UFV(09 ter se
mostrado tdo préximo a um fago isolado a partir da estirpe bacteriana E. coli O157:H7, que é

enterohemorragica, justifica a avaliacdo dela como uma provavel hospedeira.

Algumas das principais caracteristicas para que um fago possa ser usado na
fagoterapia incluem: ciclo de infec¢do exclusivamente litico; ser capaz de infectar uma alta
quantidade de estirpes de uma espécie bacteriana; se manter integro apds as metodologias de
purificacdo; suportar bem mudancas ambientais como alteracdes de pH e temperatura; e ndo

possuir genes que possam aumentar a patogenicidade do hospedeiro (CHAN et al 2013).

Embora alguns testes ainda precisem ser feitos com o vB_EcoM_UFV09, como o de
susceptibilidade a diferentes temperaturas, pH extremos e a solventes organicos, acreditamos
que esse fago tenha grande potencial para ser usado na fagoterapia. SO a auséncia de genes de
patogenicidade e de resisténcia a antibidticos no genoma do vB_EcoM_UFV(9 ja € uma
perspectiva positiva para seu uso na fagoterapia, uma vez estudos indicam o importante papel
dos fagos como agentes transportadores de genes de resisténcia a antibiéticos (COLOMER-
LLUCH, JOFRE, MUNIESA, 2011; BROWN-JAQUE, CALERO-CACERES, MUNIESA,
2015). Além disso, a alta taxa de similaridade entre o vB_EcoM_UFVQ09 e fagos capazes de

infectar espécies enterohemorrdgicas de E. coli intensificam ainda mais o potencial dele como

fagoterdpico.

Com relacdo as enzimas com impacto no peptideoglicano celular ou na substincia
exoplissacaridica do biofilme bacteriano, apenas uma hidrolase do tipo amidase foi
identificada. Embora essa enzima tenha mostrado alta taxa similaridade com enzimas
presentes em outros fagos, e ndo ser algo exclusivo do vB_EcoM_UFV(09, ensaios ndo
publicados mostram que a presenca desse fago em um sistema fechado contendo bactérias
redutoras de sulfato desestruturou o biofilme ja estabelecido e diminuiu a producdo de H»S.
Tal fato indica que a clivagem promovida pela amidase do tipo N-acetylmuramoil-L-alanina

presente na cauda do vB_EcoM_UFV09 esté sendo efetivo no combate ao biofilme.
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1.6- Conclusao

A caracterizacdo do isolado vVB_EcoM_UFV09, a nivel morfolégico e gendmico
permitiu que ele fosse classificado na familia Myoviridae, mais especificamente, na
subfamilia Tevenvirinae, género T4 virus. Embora ndo tenham sido identificadas hidrolases
raras, com acentuado potencial biotecnolégico, hd indicios de que a amidase do tipo N-
acetylmuramoil-L-alanina presente na cauda do vB_EcoM_UFV09 tenha impacto na
formacdo do biofilme bacteriano. A auséncia de genes de lisogenia, caracteristica dos fagos
T4-like, ou de genes que aumentam a patogenicidade do hospedeiro, como de viruléncia e de

resisténcia a antibidticos sdo qualidades promissoras para a utilizacdo desse isolado na

fagoterapia.
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Capitulo 2 — Otimizacao da producao do bacteriofago EcoM-UFV9
em diferentes fontes de Carbono.

2.1- Resumo

A fagoterapia consiste no uso de bacteriéfagos (virus que infectam bactérias) no
controle do crescimento de um determinado grupo microbiano, a partir da lise celular
desencadeada pelo processo de infeccdo viral. Embora a fagoterapia venha retomando seu
espaco no tratamento de doengas e problemas ambientais causados por bactérias, hd ainda a
possibilidade de utilizacdo de enzimas fagicas como as depolimerases e lisinas, que
apresentam grande potencial no combate ao biofilme bacteriano. Quando as células estdo em
um arranjo de biofilme, elas se tornam muito mais resistente a acdo de biocidas, e causam
grandes prejuizos na drea industrial e hospitalar. Apesar de todo o potencial dos bacteridéfagos
como agentes supressores do crescimento bacteriano, pouco se discute sobre a otimizagdo de
particulas virais para o uso desses organismos em larga escala. Esse trabalho teve como
objetivo avaliar a progénie do fago vB_EcoM_UFV(09 em sete meios de cultura (meio rico
LB e meio minimo M9 com as fontes de carbono: acetato, acido latico, piruvato, glicerol,
succinato e glicose) juntamente com a influéncia dos parametros de cultivo temperatura,
tempo de incubacdo, agitacdo e Multiplicity of infection (MOI) a partir da metodologia de
Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR).Os resultados indicaram que os
parametro de cultivo influenciaram na producgdo viral de forma distinta em cada uma das
fontes de carbono, e que alguma delas se mostraram insensiveis a esses estimulos.
Acreditamos que isso ocorra pelo estado fisiolégico sobrecarregado da célula bacteriana em
crescer num meio com fontes de carbonos mais dificeis de se obter energia. A determinacio
da melhor condi¢do de crescimento para a otimizacdo da producdo do vB_EcoM_UFV(09
levou em conta a viabilidade econdmica da fonte de carbono, a estabilidade da fonte no meio

de cultivo e o impacto dos parametros de cultivo na producdo da progénie viral.
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2.2- Introducao

A fagoterapia consiste na utilizacio de bacteriéfagos, também chamados de fagos, no
controle do crescimento bacteriano, em decorréncia da lise celular acarretada pelo processo de
infeccdo viral (KEEN, 2012). Assim que os fagos foram descritos, de maneira independente
por Frederick Twort em 1915 e Felix d’Herelle em 1917, eles rapidamente comecaram a ser
usados no controle de doengas bacterianas, tais como disenterias, febre tifoide e cdlera
(FRUCIANO; BOURNE, 2007). Porém, com a descoberta dos antibidticos e o fato dos
coquetéis féagicos apresentarem relativa inconsisténcia no tratamento dos pacientes, a

fagoterapia foi deixada de lado (ENDERSEN ef al, 2014; SKURNIK; STRAUCH, 2006).

Essa inconsisténcia pode ser associada ao pouco conhecimento tanto da relacdo virus-
hospedeiro, quanto dos ciclos de infec¢do virais que os pesquisadores possuiam quando a
fagoterapia comecou a ser utilizada (KEEN, 2012). Embora a aplica¢do dos fagos para fins
terapéuticos tenha diminuido, os estudos envolvendo bacteri6fagos continuaram, e grandes
descobertas da biologia molecular podem ser associadas a eles, tais como: a determinagdo dos
ciclos de infeccdo virais, a descoberta do mRNA e mecanismos de reparo do DNA, Dentre

esses fagos, o T4 € um dos mais estudados (MILLER et al, 2003).

Devido ao aumento de cepas bacterianas resistentes a acdo dos antibidticos, a
necessidade de metodologias alternativas para o controle do crescimento de bactérias
patogénicas ressurgiu, fazendo com que a fagoterapia voltasse a ser considerada uma provavel
alternativa para esse fim (GOLKAR et al, 2014). Enquanto aplicacdo de bacteriéfagos para
tratamento em humanos ainda esteja voltando a ser testada (WRIGHT et al., 2009), a
utilizacdo deles no controle de doengas veterindrias, como a mastite e problemas ambientais
associados a formagdo do biofilme tem sido feita de forma recorrente e com 6timos resultados

(BELGINI et al., 2014; DUARTE et al., 2018; DUARTE et al., 2016).

Apesar da lise celular decorrente do processo de infeccdo ser principal foco da
fagoterapia, o potencial de algumas enzimas fagicas também vem sendo investigado.
Hidrolases como as depolimerases e lisinas apresentam grande potencial no combate ao
biofilme bacteriano, que causa grandes prejuizos na area industrial e hospitalar (CHAN,
ABEDON, 2015, FISCHETTI, 2005). O biofilme €é composto por uma matriz
exopolissacaridica (EPS), secretado pelas proprias células bacterianas, que auxiliam a fixacdo
delas a uma superficie (COSTERTON et al. 1987). Quando as células estdo em um arranjo de

biofilme, elas se tornam muito mais resistente a acdo de biocidas, uma vez que o EPS forma
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uma barreira fisica que protege as células desses compostos (COSTERTON et al. 1987,
STEWART, COSTERTON, 2001; KUMAR, ANAND, 1998).

Os biofilmes sdo um problema em diversos contextos, porém, nesse trabalho iremos
correlacionar os biofilmes bacterianos formados por organismos redutores de sulfato em

industrias petroliferas e a acdo dos bacteri6fagos, numa aplicacdo ambiental.

Procariotos Redutores de Sulfato (PRS), sdo um grupo de organismos heterofiléticos,
com representantes tanto do dominio Archaea quanto Bacteria, capazes de utilizar o sulfato
como aceptor final de elétrons durante a respiracdo, e que tem o sulfeto de hidrogénio (H2S)
como principal produto desse metabolismo (CASTRO et al, 2000; BARTON, HAMILTON,
2007; RABUS et al, 2015).

Esse grupo de micro-organismos chama especial aten¢do em plataformas petroliferas.
Eles estdo normalmente presentes na dgua do mar, que pode ser injetada nos po¢os quando a
pressdo natural deles se extingue, num processo denominado recuperacdo secunddria do
petréleo. A dgua proveniente desse processo ¢ chamada “dgua de producdo” e precisa ser
armazenada nas plataformas petroliferas até ser tratada. O armazenamento da 4dgua de
producdo nos tanques cria um ambiente que se torna rapidamente andxico € rico em
compostos sulfurados, muito propicio para o crescimento de PRS (CURBELO, 2006; GIEG,
2011; GRABOWSKI et al, 2005).

Esses organismos formam biofilmes nos tanques e nos tubos das plataformas, sendo os
principais responsdveis pelo processo de corrosdo biogé€nica em ambientes relacionados ao
petréleo. A presenca deles também acentua a acidificacdo do meio e aumenta a concentracao
de compostos sulfurados no petrdleo, um fendmeno denominado “souring”, que resulta na
diminui¢do do seu valor de mercado (CURBELO, 2006; GIEG, 2011; GRABOWSKI et al,
2005). O uso de biocidas é uma opg¢ao na tentativa de controlar o crescimento de PRS, porém,
a resisténcia microbiana a esses compostos € um agravante que pode se desenvolver,
particularmente em biofilmes tratados. H4 ainda problemas relacionados com a toxicidade e a
permanéncia dessas substancias nos efluentes mesmo apds as etapas de tratamento (FRAISE,

2002; STEWART, COSTERTON, 2001).

Por conta disso, a utilizagdo de bacteri6fagos pode ser uma interessante alternativa
para o controle do crescimento de PRS. Embora o grupo conte com mais de 30 géneros, € o

isolamento de bacteri6fagos liticos para cada um deles se torne um problema, a utilizacdo de
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bacteri6fagos que produzam enzimas capazes de impedir ou desestruturar o biofilme
bacteriano se mostrou um tratamento promissor em estudos recentes do nosso grupo de
pesquisa (CHAN B. K., ABEDON S. T., 2015; PARAISON S. et al 2014; DUARTE V. S.,
2018; BELGINI D. R. B, 2014).

Uma das principais limitacdes do uso de bacteriéfagos em sistemas ambientais € a
necessidade de uma quantidade de particulas virais exponencialmente maior do que se €
produzido normalmente em laboratério. Dessa forma, estudos e metodologias que visem
otimizar e tornar economicamente vidvel a produgdo de bacteriéfagos em larga escala sdo de

extrema importancia e representam uma demanda crescente.

A obtenc¢do de novas particulas virais envolve tanto o cultivo do hospedeiro quanto do
virus. No caso dos bacteriéfagos, é necessario o cultivo das células bacterianas antes do
processo de propagacdo em si. O meio Luria Bertani (LB) é um meio rico e complexo, muito
utilizado para o cultivo de enterobactérias, como € o caso da Escherichia coli. Esse meio ja
possui diversos precursores que sdo utilizados pela célula, que por conta disso, consegue
crescer de forma excepcionalmente rdpida com o tempo de geracdo de 20 minutos na fase
exponencial de crescimento (MILLER et al, 2003; SEZONOV; ARI, 2007). Apesar das
vantagens de cultivo, se uma propagacdo viral em larga escala fosse realizada em meio LB, os

custos operacionais seriam altissimos.

Uma alternativa para esse problema, seria a utiliza¢do de outro meio de cultivo para o
crescimento das células bacterianas. O meio minimo M9 € composto basicamente por sais €
ions, tais como fosfato de sddio dibasico, fosfato monopotassico, cloreto de sddio, cloreto de
amonio, cloreto de cdlcio e sulfato de magnésio, além de uma fonte de carbono. Essa
alternativa sé € possivel devido a grande capacidade metabdlica da bactéria E. coli, que é
capaz de sintetizar todos seus precursores celulares mesmo crescendo em um meio
oligotréfico como € o caso do meio M9, apesar de ndo apresentar a mesma velocidade de

crescimento de quando € cultivada em um meio rico (LI et al., 2014).

A tabela 1 simula os custos de produgdo de diferentes meios de cultivo, como o meio
rico LB e o meio minimo M9 com diferentes fontes de carbono. De acordo com os precos
cotados, o cultivo em meio LB seria aproximadamente 30 vezes mais dispendioso do que o

cultivo nos meio M9 utilizando glicose e acetato de sédio como fonte de carbono.
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Tabela 1: Valores em reais referentes as fontes de carbono utilizadas. O * significa que ndo ha como determinar
a concentracdo das fontes de carbono utilizadas no meio LB, utilizamos como base para o cdlculo as 25g/L.
recomendada pelo fabricante.

Fonte de Carbono Preco Preco por litro/ [0,4% ]

LB broth, Miller R$ 1090,00 / 1Kg R$ 27,25%*
Meio M9 sem fonte de carbono - R$ 0,72
Acido latico R$ 59,00/ 1L R$ 0,23

Acetato de Sddio R$31,50/1Kg R$ 0,126
Glicose R$33,50/1Kg R$ 0,135

Glicerol R$43,90/1L R$ 0,175
Piruvato de Sédio R$47,30/25¢ R$ 7,56
Succinato de sédio R$ 161,80/ 100g RS 6,44

Além da utilizacdo de diferentes fontes de carbono e meios de cultura, outros
parametros operacionais podem ser testados para se alcancar as condicdes 6timas de cultivo,
tais como temperatura, agitacdo, tempo de incubacdo e, no caso da producgdo viral,
Multuplicity of Infection, que € a propor¢do de particulas virais por células bacterianas

adicionadas durante o processo de otimizagao.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar as melhores condi¢des
de cultivo para a producdo de particulas virais de um fago da familia Myoviridae, T4-like,
denominado vB_EcoM_UFV(09, que em estudos anteriores, se apresentou eficaz na
diminuicdo do biofilme bacteriano formado em um sistema de fluxo continuo (looping).
Dessa forma, foram avaliados sete meios de cultivo: seis meios minimo M9, que diferiram
entre si pela fonte de carbono utilizada (ver tabela 1), e o meio LB (controle). Utilizando-se
ainda da estratégia de Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR) a influéncia de
4 varidveis de producdo foi avaliada. Sdo elas: Temperatura (Te), Tempo de incubagdo (Ti)

Agitacdo (Ag) e Multiplicity of Infection (MOI).

2.3- Metodologia

2.3.1- Linhagem bacteriana e Bacteriofago vB_EcoM-UFV9

Para a multiplicacdo do fago vB_EcoM-UFV9 foi utilizada a linhagem bacteriana

Escherichia coli, isolado 30, cedida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
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(EMBRAPA). O bacteriéfago EcoM-UFV9, utilizado em todos os testes subsequentes, foi
isolado a partir de amostras da rede de esgoto da cidade de Vigosa/MG. Seu genoma e o
potencial para a utilizacdo na fagoterapia foi avaliado no capitulo anterior. Esse isolado faz
parte do acervo de micro-organismos do Laboratério de Imunovirologia Molecular (LIVM) da

Universidade Federal de Vigosa.

2.3.2- Meio minimo M9 e Luria Bertani Broth (LB)

Os meios utilizados foram preparados seguindo o protocolo descrito por Sambrook
and Russel, 2001, com leves adaptagdes (Anexo 2). O meio minimo M9 é composto
basicamente por sais e fons, tais como fosfato de sédio dibdsico, fosfato monopotéssico,
cloreto de sddio, cloreto de amonio, cloreto de calcio e sulfato de magnésio. A concentracao
da fonte de carbono utilizada foi de 0,4% p/v. O meio LB € composto por extrato de levedura,
cloreto de sédio e peptona, sendo considerado um meio rico. No total, foram avaliados sete
meios de cultivo: seis meios minimo M9, que diferiram entre si pela fonte de carbono
utilizada (Tabela 1), e 0 meio LB (controle), que € normalmente utilizado para o crescimento
de bactéria E. coli. Para facilitar a nomenclatura, durante este estudo as fontes de carbono

serdo citadas apenas como Acetato, Acido Latico, Piruvato, Glicerol, Succinato e Glicose.

Tabela 2: Férmula estrutural e niimero de carbono que compdem as moléculas utilizadas como fonte de carbono
dos meios M9 presentes nesse trabalho.

Nimero de Formula

Fonts da Carbano Carbonos estrutural

-

Acetato de sddio 2

O Na®
(o]
Acido latico 3 \l/‘koH
OH
o]
Acido pirivico 3 %OH
(0]

3 HO OH

g

Glicerol (Glicerina)
OH

Acido succinico 4 HO

Q
(o]
-

OH OH 0O

Glicose 6 He H

o OH
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2.3.4- Avaliacao da cinética de crescimento bacteriano

A bactéria E. coli 30 foi cultivada nos meios M9 e LB com o objetivo de avaliar a
velocidade de crescimento desse isolado. Para a avaliagdo da cinética do crescimento
bacteriano, uma aliquota da bactéria ativada overnight foi adicionada a um tubo de 50 mL de
forma que a DOgoo fosse 0,1 e o volume final 7mL. Aliquotas de 300 puL foram recolhidas em

diferentes tempos para a leitura da DOgo.

2.3.5- Delineamento de Composto Central Rotacional com 4 variaveis

Para a avaliagdo da produgdo de particulas virais em diferentes fontes de Carbono e
diferentes condi¢des de cultivo, foi utilizado o Delineamento de Composto Central Rotacional
(DCCR) que envolveu 4 varidveis: Temperatura (Te), Tempo de incubacdo (Ti) Agitacao
(Ag) e Multiplicity of Infection (MOI). O delineamento foi composto por 16 combinacdes
possiveis entre os preditores estudados (2%), acrescidos de 8 ensaios axiais e 4 repeti¢des de

ponto central, totalizando 28 ensaios. O desenho experimental pode ser visto no anexo 1.

O termo Multiplicity of Infection representa a proporc¢do de particulas virais em relacio
ao numero de bactérias presentes no meio. Sendo assim, um MOI de 0,1 representa a

utilizagdo de 10 vezes menos fagos do que bactérias para realizar determinado ensaio.

A faixa de valores estabelecida para os parametros selecionados (tabela 2) foi definida
com base em estudos prévios (PALIY; GUNASEKERA, 2007a; THAKUR et al., 2010;
WARNER; BARKER; PERKINS, 2014).

Tabela 3: Valores utilizados no DCCR para a andlise da produgdo de particulas do fago vB_EcoM_UFV09 em
diferentes pardmetros de cultivo e meios de cultura.

Variaveis Niveis
-0 -1 0 +1 +a
Temperatura (°C) 28 31 34 37 40
Tempo de incubagao (h) 4 6 8 10 12
Agitacdo (rpm) 100 138 175 213 250
MOI 0,00001  0,0001 0,001 0,01 0,1

2.3.6- Montagem dos experimentos de DCCR

Cada fonte de carbono foi considerada uma varidvel resposta diferente do processo de
otimizagdo. Os 28 ensaios definidos no DCCR foram feitos para cada uma das fontes de
carbono avaliadas (acetato, glicerol, glicose, 4c. latico, piruvato e succinato) e para o meio
LB. O in6culo bacteriano foi previamente ativado em cada um dos meios de cultivo, até que

atingisse a DOgoo de aproximadamente 0,7. Em seguida, a bactéria ativada foi adicionada em
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tubo de 50 mL, com ajuste de DOego inicial de 0,1para um volume final de SmL. Os tubos

foram entdo submetidos as diferentes condi¢des de cultivo previstas pelo DCCR.

2.3.7- Quantificac¢ao do titulo viral

Para a quantificagdo do titulo viral ao final do processo de cultivo, foi realizado o
plaqueamento por dupla camada seguindo protocolo de Kropinski et al, 2009, com algumas
modificagdes. Desse modo, 100 uL de amostra foi recolhida de cada tubo de 50 mL e
diluicdes seriadas foram realizadas na propor¢do de 1:10, em tampao SM (Anexo 2). Das
diluicdes 10 e 107 foram retirados 100 uL, que foram adicionados em tubos de 1,5 mL de
forma independente. Nesses tubos também foram adicionados 100 pL de uma solucdo estoque
contendo a bactéria E. coli 30, na DOeoo de 2,0. O contetido de cada um dos tubos de 1,5mL
foi entdo misturado a SmL de meio LB semi-sélido (0,7% de &agar), e entdo vertido numa

placa de petri, contendo aproximadamente 20mL de meio LB sélido (1,5% de agar).

2.3.8- Avaliacao dos impactos dos parametros operacionais de cultivo na
producao de particulas virais

A avaliacido do impacto dos paradmetros operacionais utilizados no DCCR, bem como
a predi¢do das melhores condi¢des de cultivo para cada fonte de carbono, foi feita utilizando o
programa Minitab, a partir dos valores de titulacdo viral obtidos ao final de cada um dos 28

ensaios, nos meios de cultivo utilizados.
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2.4- Resultados

2.4.1- Avaliacao da cinética de crescimento bacteriano

A cinética de crescimento da bactéria E. coli 30 foi semelhante entre os meios
avaliados (Figura 1), embora a DOgoo alcangada tenha sido diferente entre eles. Apresentamos

na tabela 3 os valores de pu e a DOgoo apds 24 horas de experimento.

2
1 -t
E 0
2
0]
2
g -1
-2 -
-3 T T T T T
0 12 24 36 48
Tempo (h)

—a— Meio LB —=— Glicose —=— Glicerol —s— Ac. Latico
—a— Piruvato Acetato —#=— Succinato

Figura 1: Cinética de crescimento da bactéria Escherichia coli 30 em diferentes meios de cultivo.

A bactéria apresentou o maior valor de DOsoo em LB (mais que o dobro do que nas
demais fontes) e o valor da taxa intrinseca de crescimento (1) nesse meio foi extremamente
maior do que os valores observados em meio minimo, em média, 81% maior. Baseado nos
valores de Ln da DOgoo dos meios M9, observamos que a bactéria apresentou dois padroes de
crescimento semelhantes. Glicose, Glicerol, Ac. Lético e Piruvato estdo agrupados por terem
apresentados valores de DOgoo intermedidrios. J4 Acetato e Succinato apresentaram os

menores valores, ndo tendo alcancado a DOgoo de 0,7 mesmo apds 24h de incubagio.
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Tabela 4: Valores de DOgoo obtidos apds 24h de experimento e da taxa intrinseca de crescimento da bactéria
Escherichia coli 30 nos diferentes meios avaliados.

Fonte de Carbono DQOs00 média (24h) 1]

LB 2,52 1,475
Glicose 1.17 0.3737
Glicerol 1.19 0.357
Piruvato 0.96 0.3485
Succinato 0.54 0.2142

Ac. Litico 1.09 0.1943
Acetato 0.64 0.1763

A taxa intrinseca de crescimento ndo acompanhou os valores de DOgpo, pois €
calculada a partir da inclinacdo da reta. Dessa forma, as fontes que apresentaram um maior
valor de p tiveram um crescimento inicial rdpido, porém com uma fase exponencial mais
curta, se comparada ao LB, fazendo com que a fase estaciondria tenha sido alcancada mais
cedo. Isso causou uma desaceleracdao do crescimento e resultou no valor de DOgoo bem abaixo

do que o que foi encontrado em meio LB.

2.4.2- Avaliacio dos impactos dos parametros operacionais de cultivo na
producao da progénie viral do bacteriéfago vB_EcoM_UFV(09

A partir das andlises de regressdo linear de superficie de resposta, feitas para cada um
dos meios utilizados durante o estudo, foi possivel determinar a equagdo que melhor sintetiza
a influéncia dos parametros de cultivo (temperatura, tempo de incubagdo, agitacdo e MOI)
sobre 0 numero de particulas virais (Y) (varidvel resposta), e como esses fatores se
relacionaram entre si ao final dos 28 ensaios realizados (ver Tabela 4). O resultado obtido a
partir das titulacdes, em UFP/mL, foi logaritmizado para que as andlises estatisticas fossem

realizadas.

Tabela 5: Equacdes dadas a partir de andlises de regressdo linear de superficie de respostas e os respectivos
valores de R2. As fontes estdo ordenadas de acordo com o niimero de carbonos que cada um possui, do menor
para o maior. Te = temperatura; Ti = tempo de incubagdo; Rt = agitacdo e MOI = Multiplicity of Infection. Os
dados foram obtidos com P-valor <0,05. Os nimeros que apresentam * tiveram valores dentro do intervalo de
significancia.

Fonte Equacio R2 (%)

Acetato 13,5 + 1,412%Te - 0,02214*Te> 39.87
Acido Latico  9,6697 _

Piruvato 9,33 _

Glicerol 8,908 + 85,7MOI — 809*MOI> 32.5

Succinato 1574 + 0.690Ti + 0,1070%Ti + 0,1326Rt + 57,7MOI - 599*MOP
-0,003828+*TeAg ’

Glicose 6,88 +0,0597*Te +0,00395%Ag +262,IMOI —490*MOP - 424
1,205%AgMOI
LB 1,47 + 0,0955*Te + 1,098*Ti - 0,0593*Ti? 49.90
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O valor de R? indica quanto dos resultados observados foram explicados pelas
varidveis analisadas. Os meios M9 contendo 4cido latico e piruvato ndo foram influenciados
por nenhuma dessas varidveis, sendo assim, € fornecido apenas o valor da média dos
resultados obtidos. J4 o meio contendo succinato foi influenciado por todas as varidveis de

cultivo analisadas.

Em geral, temperatura foi a vardvel que mais influenciou a producdo de particulas
virais, sendo significativa em 4 das 7 fontes de carbono avaliadas. Em seguida, temos o
preditor MOI, que se manteve em 3 das 7 fontes. Tempo de incubagdo e Agitacdo foram
representativos em apenas 2 das 7 fontes. A tabela 5 sintetiza os parametros que agiram de

forma significativa em cada uma das fontes utilizadas durante a dindmicas de infec¢do virais.

Tabela 6: Varidveis que influenciaram na producdo da progénie viral (Y) nos diferentes meios de cultura
utilizados. “X” indica que a variavel influenciou na resposta; “—” indica que a varidvel ndo foi significativa.

Fonte de Temperatura Tempo de Agitacao Multiplicity of
carbono (Te) incubacao (Ti) (Ag) infection (MOI)

Acetato X - - -
Ac. Litico - - - -

Piruvato - - -

Glicerol
Succinato

Glicose
LB

XX X

X X
X

XXX

X - -

2.4.2.1- Meio M9/acetato

A equacdo que sintetiza a influéncia das varidveis no nimero de particulas virais
produzidas no meio M9/acetato € a seguinte: Y= -13,5 + 1,412*Te - 0,02214*Te?. Observa-
se que a temperatura foi a Unica varidvel a interferir na resposta. A presenca do termo
quadratico na equagdo possibilita que o ponto 6timo dessa varidvel seja calculado, a partir do

célculo da seguinte derivada:

d¥1
6Te2

= 2+(—0,02214)Te + 1,412 =319

Com isso, observamos que a temperatura 6tima de producdo em meio M9/acetato € de

31,9 °C (Figura 2).
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Figura 2: Gréfico de dispersdo exibindo a correlagdo entre o nimero de particulas virais produzidas e
temperatura.

2.4.2.2- Meio M9/dcido ldatico e Meio M9/Piruvato

Os ensaios realizados em meio M9/4c. latico e M9/piruvato ndo foram influenciados
de forma significativa por nenhuma das varidveis avaliadas. Dessa forma, ndo foi possivel

determinar as melhores condi¢des de cultivo sob tais meios.

2.4.2.3- Meio M9/glicerol

A influéncia das varidveis de cultivo nos ensaios realizados no meio M9/glicerol pode
ser sintetizada pela seguinte equa¢do: Y= 8,908 + 85,7MOI — 809*MOI>. A partir dela nota-
se que o MOI foi a tnica varidvel que influenciou a producdo da progénie viral. Semelhante
ao que foi encontrado no meio MY/ acetato, a equacdo também apresentou um termo
quadratico. A resolug@o da derivada a seguir permitiu determinar que o MOI ideal em meio

MO9/glicerol € igual a 0,052 (Figura 3).

ov4

spiors = 2 (F809)MOI +857 = 0,052
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Figura 3: Grafico de dispersdo exibindo a correlacdo entre o nimero de fagos recuperados ao final dos
ensaios e o MOL

2.4.2.4- Meio M9/Succinato

Diferente de todas as demais fontes de carbono, o meio M9/succinato foi o tnico a
sofrer influéncia de todas as varidveis de cultivo investigadas. A equacdo que exibe essas
relagdes € a seguinte: Ys= 15,74 + 0,690Te + 0,1070*Ti + 0,1326Ag + 57,7MOI — 599*MOI?
- 0,003828*TeAg. A partir da interpretacdo dessas correlagdes € possivel afirmar que a
temperatura (Te) apresentou uma relacdo antagbnica com a agitacdo (Ag). O valor positivo da
varidvel tempo de incubagdo (Ti) indica que, quanto maior o tempo de incubagdo, melhor a
resposta de Y, porém, sem a forma quadratica dessa varidvel ndo foi possivel determinar o
tempo Otimo de incubacdo. No que diz respeito ao MOI, o valor 6timo foi de 0,0482. A

resolugdo da derivada encontra-se a seguir:

6Y5

sarorz = 2 * (F599)MOI +57,7 = 0,0482

A Figura 4 exibe os gréaficos de superficie de resposta obtidos a partir das correlagdes
apresentadas entre as varidveis e seu impacto na produgdo de particulas virais. Como 4
varidveis sdo analisadas, os gréaficos foram plotados de forma que 2 varidveis sdo expostas e

duas sdo omitidas e fixadas em seus valores 6timos, todas em fungdo de Y.
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Figura 4: Gréficos de superficie de resposta obtidos a partir da equacdo Y = 15,74 + 0,690Te + 0,1070*Ti
+0,1326Rt + 57,7MOI —599*MOI* - 0,003828*TeRot, em meio minimo M9/succinato. A) relacdo entre
temperatura (Te) e tempo de incubacéo (Ti); B) relagdo entre temperatura (Te) e agitacdo (Ag); C) relacdo entre
Temperatura (Te) e MOI; D) relagdo entre Tempo de incubacdo (Ti) e agitacao (Ag); E) relacdo entre tempo de
incubacgdo (Ti) e MOI; e F) relacao entre agitacdo (Rt) e MOL.

2.4.2.5- Meio M9/Glicose

A equagdo que sintetiza as relacdes que influenciaram os experimentos no meio
M9/glicose é: Ye= 6,88 +0,0597*Te +0,00395%Ag +262,1MOI —490*MOI*
1,205*%AgMOI. A auséncia do termo “Ti”, indica que o tempo de incubagdo nao influenciou
nos resultados obtidos. A andlise das varidveis temperatura (Te) e agitacdo (Ag) foram muito
importantes nesse caso, pois ambas apresentaram valor positivo e significativo, o que indica
relacdo positiva com a varidvel resposta Y. Isso se manteve para a temperatura, porém a
agitacdo apresentou interacao negativa com o MOI, o que denota acdo antagdnica. Na Figura
SA, observamos que, quanto maior a agitacdo, menor a producdo de particulas virais. Foi
possivel calcular o MOI 6timo do processo de producdo a partir da resolucdo da seguinte

derivada:
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6Y6

SMOI2 2 = (—490)MOI + 262,2 — 1,205Rt = 0,144

A presenca da varidvel agitacdo (Ag) nessa equacdo é proveniente da interacdo
significativa que persistiu entre essas duas varidveis. O valor de Ag foi substituido por 100
(valor minimo de agitacdo utilizada nos experimentos, mas que apresentou os melhores
resultados) e o valor 6timo de MOI em M9/glicose foi de 0,144. Esse nimero foi levemente

maior do que a quantidade maxima de MOI utilizada durante os ensaios.

A Figura 5 apresenta os graficos de superficie de resposta das interacdes que

aconteceram entre as varidveis no meio M9/glicose.
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Figura 5: Grificos de superficie de resposta obtidos a partir da equacdo Y= 6,88 + 0,0597*Te + 0,00395*Rt
+262,1MOI — 490*MOI? - 1,205*RtMOI, em meio minimo M9/glicose. A) relagdo entre temperatura (Te) €
agitacdo (Rt); B) Temperatura (Te) e MOI; e C) Agitacdo (Ag) e MOL

2.4.2.6- Meio LB

No meio LB, as unicas varidveis que influenciaram a produ¢do de particulas virais
foram temperatura e tempo de incubagdo. A equacgdo que sintetiza essa influéncia € a seguinte:

Y7= 1,47 +0,0955¥Te + 1,098*Ti - 0,0593*Ti%.. A andlise dessa equagcio mostra que a
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temperatura também teve acdo positiva sobre a producdo de particulas virais, € que seus
valores mais altos desencadearam melhor resposta de Y. A resolu¢cdo da derivada abaixo

permitiu a predi¢do dos valores ideais de tempo de incubagio:

6Y7

sarops = 2 (F0.0593)Ti + 1,098 = 9,25

Sendo assim, demonstrou-se que o tempo Otimo de incubacdo é de 9 horas e 15
minutos. A figura 6 apresenta o grafico de superficie de resposta relacionando o tempo de

incubacdo e a temperatura.
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Figura 6: Grafico de superficie de resposta obtidos a partir da equagdo Y= 1,47 + 0,0955%Te + 1,098*Ti -
0,0593*Ti2, em meio rico LB. Relacionam-se as varidveis temperatura e tempo de incubag?o.

2.4.3- Predicao da producao de particulas virais nos diferentes meios de cultivo.

A partir da averiguacdo de como as varidveis de cultivo se comportaram em cada um
dos diferentes meios e dos pontos 6timos identificados, foi possivel predizer o potencial de

producdo a ser alcancado em cada uma das condi¢des estudadas.

Quanto menor a participacao das varidveis temperatura, tempo de incubagdo, agitacao
e MOI nos meios de cultivo avaliados, mais essa predi¢do foi baseada nos valores observados
dos ensaios determinados por DCCR. A tabela 6 apresenta a faixa de produgdo da progénie
viral, que tem o potencial matemdtico de ser alcancada se os valores 6timos determinados
pelos resultados anteriores forem utilizados. Valores que se sobrepdem apresentam as mesmas

letras sobrescritas e sao estatisticamente semelhantes.
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Tabela 7: predicao dos valores que podem vir a ser alcancados utilizando-se das melhores condi¢gdes de cultivo
em cada um dos meios utilizados. Essa predi¢do se baseia nas correlacdes apresentadas pelos pardmetros de
cultivo e pela determinacdo de seus valores 6timos. O intervalo de confianga utilizado foi de 90%, ou seja P-
valor <0,1.

Fonte Limite inferior Média de Y Limite Superior

Acetato? 8,79 8,97 9,152
Piruvato® 9,079 9,33 9,58
Acido LaticoP 9,17 9,66 9,74
Glicerol® 9,85 11,17 12,49

LB¢ 9,98 10,378 10,759
Succinato? 11,021 12,4709 13,71
Glicose! 12,728 18,92 25,11
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2.5- Discussao

Metodologias que visam melhorar o processo de propagacdo de bacteriéfagos
invariavelmente deverdo considerar a fisiologia do hospedeiro, e sua plasticidade gendmica
para responder aos estimulos ambientais que serdo empregados durante os ensaios (BRYAN
et al., 2016). A bactéria Escherichia coli possui uma grande capacidade metabdlica. Ela é
capaz de produzir todos 0s precursores essenciais para as suas vias anabdlicas, vitaminas e
coenzimas reduzidas mesmo crescendo em baixas condi¢des nutricionais, como € o caso do

meio minimo M9 (WHITE ez al, 2011).

O meio LB € um meio rico e complexo, pois possui em sua composi¢do componentes
provenientes de outros seres vivos, como o extrato da levedura Saccharomyces cerevisiae
(SEZONOV; ARI, 2007). A utilizacdo do meio LB na propagacdo de fagos do género T4, tal
como o VB_EcoM_UFV09 é muito comum, uma vez que seu hospedeiro (normalmente E.
coli) apresenta um 6timo crescimento nesse meio, com o tempo de geracdo de 20 minutos na
fase exponencial de crescimento (MILLER ez al, 2003; SEZONOV; ARI, 2007). Entretanto,
apesar das vantagens de crescimento nesse meio, se a propagacao viral em larga escala fosse

feita em meio LB, os custos seriam altissimos (Tabela 1).

Li et al., 2014 comparou o metabolismo da estirpe bacteriana Escherichia coli BL21
em meio minimo com glicose e em meio LB. Glicose € normalmente utilizada como fonte de
carbono nesses estudos, por ter sua utilizacdo preferencial e possuir 6 carbonos em sua
composi¢do. Dessa forma, ela entra na via glicolitica e promove o melhor aproveitamento
energético possivel na célula (WHITE et al, 2011). Em meio rico (LB), a maioria dos genes
que codificam precursores importantes na célula, como determinados aminodcidos, estio em
niveis basais, ou até mesmo reprimidos, uma vez que esses precursores ja estido presentes no
meio de crescimento. Sendo assim, a maquinaria celular € direcionada para a produgdo de
macromoléculas, o que acelera seu crescimento (LI et al., 2014). Por outro lado, muitos genes
estdo ativos durante o crescimento em meio minimo, principalmente os que codificam as
enzimas da fase inicial da glicélise e de todo ciclo do dcido citrico, além dos da biossintese de
aminodcidos. Em meio minimo, 20% da massa relativa de proteinas da célula correspondem a
enzimas envolvidas na sintese de aminodacidos, contra 6% em meio rico. Além disso, as
enzimas do sistema PTS (Phospho-transferase system) também estdo em maior quantidade em
meio minimo. Esse é um dos sistemas de transporte de carboidratos mais importante da

célula, principalmente em meios contendo a glicose como fonte de carbono (LI et al., 2014).
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Esses dados apontam que em meio rico hd abundancia de moléculas importantes para
o crescimento celular, e que ha sobra energética na célula que cresce nesse meio. Essa energia
€ convertida em crescimento celular, uma vez que ela ndo precisa ser deslocada para a
sintetize de compostos que ja se encontram no meio. J4 em uma célula que cresce em meio
minimo contendo glicose, mais da demanda energética celular € direcionada para o
anabolismo (uma vez que vdrias vias metabdlicas se tornam ativas pela baixa concentracdo de

metabdlitos do meio), fazendo com que a energia gerada seja aplicada na biossintese de

precursores.

Além de glicose e LB, no presente trabalho utilizamos fontes de carbono consideradas
gliconeogénicas (acetato, acido latico, piruvato, glicerol e succinato). As fontes de carbono
gliconeogénicas sdo aquelas que ndo passam pela via glicolitica ao entrar na célula, o que
acarreta uma menor produgdo de energia (uma vez que a via glicolitica produz 2 ATPs por
molécula de glicose) (WHITE, 2011). Além disso, € necessdrio que uma porcentagem dos
carbonos provenientes dessas fontes sigam o caminho da gliconeogénese, uma via que
consome ATPs, mas exceto por pequenos desvios, refaz o caminho da glicdlise para que
precursores celulares importantes possam ser formados. O local de entrada de cada uma das
fontes utilizadas nesse estudo e o caminho que elas percorrem pela célula é esquematizado na

figura 7.
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Figura 7: desenho esquemadtico sobre como as vias metabdlicas e as fontes de carbono utilizadas nesse estudo se
relacionam. Estdo omitidas as enzimas que catalisam as reacdes, diversas reacdes que ndo estdo relacionadas
diretamente ao metabolismo dessas fontes, e as reacdes de producdo e consumo de coenzimas reduzidas.
Legenda: GO6P = glicose-6-fosfato; FOP = frutose-6-fosfato; G3P = gliceraldeido-3-fosfato, DHAP =
dihidroxiacetona-fosfato; PEP = Fosfoenolpiruvato; PIR = Piruvato; LAC = Ac. latico; Ac-CoA = Acetil-CoA;
CIT = citrato; Iso-C = Isocitrato; a-Cet = Alfa-cetoglutarato; S-Coa = Succini-CoA; SUC = Succinato; FUM =
fumarato; MAL= malato; Oxalo=Oxaloacetato

Muitos trabalhos que envolvem o cultivo de micro-organismos sugerem que, quanto
mais carbonos uma fonte possui, melhor serd o crescimento bacteriano, € consequentemente,
melhor a producdo de uma progénie viral em caso de infeccdo (PALIY; GUNASEKERA,
2007a; THAKUR et al., 2010). No entanto, tal suposi¢ao se aplicou de forma parcial no nosso

estudo.

Os valores da curva crescimento da bactéria Escherichia coli 30 nos diferentes meios
avaliados demonstraram que o meio LB realmente é o meio no qual a bactéria alcanca um
maior numero de células, pois foi o que obteve a maior leitura em DOgoo apds 24 horas de
incubagdo. Os nossos resultados corroboraram com estudos anteriores € demonstraram o
mesmo perfil de crescimento, tendo o meio M9/succinato como o que obteve o pior valor de
DOsoo (PALIY; GUNASEKERA, 2007b; THAKUR et al., 2010). Porém, se levarmos em
conta o valor da taxa intrinseca de crescimento (u), embora LB e o meio M9/glicose tenham
apresentado crescimento mais rdpido, eles foram seguidos por glicerol e piruvato, que
possuem 3 carbonos em sua composi¢do. Apesar desses dados serem informativos, eles ainda
ndo nos permitem tirar grandes conclusdes sobre como esse comportamento reflete no

processo de produgdo viral.

Embora a composi¢do do meio de cultura em si j4 possua um grande potencial de
afetar a producio de particulas virais, nés também avaliamos o impacto de outros parametros
operacionais (temperatura, tempo de incubagdo, agitacdo e MOI) sobre tal producao. Warner
et al, em 2014 realizou um estudo que avaliava o impacto de diversos parametros de cultivo
para a producdo em larga escala do fago filamentoso M13. Eles observaram que a composi¢ao
do meio de cultura teve o maior efeito sobre a progénie viral, seguida pela temperatura.
Porém, contrariando o que encontramos no presente estudo, no caso do fago M13, quanto
maior a temperatura, melhor o crescimento bacteriano e pior a producao de particulas virais

(WARNER et al., 2014).

Em geral, observamos que cada meio de cultivo foi influenciado de forma distinta
pelas varidveis analisadas. Temperaturas mais altas potencializaram a produ¢do da progénie

viral, exceto no meio M9/acetato, que teve sua temperatura 6tima por volta dos 32 °C. A
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agitacdo pouco influenciou nos resultados, € quando se mostrou significativa nos meios
M09/succinato e MO/glicose, foi seu valor minimo (100rpm) que apresentou o melhor
desempenho, sugerindo que ndo hd a necessidade de agitacdo intensa para que uma boa
producdo seja alcancada. Tempo de incubagdo também influenciou apenas os meios
M09/glicose e LB. Quando uma varidvel ndo apresenta influéncia significativa sobre uma
condi¢do de cultivo, assumimos que, independente do valor utilizado, a resposta serd a
mesma. No caso do tempo de incubacdo, esse resultado pode ser interpretado como positivo.
Se a producao viral foi semelhante tanto no menor tempo de cultivo quanto no maior tempo
de cultivo, presumimos que ndo hd a necessidade de grandes periodos de incubagdo, o que
otimiza a producdo em larga escala. A propor¢dao de fagos com relagdo ao nimero de
bactérias hospedeiras (MOI) foi significativo nos meios M9/glicerol, M9/succinato e
MO/glicose. A presenca do termo quadritico de MOI nessas equacdes permitiu que o valor
6timo do indculo nesses trés meios fosse encontrado. O nimero de particulas virais
inoculadas ao longo dos 28 ensaios realizados variou de aproximadamente 1,2x10° (quando o
MOI 0,00001 foi utilizado) até 1,2x10’ (quando o MOI foi de 0,1). Em M9/glicerol e
M09/succinato o valor 6timo de MOI foi semelhante, e ficou por volta de 6,0x10° No meio

M09/glicose, o valor previsto superou o valor mdximo utilizado durante os experimentos, e foi

de 1,7x10’.

A determinacdo dos valores 6timos de alguns parametros de cultivo e a determinacao
de sua influéncia (negativa ou positiva) sobre a varidvel resposta, possibilitou que uma
predi¢do sobre a producdo fosse realizada. Predigdes como essas se baseiam em modelos
matematicos, e esses valores podem ou ndo ser alcancados na pritica. A predicdo da
capacidade de produgdo de particulas virais no meio M9/glicose, a partir das melhores
condic¢des de cultivo encontradas, apresentou valores curiosamente altos. Embora os valores
tenham sido dados em log, um célculo simples permite o entendimento de que o modelo
sugere ser possivel produzir um nimero de fagos que alcance a casa de 10%°. Na pritica, esses

valores sdo praticamente inalcancgdveis.

Apesar da influéncia dos parametros de producdo terem sido interpretados para cada
meio de cultivo, o valor de R? das equacdes utilizadas pode despertar certo receio, uma vez
que sdo relativamente baixos, € no caso de M9/piruvato e M9/4c. latico, nem puderam ser
determinados. Quanto mais préximo de 100 sdo os valores de R? maior serd a porcentagem
da variagdo observada na varidvel resposta explicada pelas varidveis preditoras utilizadas, e

menos por fatores estocdsticos. Com isso, temos que, no meio M9/succinato, 60,5% dos
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valores obtidos foram influenciados pelos parametros de produgdao, e em M9/éac. litico e
MO/piruvato esses parametros nio influenciaram na resposta obtida. Embora esses resultados
ndo parecam animadores a principio, eles levantam o seguinte questionamento: se os valores
dos parametros de cultivo aqui empregados foram baseados em valores descritos na literatura,
como pode ser possivel que eles ndo tenham influenciado em nada, ou muito pouco, na

producdo de particulas virais?

Ao avaliarmos as equacdes obtidas a partir do DCCR (tabela 4), e a predi¢ao dos
valores que podem vir a ser alcancados utilizando-se das melhores condi¢des de cultivo por
fonte de carbono (tabela 6), percebemos a presenca de um padrio. Os menores valores de R? e
os menores valores de producdo preditos pertencem aos meios cujo as fontes de carbono
possuem 2 ou 3 carbonos (acetato, acido latico, piruvato e glicerol). Considerando ainda que
uma molécula de piruvato e de lactato sdo extremamente semelhantes, e que os parametros de
cultivo se comportaram da mesma forma nesses meios, presumimos que, mais do que os
parametros de cultivo, a composi¢do da fonte de carbono foi determinante para o resultado

obtido.

Os bacteriéfagos do tipo T4-like interrompem toda a atividade celular quando iniciam
o processo de infec¢do viral. A maquinaria do hospedeiro € redirecionada para atender as
demandas virais, como a produgdo das proteinas estruturais e a replicacdo do genoma do fago.
Enquanto isso o genoma do hospedeiro é lentamente degradado MILLER et al, 2003). No
caso do fago vB_EcoM_UFV09, o tempo entre o inicio da infeccdo até a lise celular
acarretada pela liberagcdo da progénie formada € de 40 minutos. Dessa forma, acreditamos que
o estado fisiologico da célula antes do processo de infeccdo se iniciar, ird determinar o
tamanho da progénie formada, assim como ji reportado em alguns estudos (CHOI et al.,

2010; HADAS et al, 1997).

No ambiente, as demandas de uma célula bacteriana sdo: sobrevivéncia, manutencao e,
se houver energia suficiente, crescimento. Acreditamos que as células que cresciam nos meios
com fontes de 2 ou 3 carbonos ja trabalhavam num estado metabdlico sobrecarregado,
produzindo o médximo de energia € 0 miaximo de precursores possivel a partir da fonte de
carbono. Sendo assim, mesmo com o aumento da temperatura, da agitagdao ou dos estimulos
previstos pelo DCCR, ndo seria possivel melhorar o desempenho delas em produzir particulas

virais.
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As fontes de carbono analisadas no presente estudo ndo necessariamente tiveram um
desempenho ruim, embora acetato tenha apresentado os menores valores de producdo. Na
verdade, elas tiveram um comportamento instdvel durante os ensaios, apresentando altas e
baixas prog€nies em momentos distintos. Sugerimos que essa instabilidade na producio ndo
teve correlacdo com as varidveis de cultivo e sim com aspectos fisioldgicos do hospedeiro.
Por fim, a ideia de que quanto mais carbonos uma fonte possui, melhor serd o crescimento
bacteriano e consequentemente, melhor a producao viral, se aplicou de forma parcial no nosso
estudo. Isso porque ela nao foi verdadeira quando o crescimento bacteriano foi avaliado de
forma isolada. Nesse contexto, apesar de glicerol e piruvato terem apresentado o segundo e o
terceiro maior valor de p respectivamente, eles nao obtiveram um bom desempenho na
producdo de particulas virais. Sendo assim, o valor de p ndo ¢ um bom parametro para se
correlacionar com a producgdo viral. Embora o meio LB apresente um p muito maior do que o

encontrado nos meios minimos, a producdo viral foi semelhante a encontrada em meio

M9/glicose.
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2.6- Conclusao

As andlises demonstraram que os parametros de cultivo influenciaram os meios de
cultura de forma distinta. Acreditamos que, em alguns casos, como nos meios M9/acetato,
M09/4c. latico, M9/piruvato e M9/glicerol, o crescimento microbiano exigia tanto de sua
capacidade metabdlica, que as alteracdes externas ndo conseguiam influenciar no desempenho
da producdo viral, tornando impossivel predizer as melhores condi¢cdes de cultivo e estimar
um potencial de producdo a partir delas. Dessa forma, levando em conta fatores como:
viabilidade econdmica, confiabilidade de producdo e estabilidade fisioldgica, encontramos
que o meio M9/glicose apresentou o melhor desempenho na propagagdo do

vB_EcoM_UFV09.
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2.8.1- Anexo 1 — Delineamento experimental

Tabela com os ensaios do Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR)
realizados para a determinagao das melhores condi¢des de cultivo.

Ensaios Te (°C) Ti (h) Ag (rpm) MOI

1 31 6 138 0.01
2 37 6 138 0.01
3 31 10 138 0.01
4 37 10 138 0.01
5 31 6 215 0.01
6 37 6 215 0.01
7 31 10 215 0.01
8 37 10 215 0.01
9 31 6 138 0.0001
10 37 6 138 0.0001
11 31 10 138 0.0001
12 37 10 138 0.0001
13 31 6 215 0.0001
14 37 6 215 0.0001
15 31 10 215 0.0001
16 37 10 215 0.0001
17 28 8 175 0.001
18 40 8 175 0.001
19 34 4 175 0.001
20 34 12 175 0.001
21 34 8 100 0.001
22 34 8 250 0.001
23 34 8 175 0.10
24 34 8 175 0.00001
25 34 8 175 0.001
26 34 8 175 0.001
27 34 8 175 0.001
28 34 8 175 0.001
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2.8.2- Anexo 2 — Meios e Tampoes utilizados

Tampao SM - 1L

Reagente
NaCl
MgSO4
Tris.HCl1
Gelatina

H>0 destilada

Quantidade
58¢
2g
6g
lg

Completar o volume

* Ajustar pH para 7

Sais M9 - 5X - 1L

Reagente Quantidade
Na,HPO4.7H,0O 6g
KH2PO4 15¢g
NaCl 25¢g
NH4Cl S5¢g
H>O destilada Completar o volume
Meio M9 - 1L
Reagente Quantidade
Sais M9 200 mL
MgS04 (0,1M) 20 mL
CaCl2 (0,5 M) 200 uL
Fonte de Carbono 4¢g

H>O destilada

Completar o volume

Luria Bertani Broth (Meio LB) — 1L

Reagente
NaCl
Triptona

Extrato de levedura

Quantidade
10 g
10g
5¢

* Ajustar pH para 7
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