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RESUMO

LOPEZ, Maryoris E. S. D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2018.
CARACTERIZAGAO DO BACTERIOFAGO UFV-AREG1: POTENCIAL PARA O
BIOCONTROLE DE Escherichia coli O157:H7. Orientador: Regina Célia Santos
Mendonca. Co-Orientadoras: Monique Renon Eller, Denise Mara Soares Bazzolli.

A bactéria Escherichia coli O157:H7 € um importante patégeno humano veiculado
por alimentos. Sua ingestdo pode causar diarreia sanguinolenta e nos casos mais
agudos, a sindrome urémica hemolitica. Neste estudo € reportado o isolamento, a
caracterizagdo e a organizagdo do genoma do bacteriéfago UFV-AREG1, capaz de
infectar E. coli O157:H7, bem como o estudo da sua estabilidade em diferentes
condicdes de pH, luz, temperatura e solugdes sanitizantes que podem estar
presentes na industria de alimentos. O fago UFV-AREG1 foi isolado do residuario de
agua retirados de estabulos, e apds a propagacédo atingiu um titulo de 10" UFP-mL"
' Ele possui cabeca icosaédrica de 114 por 84 nm e uma cauda contratil de 117 por
23 nm. O bacteriéfago UFV-AREG1 foi classificado na familia Myoviridae e no
género T4virus, o que o difere da maioria dos bacteriéfagos especificos para essa
bactéria. O bacteriofago UFV-AREG1 apresentou sensibilidade a luz UV e a
fluorescente, no entanto este resultado nao afeta o uso na industria de alimentos. O
fago UFV-AREG1 permaneceu viavel apés a simulagdo dos processos de
sanitizagcdo com acido peracético, perdoxido de hidrogénio e dicloroisocianurato de
sédio, em condi¢des de pH extremas e temperaturas de 7 e 25 °C, o que indica um
potencial de uso em condigbes que podem estar presentes na industria de alimentos
devido a sua estabilidade. O bacteriéfago UFV-AREG1 possui um genoma linear,
dupla fita (dsDNA) com 170.788 pb, densidade génica de 1,60 gene/kb e um
conteudo G+C de 35,3%, que é a faixa observada nos bacteri6fagos do género T4.
Seu genoma apresenta 274 ORF’'s e possui 96 % de similaridade com os fagos
HY01 e PEC4, mantém pelo menos 39 diferencas de produtos génicos com o fago
T4. Assim como todo fago do género T4virus, o genoma do fago UFV-AREG1
também foi aberto com o gene rlla. O fago UFV-AREG1 possui dois clusters
devidamente diferenciados, o primeiro corresponde aos produtos génicos
relacionados aos processos metabdlicos virais e o segundo cluster agrupa as
proteinas expressas com funcgdes relacionadas a conformacgao estrutural do virus e a

lise celular propriamente dita. Uma explosao de uma unica célula de E. coli O157:H7



infectada pelo fago UFV-AREG1 é capaz de produzir 18 novas particulas virais em
aproximadamente 60 minutos. O fago UFV-AREG1 apresenta diversos elementos
regulatérios como promotores do tipo bacteriano e terminadores independentes de
Rho, bem como a presenca de tRNAs. A maioria das proteinas codificadas nao
possuem dominios conservados. Este € o primeiro relato do estudo genémico do
fago UFV-AREGH1, o qual possui grande potencial para ser utilizado como agente de
biocontrole de E. coli O157:H7 em variadas aplicacdes, tais como sensores,

promotores de crescimento ou probioticos.
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ABSTRACT

LOPEZ, Maryoris E. S. D.Sc. UFV, January 2018. CHARACTERIZATION OF UFV-
AREG1 BACTERIOPHAGE: POTENTIAL FOR BIOCONTROL OF Escherichia coli
0157: H7. Advisor: Regina Célia Santos Mendonga. Coadvisors: Monique Renon
Eller, Denise Mara Soares Bazzolli.

Escherichia coli O157:H7 is an important human foodborne pathogen. Their ingestion
may cause bloody diarrhea and, in the most acute cases, hemolytic uremic
syndrome. In this study, is reported the isolation, characterization and organization of
the bacteriophage genome UFV-AREG1, capable of infecting E. coli O157: H7, as
well as the study of its stability under different pH, light, temperature and sanitizing
solutions are reported that coul be present in the food industry. UFV-AREG1 phage
were isolated from stable wastewater and after propagation can reached a titre of
10" PFU-mL ~". UFV-AREG1 phage has an icosahedral head with 114-by-84 nm and
a contractile tail of 117 by 23 nm. The bacteriophage UFV-AREG1 was classified in
the Myoviridae family and in the genus T4virus, which differs from most
bacteriophages specific for this bacterium. The bacteriophage UFV-AREG1 showed
sensitivity to UV and fluorescent light, however, this result does not affect the use in
the food industry. The UFV-AREG1 phage remained viable and after the simulation
of the sanitization processes with peracetic acid, hydrogen peroxide and sodium
dichloroisocyanurate, in extreme pH conditions and temperatures of 7 and 25 ° C,
indicating potential use under present conditions in the food industry due to its
stability. The UFV-AREG1 bacteriophage has a linear, double-stranded genome
(dsDNA) with 170,788 bp, with a gene density of 1.60 gene / kb and a G+C content
of 35.3%, which is the range observed in bacteriophages of the T4virus genus. Its
genome has 274 ORF's and has 96% similarity with the phage HY01 and PEC4, and
maintains differences in at least 39 gene products with the phage T4. Like all phage
of the T4virus genus, the UFV-AREG1 phage genome was opened with the rlla
gene. The UFV-AREG1 phage apresented two clusters, the first one, corresponds to
the gene products related to the viral metabolic processes and the second cluster
groups the expressed proteins with functions related to the structural conformation of
the virus and to the cellular lysis. A single cell of E. coli O157:H7 infected by the
UFV-AREG1 phage is capable of producing 18 new viral particles in approximately
60 minutes. The UFV-AREG1 phage presents several regulatory elements such as

Xii



bacterial type promoters and independent-Rho terminators, as well as the presence
of tRNAs. Most encoded proteins do not have conserved domains. This is the first
report of the genomic study of UFV-AREG1 phage, which has great potential to be
used as a biocontrol agent of E. coli O157: H7 in various applications, such as,

sensors, growth promoters or probiotics.
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1. Introducao Geral

As estirpes patogénicas de Escherichia coli, em especial, E. coli O157:H7 geram
grande preocupacao na Industria de Alimentos. Com frequéncia estas estirpes tém sido
isoladas de matrizes alimentares, principalmente em carnes e leite ndo processados,
bem como em frutas e hortalicas. E. coli O157:H7 é de suma importancia na saude
publica, pois é produtora da toxina Shiga e responsavel por patologias como a
Sindrome Urémica hemolitica (SUH), insuficiéncia renal progressiva, lesdes nos vasos
sanguineos e, em casos mais severos, pode levar a morte. As estirpes relacionadas a
este tipo de infecgdo bacteriana sédo de dificil tratamento devido a gravidade da
resisténcia aos antimicrobianos, geralmente adquirida pelos processos de transferéncia
horizontal de genes. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) tem declarado como
prioritaria a busca por alternativas antibidticas para patégenos bacterianos resistentes

aos antibidticos de bactérias da familia Enterobacteriacea, incluindo a E. coli O157:H7.

A terapia fagica ressurge como alternativa a resisténcia antimicrobiana, pois, os
bacteri6fagos ou virus que infetam bactérias foram descobertos ha mais de 100 anos.
Os Bacteriéfagos sao entidades virais semiautbnomas que possuem genoma proprio e
utilizam os recursos energéticos, metabdlicos e a sintese proteica das bactérias para
sua replicacdo. Geralmente o ciclo tem como finalizagdo a morte da célula bacteriana.
Desde a sua descoberta os bacteriéfagos sdo considerados antimicrobianos naturais,
atuando como agentes de biocontrole, potencial este que pode ser explorado e
extrapolado pelas industrias de alimentos. Os bacteriéfagos da ordem Caudovirales sao
amplamente usados como agentes de biocontrole. As familias mais estudadas como
agentes de biocontrole de patdégenos dentro desta ordem sao a Siphoviridae,
Myoviridae e a Podoviridae. Para efeitos de biocontrole os bacteriéfagos mais utilizados
sdo aqueles que apresentam ciclo litico de replicagdo. Embora os bacteriéfagos tenham
potencial de aplicagdo em diferentes areas, a eficacia delas depende de varios fatores,
tais como o coeficiente de multiplicidade de infecgdo (MOI), os multiplos fatores fisico-
quimicos e a rota de acesso ao micro-organismo, o qual depende da matriz ou

ambiente onde é requerido o biocontrole.



Produzir bacteri6fagos em escala industrial esta se tornando uma atividade
‘muito comum”. Embora o uso dos bacteriéfagos tenha sido aprovado pela FDA desde
o ano de 2005, ainda assim sao muitos os desafios encontrados pela frente,
especialmente em termos de regulamentacéo e aceitagdo. Para o melhor entendimento
da terapia fagica e de suas limitagdes, o sequenciamento genémico tem sido utilizado
como uma ferramenta para entender e elucidar os mecanismos de acido dos
bacteriéfagos, explorar e potencializar as aplicagdes dos mesmos. A informagao contida
no material genético facilita a predicdo da expressao proteica dos bacteriéfagos e a sua
classificagao taxondmica, também permite inferir e prever a seguranga na aplicagédo. As
incertezas em termos de comercializacdo destes produtos estdo relacionadas a
disseminagao de genes de resisténcia, a liberagdo de toxinas presentes nas células
bacterianas apds a lise celular, principalmente no caso de aplicacbes em alimentos.
Resumindo, os aspectos favoraveis e pouco favoraveis dos bacteri6fagos geram a
necessidade de caracterizar os bacteriofagos de forma previa a aplicagéo para garantir-
Ihes seguranga, potencializagado de uso e favorecer a construcao da legislagdo que os

regulem como agentes antimicrobianos.

Em concordancia com o que foi anteriormente exposto, este trabalho conta com
uma revisao de literatura e trés capitulos. O primeiro capitulo mostra os primeiros
resultados relacionados ao sequenciamento genémico e o anuncio do genoma
publicado na revista Genome Announcements. O segundo capitulo corresponde a
anotacao gendémica do bacteriofago UFV-AREG1 com potencial de biocontrole para E.
coli O157:H7 e o terceiro capitulo apresenta os resultados e a analise do estudo da
estabilidade deste fago frente as condicbes de exposi¢cao na cadeia de producgao de

alimentos.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Escherichia coli
2.1.1. Caracteristicas gerais

E. coli é uma bactéria pertencente a familia das enterobactérias,
Enterobacteriaceae, que compreende bacilos Gram-negativos e anaerdbios facultativos
com requerimentos nutricionais simples, catalase positiva e oxidase negativa. O habitat
natural desse micro-organismo é o trato intestinal do homem e de outros animais
homeotérmicos (SNEATH et al., 1986; JAFARI et al., 2012; VILA et al., 2016). A maioria
das linhagens de E. coli ndo sao patogénicas, pois sdo espécies comuns da microbiota

entérica de animais e humanos.

Poucas estirpes de E. coli sdo patogénicas e de acordo com o conteudo
genbmico e as diversidades de caracteristicas, estes interagem de diferentes formas
com o hospedeiro. As estirpes de E. coli podem ser agrupadas em trés subconjuntos:
estirpes comensais, estirpes patogénicas extraintestinais (ExPEC) e estirpes
causadoras de diarreia (VILA et al., 2016). As estirpes comensais de E. coli fazem parte
da microbiota natural do colon de animais e, em condi¢cdes normais, ndo oferecem
riscos ao ser humano. Tanto as estirpes comensais quanto as extraintestinais podem
causar doengas quando o indculo encontra-se em grande numero ou quando o
conteudo intestinal é extravasado para a cavidade abdominal (SINGER, 2015; VILA et
al., 2016). Estirpes de E. coli patogénicas extraintestinais sao frequentemente
associadas com infecgdes no trato urinario, uma vez que possuem fatores de viruléncia

especificos para a colonizacao desse tipo de ambiente (SINGER, 2015).

Varias estirpes patogénicas de E. coli sao caracterizadas por sua capacidade de
produzir potentes enterotoxinas. S&o conhecidas aproximadamente 200 estirpes
patogénicas deste tipo de bactéria. Varias delas sao responsaveis por doengas
diarreicas de alto risco e infecgdes do trato urinario (MADIGAN et al., 2010). As
linhagens patogénicas sédo divididas em categorias de acordo com o tipo de toxina
produzida e das doengas que causam. Esta se¢ao sera dedicada exclusivamente a E.
coli O157:H7.



2.1.2. Escherichia coli produtoras de Shiga toxina/enterohemorragica
(STEC/EHEC)

O principal fator de viruléncia deste tipo de bactéria e o que define este grupo é a
capacidade de produzir uma citotoxina similar a produzida por Shigella dysenteriae. A
toxicidade desta toxina também foi demonstrada para células do tipo “Vero”, resultando
no sistema de nomenclatura paralelo: E. coli produtoras de Shiga/Vero Toxina, STEC e
EHEC, respectivamente. A identificagdo deste novo grupo emergente de bactérias E.
coli patogénicas ocorreu em 1983, quando um sorotipo de E. coli O157:H7 foi

associado a surtos de diarreia sanguinolenta (JAFARI et al., 2012).

Muitas estirpes de E. coli produtoras de Shiga toxina emergiram como patégenos
de origem alimentar associados aos surtos. O sorotipo O157:H7 é considerado o mais
importante e, logo, o mais estudado nos dias atuais (JAFARI et al., 2012; VILA et al.,
2016). Atualmente um grande numero de sorotipos associados a diversos surtos de
estirpes diferentes sdo reconhecidos. Este grupo inclui os sorotipos 026:H11, O45:H2,
0103:H2, O104:H4; O111:H8, O121:H19 e 0145:H28 (DELANNOY et al.,, 2013;
LOZINAK et al.; 2016).

Os sintomas associados as estirpes de E. coli produtoras de Shiga toxina (STEC)
diferenciam-se muito entre os pacientes. Os quadros podem variar desde portadores
assintomaticos da bactéria até a diarreia aquosa simples. Os casos mais severos
podem resultar em diarreia sanguinolenta (colite hemorragica) e sindrome hemolitico-
urémica (SHU), uma insuficiéncia renal de carater progressivo que pode resultar na
destruicdo de hemacias e plaquetas, além de lesdes nas paredes dos vasos
sanguineos (DELANNOQY et al., 2013; JAFARI et al., 2012).

Nos Estados Unidos essa bactéria é frequentemente associada a surtos, sendo
considerada um dos patdgenos emergentes de maior preocupagao em relagao a saude
publica. Segundo o CDC entre os anos de 2006 e 2017, 1040 surtos foram associados
a este micro-organismo, dos quais 475 resultaram em hospitaliza¢des, sendo 96 destes
diagnosticados com SHU e 7 resultaram em morte. A carne bovina esteve relacionada a
varias acorrencias dos principais surtos causados por E. coli 0157:H7 (CDC, 2017). A

enfermidade associada a E. coli O157:H7 é uma doencga de notificagdo obrigatéria nos
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EEUU. O diagnostico é realizado a partir do cultivo e da identificagdo dos antigenos O
(lipopolisacaridico) e H (flagelar), bem como das toxinas por métodos soroldgicos. A
identificacéo das linhagens é realizada por analises de DNA (MADIGAN et al., 2010). A
E. coli O157:H7 se diferencia de outras bactérias da mesma espécie basicamente nos
genes adquiridos em processos evolutivos e que conferem as caracteristicas de

patogenicidade.

O tamanho médio do cromossomo da E. coli O157:H7 é de 5,5 Mb. Este genoma
inclui uma sequéncia em torno de 4.1 Mb que é conservada em todas as estirpes de E.
coli (LIM et al., 2010). O restante do material genético € especifico de E. coli O157:H7,
a grande maioria dessas sequéncias foram adquiridas por transferéncia horizontal de
genes, tais como profagos e elementos semelhantes a probacteriofagos. A E. coli
0O157:H7 contém 463 genes associados a DNA de bacteriéfagos (CROXEN et al., 2013;
LIM et al., 2010).

A estirpe E. coli O157:H7 é assim denominada pois expressa o antigeno
somatico O, de natureza lipopolissacaridica, do tipo 157 e a proteina flagelar H do tipo
7, a partir de um DNA plasmidial pO157 que varia de 92 a 104 kb (LIM et al., 2010). Em
um estudo feito por Trees et al. (2014), foram sequenciadas 240 estirpes de E. coli
patogénicas causadoras de diarreia, das quais 228 eram produtoras de Shiga toxina.
Neste estudo o tamanho médio do genoma cromossomal completo foi em torno de 5,4
Kb.

Assim como EPEC as estirpes de E. coli produtoras de Shiga toxina também
apresentam a ilha de patogenicidade localizado no “locus of enterocyte effacement".
Esse locus apresenta em uma extremidade os genes espA, espB e espD que codificam
proteinas necessarias para a transducdo de sinal e atividade A/E
(Attachment/Effacement). Seguidos pelo gene eae que codifica a proteina intimina, e o
gene tir, uma proteina receptora de intimina que é translocada para a membrana da
célula do epitélio intestinal (CROXEN et al., 2013; NGUYEN E SPERANDIO, 2012). Na
porcao final do operon encontram-se os genes que codificam um aparelho de secrecao
necessario para a expulsao de proteinas, produto dos genes espA, espB e espD. Esse
mecanismo de secrec¢ao é responsavel pela adesdo das células a parede intestinal,



seguida pela destruigao fisica das microvilosidades (CROXEN et al., 2013; LIM et al.,
2010).

Um dos principais fatores de viruléncia que caracteriza as bactérias E. coli
enterohemorragicas € a presenga dos genes necessarios para a biossintese da
citotoxina Shiga. Existem dois tipos de Shiga toxina isolados a partir desse grupo, a
Stx1a, que se difere em apenas um aminoacido da toxina produzida por Shigella
dysenteriae, e a Stx2a que tem menos de 60% de homologia com Stx1a (JAFARI et al.,
2012).

Stx1a e Stx2a sdo peptideos codificados pelo genoma da célula. Os genes
referentes a sintese dessas cadeias de aminoacidos foram transferidos para as
espécies de E. coli por meio de citotoxinas codificadas por bacteriéfagos liticos (JAFARI
et al., 2012; MELTON-CELSA, 2014). Estudos demonstraram que o operon stx esta
presente no genoma de bacteriéfagos do género lambda (MELTON-CELSA, 2014).

Essa toxina € um peptideo de origem microbiana e, tanto Stx1a quanto Stx2b,
sao constituidas por duas cadeias polipeptidicas A e B, sendo classificadas na familia
de toxinas ABs (JAFARI et al., 2012). Em Stx1a a cadeia peptidica A apresenta 293
aminoacidos, enquanto a Stx2a apresenta 297, sendo quatro aminoacidos a mais na
regiao carboxi-terminal. A cadeia B € pentoméria, apresentando cinco subunidades com
69 aminoacidos cada em Stx1 e 71 aminoacidos em Stx2 (MELTON-CELSA, 2014).

Para ambos os tipos de Shiga toxina, a cadeia B é responsavel por identificar as
células que apresentam o receptor globotriaosilceramidas (Gb3s) na superficie celular e
permitem a internalizacdo da citotoxina na mucosa intestinal humana e em células
epiteliais renais, resultando em morte celular (JAFARI et al., 2012; MELTON-CELSA,
2014). A regiao do peptideo responsavel pela agao patogénica é a cadeia A, que apos
a clivagem enzimatica por tripsina, atua como uma enzima bloqueadora da sintese
proteica nas células do hospedeiro (MELTON-CELSA, 2014). A Shiga toxina do tipo
Stx2a é geralmente mais severa e frequentemente mais isolada de pacientes com SHU
(JAFARI et al., 2012).

A hemolisina ¢ uma toxina formadora de poros na membrana de células

intestinais (CROXEN et al., 2013). Essa citotoxina € um fator de viruléncia codificado
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pelo plasmideo pO157. O operon de hemolisina (ehxCABD) codifica todos os genes
necessarios para a sintese e transporte de hemolisina até o citosol das células da
mucosa do hospedeiro. Essa toxina esta presente em varias estirpes produtoras de
Shiga toxina, sua sequéncia de aminoacidos é altamente conservada entre diferentes
sorotipos de EHEC, como O157: H7, O111: H8 e O8: H19 (LIM et al., 2010).

2.1.3. Resisténcia de E. coli O157:H7

Trés importantes sistemas de resisténcia ao acido foram identificados em E. coli:
o sistema AR1 (reprimido por glicose ou oxidativo), o sistema AR2 (dependente do
glutamato) e o sistema AR3 (dependente de arginina) (LIM et al., 2010; NGUYEN E
SPERANDIO, 2012). O mecanismo de funcionamento do sistema AR1 ainda n&o é
completamente compreendido. Entende-se que o mecanismo como um todo atua na
reducéo de algum composto celular para evitar o efeito dos prétons e da acidificagao do
citoplasma da bactéria. Além disso, sabe-se também que o sistema €& inibido na
presenca de glicose em culturas in vitro (LIM et al., 2010; NGUYEN E SPERANDIO,
2012).

Os sistemas AR dependentes de glutamato e arginina possuem modos de agao
similares. As enzimas glutamato descarboxilases GadA e GadB ou a arginina
descarboxilase AdiA convertem o glutamato ou a arginina em acido y-aminobutirico ou
agmatina, respectivamente, com o préton no citoplasma adquirido a partir do meio
extracelular. Essa absorgdo dos protons aumenta o pH interno e ajuda manter a
homeostase no interior da célula (NGUYEN E SPERANDIO, 2012). A resisténcia acida
de E. coli O157 e outras EHEC, podem estar associadas a capacidade destes
organismos causarem doencgas a partir de uma dose minima infectiva muito baixa
(LAW, 2000; LIM et al., 2010).

Além da capacidade de causar a doenga com poucas células, a E. coli O157:H7
vem mostrando resisténcia ao tratamento convencional com antimicrobianos, embora
estes ndo sejam muito utilizados. A resisténcia aos antibiéticos € um assunto crescente
nos dias atuais, uma vez que os tratamentos de doencas com drogas quimicas sao

atualmente os mais utilizados. Embora o tratamento de infec¢gbes causadas por estirpes
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de E. coli O157:H7 e outras STEC nao seja recomendado, observa-se a resisténcia em
multiplos isolados. Nesse tipo de bactéria, os genes que conferem resisténcia a
antibioticos estdo localizados em DNA extracromossomal plasmidial (ATEBA E
BEZUIDENHOUT, 2008; CROXEN et al., 2013).

Ateba e Bezuidenhout (2008) isolaram estirpes de E. coli O157:H7 a partir de
fezes de bovinos, suinos e de humanos contaminados com essa bactéria, construindo o

perfil de resisténcia a antibidticos (Tabela 1).

Tabela 1: Perfil de resisténcia a antibidticos de E. coli O157:H7 isoladas de bovinos,

suinos e humanos.

Fonte de isolamento | Quantidade de isolados que apresentaram resisténcia

AP C T Nor S E Ne K Smx

Bovinos (n = 19) 3 3| 15 0 5 19 0 3 19
Suinos (n = 60) 22 | 7 | 58 2 38 | 47 | 17 | 7 57
1 3 0 0 3 0 0 3

Humanos (n = 3) 3

Onde: Ap (ampicilina), C (cloranfenicol), T (tetraciclina), Nor (norfloxacina), S (estreptomicina), E
(eritromicina), Ne (neomicina), K (canamicina), Smx (sulfametoxazole). Fonte: Adaptado de Ateba e
Bezuidenhout (2008).

O conhecimento sobre os mecanismos de viruléncia da E. coli causadora de
diarreia tem sido estudado ao longo dos anos, embora esses fendmenos ainda nao
sejam totalmente compreendidos. Estes organismos afetam um amplo nimero de
células eucarioticas utilizando diversos arranjos genéticos para colonizar, multiplicar,
disseminar e superar tratamentos antibiéticos que levam a intervengdo da infecgao
(JAFARI et al., 2012).

Devido aos mecanismos de acgao e a resisténcia antibidtica na maioria deste e de
outros patdgenos de importancia na saude publica, vem-se promovendo uma pressao
pela obtencdo de novos antimicrobianos que possam substituir os antibidticos
tradicionais de uso repetitivo. Assim, os bacteriéfagos se apresentam como uma

alternativa viavel em relag&o a resisténcia antimicrobiana.



2.2. Bacteriofagos: definigao, caracteristicas e aplicagoes.

Os Bacteriéfagos sdo entidades genéticas semiautbnomas que tém como
objetivo a adesdo e infecgdo das células de micro-organismos procariotos sem, no
entanto causar danos as células de outros organismos (ABEDON, 2016; AJUEBOR et
al., 2016). Os bacteriéfagos sdo capazes de infectar e causar a lise celular em
hospedeiros especificos, resultando em sua replicagédo e propagagcao (ABEDON et al.,
2011; BARDY et al., 2016). Devido a especificidade litica, estudos sugerem que a
aplicacao de bacteriéfagos € considerada segura para os seres humanos (ABEDON et
al., 2011; BAl et al., 2016).

Os primeiros relatos sobre a agédo bactericida de bacteriéfagos correspondem a
Ernest Hankin (1896) e Nikolau Pyodorovich Gamaleya (1898). Posteriormente, em
1915, Frederick Twort cria a hipotese de que o efeito poderia ser devido a agao viral, no
entanto esta teoria ndo foi confirmada. A descoberta oficial dos bacteriéfagos foi
atribuida a Felix D’'Herelle no ano de 1917, este demonstrou que a atividade
antibacteriana observada era causada por virus com capacidade de invadir a

magquinaria celular da bactéria e gerar a sua morte (HUNGARO et al., 2014).

Desde a sua descoberta os bacteri6fagos vém sendo considerados como
antimicrobianos naturais no controle de bactérias patogénicas (AJUEBOR et al., 2016;
CISEK et al., 2017; BARDY et al., 2016). Uma Unica espécie ou um pool de
bacteriofagos ja foram usados para controlar e/ou detectar a Escherichia coli O157: H7
(CARTER et al., 2012; LOPEZ, 2013), Salmonella entérica (CHEN et al., 2017;
PEREIRA et al., 2016; RADFORD et al., 2017) Campylobacter jejuni (FIRLIEYANTI et
al., 2016; ZAMPARA et al., 2017), Listeria monocytogenes (GUTIERRER et al., 2017;
RADFORD et al.,, 2017), Staphylococcus aureus (XIA E WOLS, 2014) e demais

patdégenos de interesse alimentar.

Com relacado ao material genético os bacteriéfagos, em sua maioria, apresentam
um genoma composto por um DNA de fita dupla, igual ao de seus hospedeiros (BAI et
al., 2016), no entanto ja foram reportados bacteriéfagos com material genético na forma
de RNA ou DNA de fita simples (NIVONE et al.,, 2011). O material genético fagico



codifica proteinas do capsideo viral e enzimas responsaveis pela lise bacteriana no final
do ciclo de replicagao (BAl et al., 2016; HATFULL e HENDRIX, 2011).

2.2.1. Ciclos de Infecgao

A infecgao inicia-se com a adsor¢ao do fago na superficie bacteriana, seguida da
injecdo do material genético viral no citoplasma. Apds este passo o0 processo pode
seguir duas rotas: litica ou lisogénica (figura 1) (HUNGARO et al, 2014). Durante o ciclo
lisogénico o genoma viral é frequentemente integrado no cromossomo bacteriano na
forma de profago e permanece em um estado latente, sendo replicado em células filhas
por muitas geragdes (INAL, 2003). Isto pode alterar o fendtipo do hospedeiro e em
alguns casos incrementar a patogenicidade da bactéria (FIGUEROA-BOSSI et al,
2001). Alguns fatores de viruléncia sao frequentemente codificados por bacteri6fagos
temperados, os quais podem ser passados a bactéria por processos de tradugao
(HUNGARO et al, 2014; BOYD e BRUSSOW, 2002; BOYD et al, 2001). Os
bacteriofagos dormentes podem ativar o seu ciclo litico através de estimulos
especificos, tais como danos no DNA bacteriano (HUNGARO et al, 2014; MONK et al,
2010).

NA Bacteriofago (5]
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Figura 1: a) estrutura esquematica tipica de bacteriéfago com cauda. b) passos durante o processo infeccioso litico e

lisogénico. Adaptado de Garcia et al. (2010).
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2.2.2. Ciclo litico de replicagao

No ciclo litico quando o DNA viral atinge o citoplasma, este assume o controle da
maior parte da maquinaria metabdlica do hospedeiro e comeca a expressar proteinas
essenciais a rapida replicacédo do DNA fagico, seguida da transcricdo de genes tardios
que formam a estrutura da progénie fagica. Posteriormente ocorre a empacotamento do
genoma viral, levando ao acumulo de particulas virais no citoplasma bacteriano. A lise
celular é mediada pela producdo de proteinas tardias Holinas e endolisinas, que
contribuem com a liberac&o de até 100 novos virus (HUNGARO et al, 2014; OLIVEIRA
et al, 2012). Este processo pode ser repetido diversas vezes, desde que o hospedeiro
bacteriano esteja presente numa quantidade suficiente e com condi¢des fisiologicas
para suportar a replicagdgo (HUNGARO et al, 2014; HARPER e KUTTER, 2008). O
sistema litico Holinas-lisinas & codificado por bacteriéfagos com DNA de cadeia dupla
(dsDNA) (YOUNG et al, 2000).

O ciclo litico dos virus € constituido por seis etapas consecutivas (WANG et al.,
2013). Inicialmente o bacteriéfago colide de forma aleatéria com a célula bacteriana e
adere-se por intermédio das proteinas da cauda (WANG et al., 2013). A adsorgao é
constituida por uma etapa de reconhecimento fago/hospedeiro, nesta, a cauda também

€ a estrutura viral responsavel por esse processo (BAl et al., 2016).

Apds a adesdo do fago na parede celular bacteriana o material genético é
injetado no citoplasma do hospedeiro por diferentes mecanismos: contracdo da cauda,
pressao osmoética ou transporte especifico mediado por proteinas (BAIl et al., 2016). Em
seguida o material genético do fago ¢é inserido na bactéria (ABEDON et al., 2011; BAI et
al., 2016; WANG et al., 2013). Segue a replicagao, transcricdo e traducao do material
genético viral, o que resulta na sintese de proteinas estruturais e varias cépias do
genoma fagico (BAI et al.,, 2016). Os bacteriéfagos usam a maquinaria celular do
hospedeiro (DNA-polimerase, RNA-polimerase e ribossomos) para a formagao das
macromoléculas necessarias para a geragao das novas progénies virais (ABEDON,
2016).

O proximo estagio € conhecido como maturacéo. Neste, as proteinas traduzidas

e 0 material genético replicado sao organizados para formar as novas particulas fagicas
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completas (ABEDON et al., 2011; BAl et al., 2016). O numero de bacteriéfagos gerados
a partir da infeccdo de um unico bacteriéfago em uma unica célula hospedeira é
denominado burst size (WANG et al., 2013).

Esse processo de infecgao, multiplicacdo e liberacdo resulta na morte celular.
Dessa forma, os bacteridfagos liticos ou mesmo suas enzimas liticas podem ser usados
como agentes para o controle de bactérias nos mais diversos campos de aplicagéo,
sendo necessaria a caracterizagcdo completa do virus para garantir seguranga na
aplicagéo (AJUEBOR et al., 2016; SCHMELCHER E LOESSNER, 2016).

2.2.3. Estrutura e Caracterizagao de bacteriéfagos

Os Bacteriéfagos sao virus que infectam bactérias e sequestram a maquinaria
celular para os seus fins de replicacdo, caracteristica que permite classifica-los como
parasitas intracelulares obrigatorios (HUNGARO et al, 2014; MONK et al., 2010). Os
bacteri6fagos sao heterogéneos quanto as suas propriedades estruturais, fisico-
quimicas e biolégicas, 0 que sugere que possuem origens polifiléticas (KUTTER e
SULAKVELIDZE, 2005).

Segundo o comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) os bacteri6fagos
podem ser classificados em relagao a morfologia e ao tipo de acido nucleico (RNA ou
DNA, de cadeia simples ou dupla). Na atualidade os bacteriéfagos encontram-se
classificados em 10 familias, 6 subfamilias e 58 géneros, estes encontram-se
relacionados na tabela 1 (HUNGARO et al, 2014).

Tabela 2: Classificagao de bacteriofagos segundo o ICTV*

No. de
Morfologia Género espécies
identificadas

Acido

Familia .
nucleico

Capsideo icosahédrico
com camada lipidica.
Envelopado, Capsideo
icosahédrico, lipideos.
Inoviridae ssDNA Hgste r.nolda.dolcom Inovirus e Plectrovirus 43
simetria helicoidal.
Capsideo quase
icosahédrico.

Corticoviridae dsDNA Corticovirus 1

Cystoviridae dsRNA Cystovirus 1

Leviviridae ssRNA Allolevivirus e levivirus 4

Bdellomicrovirus,
Microviridae ssDNA Capsideo icosahédrico. Chlamydiamicrovirus, 12
Spiromicrovirus
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e Microvirus.
Myoviridae dsDNA Cauda contractil. Beeomu-like virus, 13-like 40
virus, T4virus e 10 mais.
Plasmaviridae dsDNA P!epmorﬁco, envelop ado, Plasmavirus 1
lipideos, sem capsideo.
L. Pequeno, cauda nao N4-like virus, P22-like
Podoviridae dsDNA contractil. virus, e 4 mas 20
Longo. cauda ndo C2-like virus, T5-like
Siphoviridae dsDNA go, cauc: virus, lambda-like virus, e 31
contractil. .
7 mais
Capsideo icosahédrico, . ~
Tectiviridae dsDNA vesicula lipoproteica Tectivirus & 1 ndo 5
interior. assignado

ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses

A maioria dos bacteriéfagos descritos até agora para fins de controle e
identificacdo de bactérias pertencem a ordem Caudovirales e exibem caudas com
comprimentos variaveis e cabegas icosahédricas contendo dsDNA (DNA de dupla fita)
(HUNGARO et al, 2014; HAGENS e LOESSNER, 2007).

A especificidade dos bacteriéfagos utilizados para biocontrole esta relacionada a
célula alvo, ja que podem atacar mais de uma espécie ou, em alguns casos, uma unica
cepa bacteriana. No entanto existem bacteriéfagos capazes de infectar uma ampla
gama de organismos hospedeiros, incluindo varias espécies dentro de um género ou
até mesmo membros de outros géneros pertencentes a mesma familia (HUNGARO et
al, 2014; MONK et al, 2010; ZINK e LOESSNER, 1992). A especificidade dos
bacteriofagos é regulada parcialmente por proteinas associadas a cauda, estas
reconhecem diferentes moléculas da superficie bacteriana (HAGENS e LOESSNER,
2007). Como todos os virus, os bacteriofagos se ligam a receptores especificos
existentes na superficie dos hospedeiros para iniciar a sua replicagdo. Em geral todas
as estruturas bacterianas expostas na parede celular constituem receptores de
bacteriofagos em bactérias gram-positivas e gram-negativas, e em alguns casos as
estruturas acessorias também funcionam como receptores, por exemplo, o flagelo e a
capsula (SK|URNIK e STRAUCH, 2006; GREGORACCI et al, 2006).

Os bacteriofagos da ordem Caudovirales sao amplamente usados como agentes
de biocontrole, uma vez que essa ordem compreende as familias mais frequentemente
isoladas: Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae (BAI et al., 2016). Os bacteriofagos

classificados nesse nivel taxondmico apresentam como estrutura basica uma cabeca e
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uma cauda proteica. A cabega € responsavel por armazenar e conter o material
genético, enquanto a cauda € responsavel por identificar e aderir o fago no hospedeiro
(CHRISTIE E DOKLAND, 2012). Esta revisdo tem como objetivo destacar aspectos

importantes do fago T4, o membro mais estudado da familia Myoviridae.

2.3. Fago T4

Grande parte do entendimento do ciclo viral litico € produto dos estudos dos
bacteriéfagos que infetam E. coli. O bacteriofago T4 se liga a superficie externa da
célula pela interacdo com componentes especificos denominados receptores. Os
carboidratos presentes no lipopolissacarideo de bactérias Gram-negativas sao os
receptores reconhecidos pelo bacteriéfago T4. Logo apds o reconhecimento dos
receptores celulares pelo bacteri6fago T4 ocorre a penetragdo. Sdo nos bacteridfagos
que possuem cauda que se identificam os mecanismos mais complexos de penetragao.
O bacteriéfago T4 apresenta uma cabega que contém o dsDNA linear enovelado e uma
cauda longa, relativamente complexa que apresenta em suas extremidades fibras e
espiculas. Os virions de T4 ligam-se as células de E. coli pelas fibras da cauda, estas
interagem com os lipopolisacarideos da célula sofrendo retragdo e permitindo o contato
com a parede celular bacteriana. A acao da lisozima promove a formagao de um poro
no peptideoglicano, o que permiti que o DNA do fago T4 penetre o interior do
citoplasma de E. coli (MADIGAN et al., 2016).

Uma vez ocorrida a infecgao pelo bacteriéfago, os eventos no citoplasma celular
sao direcionados para a produgao de novas copias do genoma viral. A replicagdo do
genoma do fago T4 é realizada pela sua prépria polimerase codificada no seu genoma.
Outras proteinas que possuem fungao na replicacdo do DNA viral do fago T4 e que
estdo codificadas no seu genoma sao as helicases e as primazes. O bacteriéfago T4
produz oito proteinas que formam o seu proprio complexo de replicagao do DNA viral. O
genoma de T4 €& primeiramente replicado como uma unidade, em seguida varias
unidades gendmicas sdo recombinadas em suas extremidades originando uma longa
molécula de DNA conhecida como concatamero. Durante o empacotamento do DNA do

bacteriofago T4 nos capsideos o concatdmero nado é clivado em uma sequéncia
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especifica, mas sim em um segmento de DNA longo o suficiente para preencher as

cabecgas do fago que sao geradas (MADIGAN et al., 2016).

As bactérias vém se desenvolvendo para evitar a infeccdo e os processos de
replicagdo dos bacteriéfagos. Um sistema antiviral denominado CRISPR é uma das
armas utilizadas pelas bactérias contra os ataques virais, bem como a sua capacidade
de destruir dsDNA viral pela agcao de endonucleases de restricdo. Outros mecanismos
de resisténcia aos bacteriéfagos sdo detalhados por Labrie et al., 2010. Os
bacteri6fagos possuem ou desenvolvem mecanismos protetores que superam o0s
mecanismos de resisténcia, isso se da pela introdu¢cdo de modificacbes em seus
préprios acidos nucleicos, fazendo com que eles ndo fiquem sujeitos ao ataque

enzimatico.

Apods a infeccdo o DNA do fago T4 é transcrito e traduzido dando inicio ao
processo de sintese de novos virions, este comeg¢a em aproximadamente meia hora, o
processo culmina com a liberagdo de novos virus a partir da lise celular. Um minuto
apos ocorrer a ligagao e penetragdo do hospedeiro pelo DNA do T4, a sintese de DNA
e RNA do hospedeiro € interrompida e inicia-se a transcricdo de genes fagicos
especificos. Iniciada a tradugdo do mRNA viral, apds 4 minutos de infecgdo comeca a
replicacdo do DNA fagico. O genoma do T4 pode ser dividido em trés regides que
codificam proteinas precoces, intermediarias e tardias, essa divisdo se da pela ordem e
eventos de expressao na célula, incluida a montagem para a geragdao de novas

particulas virais.
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3. Capitulo 1

(ARTICLE)
GENOME SEQUENCE OF THE ENTEROHEMORRHAGIC Escherichia
coli BACTERIOPHAGE UFV-AREG1

Manuscript published at Genome Announc DOI: 10.1128/genomeA.00412-16

ABSTRACT: Here, we present the genome sequence of the Escherichia coli
bacteriophage UFV-AREG1. This phage was isolated from cowshed wastewater and
showed specificity for enterohemorrhagic E. coli O157:H7 (ATCC 43895), E. coli O111
(CDC O11ab) and E. coli (ATCC 23229).

In general, bacteriophages show great diversity, morphology, biochemistry, and
genetic content (COMEAU et al., 2007). The study of the T4-like bacteriophage genomic
sequences has provided countless contributions for these fields, and specially to
functional genomics and proteomics (MILLEr et al., 2003; SHAHRBABAK et al., 2013).

The bacteriophage UFV-AREG1 was isolated from cowshed wastewater showing
specificity to Escherichia coli O157:H7 (CDC EDL-933), E. coli 0111 (CDC O11ab), and
E. coli (ATCC 23229). Bacteriophage UFV-AREG1 can reach concentrations of over
10" PFU/ml in laboratory conditions when the host is E. coli O157:H7. Transmission
electron microscopy showed a phage with an icosahedral head of 114 by 86 nm and a
contractile tail of 117 by 23 nm. These parameters allow the classification of UFV-
AREG1 as a member of the Myoviridae family (YAUNG et al., 2015; COFFEY et al.,
2014). UFV-AREG1 can remain viable after simulation of sanitization processes with
sodium dichloroisocyanurate (219 + 13 mg/L) and hydrogen peroxide (58.1 £ 5 mg/L).
On the other hand, this phage lost viability after contact with peracetic acid (91 + 17
mg/L).

The genome of UFV-AREG1 was sequenced using lllumina HiSeq by Macrogen
(Seoul, Republic of Korea), yielding a total of 10,319,880 paired-end reads 100 bp in
length. The sequenced reads were trimmed for quality (minimum Q30 score), and the
genome sequence was assembled with a coverage of 5,600x using Geneious version
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9.1.2 (Biomatters) with the genome of Escherichia phage HYO01 (KF925357) as the
reference. Genes were predicted from the genome using Prodigal version 2.50 (6),
which revealed 274 open reading frames (ORFs). The proteins encoded by these ORFs
were functionally annotated using BLAST searches (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
against the GenBank and UniProt databases.

The UFV-AREG1 genome comprises 170,788 bp of a linear dsDNA with a density
of 1.60 gene/kb and a G+C content of 35.3%, which is within the range observed in T4-
like phages (35.0% to 43.0%). UFV-AREG1 is more similar to Escherichia phages HY01
and PEC4 (KR233165), sharing 91.8% and 91.5% nucleotide sequence identities,
respectively. The 274 predicted proteins show high similarity to previously described
enteric phages and other T4-like phages. As a T4-like phage, the genome of UFV-
AREG1 was also opened to the rlla gene. The BLASTx searches showed that the
genome of UFV-AREG1 differs from the Enterobacteria T4 (NC_000866) phage in 30
ORFs. Most of the proteins encoded by these ORFs do not have putative conserved
domains. Among these proteins, four annotated ones in UFV-AREG1 related to the T4
phage were found: one receptor recognition protein (ORF 244), one transferase protein
(ORF 42), and two structural proteins (ORFs 29 and 121).

The best understanding of the gene and proteins encoded by the UFV-AREG1
bacteriophage can provide new information about E. coli phages and their genetic

diversity.

Accession number(s): The genome sequence of UFV-AREGH1 is available in GenBank

under the accession number KX009778.
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4. Capitulo 2

(ARTIGO)

Analise comparativa do Bacteriéfago UFV-AREG1: um virus tipo T4 com potencial

para biocontrole de Escherichia coli O157: H7

RESUMO: Neste trabalho reporta-se a analise da caracterizagdo genémica do
bacteriofago UFV-AREGH1, isolado de aguas residuais de estabulo, que apresenta
especificidade contra E. coli O157:H7 (ATCC 43895), E. coli O111 (CDC O11ab) e E.
coli (ATCC 23229). A partir de todas as analises genéticas e morfolégicas, este
bacteriéfago pode ser considerado um novo virus do género T4virus, de ordem
Caudovirales e familia Myoviridae. O genoma do fago UFV-AREG1 compreende
170.788 bp de dsDNA linear contendo 274 ORF’s, das quais 69 % possuem funcgao
conhecida. O fago UFV-AREG1 apresenta um conteudo de G+C de 35,3 % e uma
densidade génica de 1,60 Genes/Kb. O fago UFV-AREG1 compartilha 96 % de
identidade com os bacteriéfagos Escherichia HY01 e o fago PEC4, revelando amplas
regides conservadas com genomas de bacteriéfagos T4virus e conservagao da maioria
das proteinas. Este fago diferencia-se em 39 produtos proteicos do fago T4, o mais
representativo do género T4virus. No genoma do bacteriéfago UFV-AREG1 nao foram
identificados genes associados a viruléncia em espécies bacterianas, bem como genes
relacionados com caracteristicas lisogénicas. No genoma deste fago foram definidos
dois clusters relacionados aos genes precoces (111 ORFs), ao metabolismo viral e aos
genes tardios (50 ORF’s) que codificam proteinas estruturais que se associam aos
processos de lise celular, bem como os elementos regulatérios do genoma: 40
promotores, 2 terminadores independentes de Rho e 8 tRNAs. A analise filogenética
sugere um espectro litico variado, pois, além de infectar E. coli O157:H7 o fago UFV-
AREG1 poderia infectar bactérias como Shigella e Yersinia. Esta caracterizagcao é
necessaria para garantir seguranga e viabilidade em posteriores aplicagdes do
bacteriofago UFV-AREG1 na industria de alimentos.
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INTRODUCAO

E. coli O157:H7 é uma bactéria gram-negativa patogénica veiculada por
alimentos, sua ingestdo pode ocasionar diarreia sanguinolenta devido a produgao de
uma citotoxina denominada toxina Shiga (JAFARI et al., 2012). Essa bactéria tem sido
associada a diferentes surtos de origem alimentar (CDC, 2017), ganhando importancia

entre os patdgenos associados a problemas de saude publica.

Na industria de alimentos, esta bactéria € um indicador de contaminacéo fecal e
0 seu controle deve ser rigoroso, devido ao risco que representa. As ultimas diretrizes
da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estabelecem a necessidade de dirigir as
pesquisas para a geragao de novos antimicrobianos para esta e outras espécies da
familia Enterobacteriaceae dada a atual emergéncia devido a dificuldade causada pela
resisténcia bacteriana (WHO, 2017). O bacteriéfago UFV-AREG1 é estudado desde o
ano 2012, sendo estes estudos focados na capacidade biosanitizante do bacteriéfago,
apresentando eficiéncia sobre E. coli O157:H7 similar a outros sanitizantes utilizados na
industria de alimentos. Este bacteriéfago é capaz de reduzir mais de dois ciclos
logaritmicos desta bactéria, sendo, portanto, uma ferramenta em potencial para o
biocontrole desta em alimentos minimamente processados, superficies e em
equipamentos (LOPEZ, 2013). Outras aplicagbes do fago UFV-AREG1 tém sido
exploradas, estas incluem a viabilidade em processos de encapsulamento e matrizes
para possiveis aplicagbes, como promotores de crescimento em alimentagdo animal
(BATALHA, 2017), e como componente de kits de deteccao de E. coli O157:H7
utilizando microfluidica (BOGGIONE et al., 2017).

Devido aos problemas atuais da industria de alimentos e da resisténcia
bacteriana, a exploracdo de alternativas antimicrobianas € tida como prioritaria, com
isso 0 uso de bacteriéfagos para este fim vem ganhando destaque. A preocupacao gira
em torno da falta de clareza na normatividade e na garantia de seguranca do uso,
fazendo-se necessarios estudos que avaliem a seguranca nas aplicacées. A analise
detalhada da sequéncia gendmica € uma ferramenta determinante, pois, permite o
entendimento da dindmica de infecgcéo e os principais genes relacionados ao processo,
também possibilita a identificagdo de possiveis genes de viruléncia e de lisogenia que
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possam participar em processos de transferéncia horizontal de genes e possiveis

anomalias, que possam vir a afetar a seguranga na aplicagéo.

O genoma do bacteriofago UFV-AREG1 foi sequenciado e anotado o que levou a
classificagdo desse fago, sendo este classificado como um novo integrante do género
T4virus capaz de infetar a E. coli O157:H7 (LOPEZ et al., 2016). Este trabalho tem
como objetivo descrever e discutir a andlise detalhada da anotagdo do genoma do fago
UFV-AREG1, com énfase no potencial de uso e seguranga nas aplicagdes do

bacteriéfago para biocontrole de E. coli O157:H7 em alimentos.

MATERIAL E METODOS

Isolamento do bacteriéfago UFV-AREG1: O fago UFV-AREG1 foi isolado de agua
residuaria do estabulo da Universidade Federal de Vigosa utilizando como micro-
organismo hospedeiro E. coli ATCC 11229. A especificidade sobre E. coli O157:H7
(ATCC 43895), E. coli 0111 (CDC O11ab) e E. coli (ATCC 23229) foi determinada por
LOPEZ, 2013. Este virus pertence ao banco de micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia de Patégenos de Origem Alimentar e Hidrico (LAMPOAH) (LOPEZ, 2013).

Caracterizagcao morfolégica do fago UFV-AREG1: Um volume de 1 mL da suspenséao
de bacteriéfagos a 10° UFP-mL™ foi centrifugado a 26.000 x g por 60 minutos. O
sedimento obtido foi lavado com solugdo de acetato de aménio 0,1 M e novamente
centrifugado a 26.000 x g por 60 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de
agua destilada e filtrado em membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 um
(MILLIPORE). Uma aliquota de 8 uL da suspenséao utilizada foi depositada na superficie
de uma tela de microscopia eletrbnica revestida com resina formvar para analise
microscépico. Uma gota de solugdo aquosa de acetato de uréanila 2% (m/v) foi colocada
sobre a superficie da tela, permanecendo em contato por 15 segundos. A tela foi lavada
com uma gota de agua destilada e deixada secar em temperatura ambiente por 24
horas. Posteriormente foi feita a observacao em microscopio eletrénico de transmissao
(Zeiss, EM 109) em 80 kV, esta aconteceu no Nucleo de Microscopia e Microanalise

(NMM) da Universidade Federal de Vigosa.
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Extragcdo do DNA do fago UFV-AREG1: O DNA do bacteriofago UFV-AREG1 foi
extraido a partir de 1 mL de suspensédo fagica, produto da infeccdo com hospedeiro,
utilizando a metodologia descrita por Sambrook and Russels (2001) com modificagdes.
Em 1 mL da suspenséo de bacteriofagos foram adicionados 20 pyL de cloroformio. A
mistura foi agitada por 10 minutos e centrifugada por 20 minutos a 12.000 x g, sendo
coletada a fase aquosa. Esta teve adicdo de DNase e RNase (Sigma Aldrich®) para
uma concentracdo final de 1 pg-mL”, deixando em repouso por 10 minutos em
temperatura ambiente. Estas enzimas permitem a degradagédo de residuos de acidos
nucleicos bacterianos que possam estar presentes na suspensdo. Posteriormente
foram adicionados 25 L de proteinase K para uma concentragéo final de 1 mg-mL™" e
0,9 uL de SDS esta foi deixada em temperatura ambiente por 10 minutos. Uma primeira
extragdo foi feita com fenol-cloroférmio (1:1) por 5 minutos. Procedeu-se a
centrifugagdo por 10 minutos a 12.000 x g, recuperando a fase aquosa. Apods
centrifugagdo, as amostras foram colocadas imediatamente no gelo. Na segunda
extragao foi adicionado cloroférmio na proporgao (1:1), em seguida as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 x g, sendo mantidas a baixas temperaturas para
evitar degradacao do DNA. Foi recuperada a fase aquosa. Para efeitos de precipitacdo
do DNA, foi adicionado acetato de aménio na concentracao final de 3,5 M e isopropanol
na relagao 1:1, armazenando as amostras a -20 °C por aproximadamente 4 horas. Apos
esse procedimento as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 12.000 x g,
recuperando o sedimento e deixando secar em temperatura ambiente por 5 minutos.
Para remover o excesso de sal das amostras, a estas foram adicionadas 200 uL de
etanol 70 % (v/v) centrifugando por 10 minutos a 12.000 x g, descartando-se o etanol e
secando o sedimento em temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido com 40
ML de agua ultrapura, homogeneizando e estocando para posterior analise a -20 °C. O
DNA obtido foi avaliado por espectrometria e por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
utilizando marcador lambda na concentracdo de 50 ng-mL" para estimar a

concentracdo do DNA obtido.

Sequenciamento gendmico e montagem do genoma: O genoma do bacteriéfago
UFV-AREG1 foi sequenciado usando /llumina HiSeq (Macrogen - Seoul, Coreia) e nos
dados analisados foram utilizados o software Geneious versao 9.1.2. (Biomatters). Os
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reads sequenciados foram trimados para remover as bases sequenciadas com baixa
qualidade, excluindo os nucleotideos sequenciados com probabilidade de erro maior do
que 0,001 (escore de qualidade Q30). O genoma do fago UFV-AREG1 foi montado
tendo como referéncia o genoma do fago Escherichia phage HY01 (Cddigo de acesso
no GenBank: KF925357).

Predicao e anotagao de genes: Os genes do bacteriéfago UFV-AREG1 foram preditos
usando o software Prodigal versao 2.50 (HYATT et al., 2010), ja as proteinas
codificadas pelas Open Reading Frames (ORF’s) foram funcionalmente anotadas por
meio de pesquisas de similaridade usando o software Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST - htip://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Para isso as sequéncias das ORF’s

preditas no genoma do fago UFV-AREG1 foram comparadas as sequéncias contidas
nas bases de dados de sequéncias de nucleotideos do GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBankl/), ja as sequéncias traduzidas a partir das ORFs

preditas foram comparadas com as sequéncias de proteinas presentes no Uniprot
(http://lwww.uniprot.org/). Promotores bacterianos foram preditos usando o webserver

PePPER (http://genome2d.molgenrug.nl). As sequéncias terminadoras independentes

de Rho foram preditas pelo webserver ARNold do Institut de Génétique et Microbiologie

da Université Paris — SUD 11 (http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnoldl/. As analises

iniciais obtidas foram descritas por LOPEZ et al., 2016, o genoma foi depositado e se
encontra disponivel no site do GenBank sob o codigo de acesso KX009778. Nessa
analise foram estabelecidas as diferengcas genémicas entre o fago T4 e o fago UFV-
AREGH1 e as sequéncias dos genes (ou ORFs) dos fagos selecionadas nos respectivos
genomas, as comparagoes foram feitas utilizando o software BLAST versdao 2.6.0
(ALTSCHUL et al. 1990). Os alinhamentos foram feitos usando a ferramenta BLASTN,
sendo considerados significativos somente aqueles que apresentaram um valor de E-
value < 1e-25. Potenciais tRNAs foram preditos usando o software tRNAscan-SE
versao 2.0 (LOWE AND CHAN, 2016), considerando o modelo bacteriano para a
predicao (http://lowelab.ucsc.edu/cqgi-bin/tRNAscan-SE2.cqi).

Construcao da arvore filogenética: Os genomas de possiveis bacteridfagos

relacionados foram extraidos do GenBank e alinhados usando CustalW (parédmetros:
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cost matrix=IUB; gap open cost=15; gap extend cost=6,66) no software Geneious
versdao 9.1.6, foi obtida uma matriz de identidade a partir do alinhamento desses
genomas. Em seguida foi selecionado o modelo GTR+I+G como molde de substituicdo
de nucleotideos mais adequado as variacbes observadas no alinhamento, neste foi
usado o software jModeltest versao 2.1.10 (DARRIBA et al., 2012). A arvore filogenética
foi obtida por inferéncia bayesiana, usou-se o software MrBayes versdo 3.2.6
(RONQUIST et al., 2012). A analise filogenética foi executada com o emprego do
método Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) em duas corridas com 1.000.000
geragdes. A convergéncia dos parametros foi avaliada e a anadlise alcangou uma
distribuicdo estacionaria apds 100.000 geragdes. Em seguida 10% das arvores geradas
foram descartadas para obter a arvore filogenética consenso. Os cédigos de acesso
das sequéncias utilizadas na construcdo da arvore filogenética encontram-se

relacionadas na tabela 1.

Tabela 1. Genomas comparados para obtencgéo da arvore filogenética.

Fago Acesso GenBank
Escherichia coli O157 typing phage 7 KP869105
Escherichia phage wV7 HM997020
Enterobacteria phage RB51 FJ839693
Enterobacteria phage RB68 KM607004
Enterobacteria phage AR1 DNA AP011113
Enterobacteria phage RB27 KM607000
Escherichia phage HY01 KF925357
Shigella phage pSs1 KM501444
Escherichia phage 7 UFV- AREG1 KX0097780
Bacteriophage RB32 DQ9Y04452
Enterobacteria phage RB33 KM607001
Enterobacteria phage RB14 FJ839692
Escherichia phage ECML134 JX128259
Shigella phage SHFML11 KX130861
Yersinia phage phiD1 HE956711
Escherichia phage slur14 LN881736
Shigella phage SHBML501 KX130864
Enterobacteria phage T4 NC_000866
Escherichia phage vB EcoMUFV13 KU867876
Shigella phage Shfl2 HMO035025
Escherichia phage e11/2 KJ668714
Escherichia phage HY03 KR269718
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracteristicas morfologicas do fago UFV-AREG1: De acordo com as imagens
obtidas por meio da analise microscopica de transmisséo, as particulas virais do fago
UFV-AREG1 possuem cabeca icosaédrica e uma cauda tubular contratil com fibras
(Figura 1). A cabeca e a cauda do fago UFV-AREG1 tém tamanho aproximado de 114 x
86 nm e 117 x 23 nm, respectivamente (LOPEZ et al., 2016). O fago UFV-AREG1
apresenta semelhancas morfologicas e de tamanho com o fago HY01 também isolado
de E. coli O157:H7, que possui um tamanho aproximado de 100 nm de cabecga

icosaédrica e 100 nm de cauda tubular com fibras (LEE et al., 2016).

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas do bacteriofago UFV-AREG1. Fotomicrografia

obtida por Microscopia eletrénica de transmissdo — MET.

As informagdes anteriormente apresentadas e a caracterizacdo genémica do
fago UFV-AREG1, também expostas em secc¢des anteriores neste trabalho, permitem a

classificagao taxonémica deste de acordo com a tabela 2.

Tabela 2. Classificagao taxondmica do fago UFV-AREG1.

Ordem Caudovirales
Familia Myoviridae
Subfamilia Tevenvirinae
Género T4virus
Espécie UFV-AREGH1
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Analise da organizagao gendémica: O sequenciamento do genoma do bacteriofago
UFV-AREG1 gerou um total de 10.319.880 reads com tamanhos aproximados de 100
bp (LOPEZ et al., 2016). Estes dados foram usados para a montagem do genoma do
bacteriofago UFV-AREG1 tendo como referéncia o genoma do fago HY01 (KF925357).
A andlise preliminar do genoma, a analise morfolégica e a analise comparativa do
genoma do fago UFV-AREG1 com outros bacteriofagos da Familia Myoviridae (Tabela
3), permitiu a classificacdo do UFV-AREG1 como um fago do género T4virus. A familia
Myoviridae da qual pertence o fago UFV-AREG1 é uma das familias de bacteri6fagos
de E. coli melhor caracterizada, nesta foram examinadas em torno de 200 bacteriéfagos
do género. No entanto uma limitada quantidade destes bacteridfagos foi sequenciada
completamente (LIAO et al., 2011).

Tabela 3: Andlise comparativa do genoma do fago UFV-AREG1 com o genoma de

outros Myovirus

Fago Acesso Género Tamanho do G+C (%) | CDS Gene/Kb Identidade

GenBank genoma (bp) (%)
UFV-AREG1 KX009778 T4virus 170.788 35,3 274 1,60 -

PECO04 KR233165 Unclassified 167.552 35,5 261 1,60 96
HYO01 KF925357 T4virus 166.977 35,5 255 1,53 96
RB33 KM607001 T4virus 166.007 35,3 274 1,65 96
RB32 DQ904452 T4virus 165.890 35,0 270 1,63 96
RB51 FJ839693 T4virus 168.394 35,0 273 1,62 96
RB68 KM607004 T4virus 168.401 35,3 276 1,64 96
e11/2 KJ668714 T4virus 168.470 35,3 279 1,66 96
RB14 FJ839692 T4virus 165.429 35,0 274 1,66 96
UFV13 KU867876 T4virus 165.772 35,5 268 1,62 95
AR1 AP011113 T4virus 167.435 35,3 281 1,68 96
Phage 7 KP869105 Unclassified 167.747 35,4 269 1,60 96
wV7 HM997020 T4virus 166.452 35,4 273 1,64 96
SHBML-50-1 KX130864 T4virus 166.634 35,4 265 1,59 95
ECML-134 JX128259 T4virus 166.783 35,4 270 1,62 96
pSs-1 KM501444 T4virus 164.999 35,5 266 1,61 96
SHFML-11 KX130861 T4virus 170.650 35,2 269 1,58 95
Slur14 LN881736 T4virus 167.467 35,4 272 1,62 96
RB27 KM607000 T4virus 165.179 35,5 271 1,64 96
HY03 KR269718 Unclassified 170.770 35,3 269 1,57 96
phiD1 HE956711 T4virus 167.063 35,4 277 1,66 95
Shfl2 HMO035025 T4virus 165.919 35,6 265 1,60 96
T4 NC_000866 T4virus 168.903 35,3 278 1,65 95
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O bacteridfago UFV-AREG1 possui um genoma linear dsDNA de 170.788 bp,
conservando semelhangas com a maioria dos bacteriéfagos sequenciados do tipo
T4virus, incluindo RB49, RB32, AR1, RB51, RB69, T4, entre outros. O fago UFV-
AREG1 apresenta um dos maiores genomas completamente sequenciados possuindo
um conteudo G+C de 35,3% (LOPEZ et al.,, 2016), o que o aproxima muito dos
bacteri6fagos que pertencem ao género T4virus (35% - 43%) e o distancia do conteudo
G+C do hospedeiro (aproximadamente 50%) (MILLER et al., 2003; LIAO et al., 2011).

A analise de predigdo de genes revelou que o genoma do bacteriéfago UFV-
AREG1 compde-se de 274 ORF’s, as quais codificam proteinas com, em média, 258
aminoacidos (Tabela 4). No genoma deste fago estas sequéncias codificadoras
correspondem a aproximadamente 1,60 genes/Kb, o qual esta em concordancia com os
bacteriéfagos relacionados na tabela 4 e com a maioria dos bacteriéfagos do género
T4virus. Os Bacteriofagos incluidos no género T4virus possuem uma densidade génica
elevada, apresentando genes altamente compactados (LIAO et al., 2011). No genoma
do fago UFV-AREG1 foram identificadas muitas regides intergénicas, de tamanho

inferior a 1400 bp. A maior destas regides encontra-se entre as ORFs 131 e 132.

A comparacgao gendmica pelo software BLAST (ALTSCHUL et al. 1990) entre o
bacteriofago UFV-AREG1 e o fago T4 (principal representante do género T4virus)
sugere que 39 genes do fago UFV-AREG1 ndo alinharam-se significativamente com os
genes do fago T4, indicando que o genoma do fago UFV-AREG1 difere em 14 % dos
genes presentes no genoma do fago T4. As proteinas diferencialmente expressas séo
majoritariamente proteinas sem funcdo determinada ou conhecida até agora para o
fago UFV-AREGH1 e outros fagos, as quais correspondem a 30 das 39 proteinas (ORFs:
30, 32, 38, 44, 47, 49, 66, 80, 81, 93, 95, 96, 107, 108, 120, 129, 131, 208, 213, 227,
229, 230, 249, 262, 268, 270, 271, 272, 273 e 274). Em relacdo as proteinas
estruturais, o fago UFV-AREG1 possui trés proteinas estruturais que nao estao no fago
T4 (ORFs: 29, 221, 244), destacando a ORF 244 que corresponde ao receptor
especifico do hospedeiro presente no fago UFV-AREG1. Por ultimo, em relagdo a
diferenga nos processos virais propriamente ditos, destacam-se seis proteinas no fago
UFV-AREG1 que nao estao presentes no fago T4. Sao as ORFs: 7, 42, 222, 266, 267
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e 269, com destaque para as ultimas quatro que correspondem a Homing

endonucleases.

Os genes do fago UFV-AREG1 encontram-se distribuidos em ambas as fitas da
cadeia dupla de DNA. Segundo as comparagbes realizadas no Uniprot
(http://www.uniprot.org/blast/), os produtos de 161 genes (69%) do fago UFV-AREG1

compartilham similaridade com proteinas que possuem funcdes conhecidas e estéo

codificadas nos genomas de diferentes bacteri6fagos pertencentes a ordem
Caudovirales, anotados no GenBank. O fago UFV-AREG1 codifica no seu genoma
aproximadamente 41% de proteinas hipotéticas, estas compartilham identidade com
outras proteinas anotadas e codificadas no genoma de bacteri6fagos da ordem
Caudovirales e depositadas na base de dados do UniProt, no entanto, ainda nao tém
funcdo definida nos processos de infecgao viral e replicagdo do fago UFV-AREG1. O
fago UFV-AREG1 apresentou sequéncias de proteinas com elevado grau de
semelhanga com outros bacteriéfagos do tipo T4virus, que infectam o Escherichia e
outras enterobactérias, tais como Shigella e Yersinia. A maioria das proteinas
funcionais nomeadas que sio altamente conservadas entre o fago UFV-AREG1 e os
virus do tipo T4virus estdo relacionados a proteinas estruturais e ao processo de
replicacdo. A analise das proteinas com fung¢do conhecida codificadas no genoma do
fago UFV-AREG1 é apresentada na tabela 4.
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Tabela 4: Caracteristicas das “Open Reading Frames” (ORF’s) anotadas no genoma do fago UFV-AREG1.

Massa
Locus Proteina Posigao Fita | molecular | Tamanho Cédigo Uniprot E-value
(Da)

AREG1_g001 A 1.2178 - | 82,79 725 GOX5C4_9CAUD 0.0
AREG1_g003 Topoisomerase Il small subunit 2447..2979 - 18,630 160 TOPS BPT4 1.9e-111
AREG1 g004 Homing Endonuclease 2960..3682 - | 27.047 240 | AOA023ZUM2 9CAUD | 4.26-176
AREG1_g005 DNA topoisomerase subunit 3756..5306 - 57,690 516 S5MKP1_9CAUD 0.0
AREG1 g007 Zinc ribbon domain protein 5670..5816 : 5,725 48 AOAOF6R6X3 OVIRU | 7.4e-40
AREG1_g008 P“tat"’emi";/;;“tgtrabo“sm 5819..6238 - | 16,204 139 F2VX29_9CAUD 8.56-90
AREG1 g009 | Modifier of suppressor tRNAs 6238..6453 : 8,492 71 AOA097J3S9 BPRO9 | 2.4e-53
AREGT 010 Modifier of transcription 6626.7114 = [ 18,161 162 AOA097J6W4 BPT4 | 1.56-109
AREGT g013 Exonuclease A 8309..8992 - | 25950 227 AOA097J8H8 9CAUD | 1.8-165
AREG1_gote | ATF-dependent RecD-Ike DA 1 9494 10813 | - | 49,906 439 AOAOF6TIF3_9VIRU 0.0
AREG1 go1g | Postulated doercs‘?grﬂ;g‘”t sigma70 | 11103 11878 | - | 20471 251 D4Z9G6_BPAR1 246173
AREG1 g019 | RNA polymerase ADP-ribosylase | 12001.12603 | - | 23,394 200 AOA023ZVR7 9CAUD | 2.0e-141
AREG1_g020 Putative afnezrﬂg’osy'at'”g 12600.13223 | - | 24245 207 F2VX43_9CAUD 1.46-142
AREG1 g024 Transcription modulator 14106.14291 | - 7,410 61 AOA097J3U7 BPRO9 | 2.96-46
AREG1_g025 Transcr'pu‘;gtrgﬁg‘é:ftor under | 14084 14769 | - | 18286 161 QOBEV1_BPR32 4e-109
AREG1_g028 Small outer capsid protein 15424..15681 - 9,272 85 AOAQ97J5E2 BPR27 1.5e-66
AREG1_g029 Putative Sg‘ri't'eci’#ter capsid 15698.15007 | - 7.977 69 AOAOM7QD68 9CAUD |  6e-54
AREG1_g031 putative dCTP pyrophosphatase 16098..16616 - 20,217 172 F2VX54 9CAUD 2.7e-122
AREG1_g033 putative DNA primase 16885..17913 - 39,763 342 F2VvX56 9CAUD 0.0
AREG1 go34 | Maior Caps'dpfggfr‘]'”'coma'”'”g 17916..18080 - 5,901 54 AOAOAOPS78_9CAUD 1.7e-37
AREG1_g036 Spackle periplasmic protein 18451.18744 | - | 10,995 97 AOA097J729_BPT4 1.36-62
AREG1_g038 Antitoxin Dmd 10064..19246 | - 7.027 60 DMD_BPT4 3.80-43
AREG1_g039 ATP-dependent helicase 19305.20732 | - | 53615 475 VG41 BPT4 0.0
AREG1 go4o | Futativeheadvertexassembly | 54745 51080 | . | 13,062 112 AOAOAOPX98 9CAUD | 2.7e-72

chaperone
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Cont. Caracteristicas das “Open Reading Frames” (ORF’s) anotadas no genoma do fago UFV-AREG1
AREG1_g041 RecA-like recombination protein 21073..22254 - 44,100 393 AO0A097J8J3_9CAUD 0.0
AREG1_g042 Beta-glucosyl-HMC-alpha- 2233223174 | - | 32,424 280 AOA097J510_BPR27 0.0
— glucosyl-transferase -
AREG1_g043 Deoxycytidylate 5- 23171.23911 | - | 28,557 246 AOA023ZUJ0_9CAUD 0.0
— hydroxymethyltransferase -

AREG1_g045 Immunity to superinfection 24065.24316 | - 9,372 83 AOA097J8L9 9CAUD | 2.5e-62
membrane protein

AREG1_g048 DNA polymerase 25132..27828 - 103,576 898 AOA097J8K9_9CAUD 0.0

AREG1_g050 Translational repressor protein 28130..28498 - 14,591 122 AOAOAOPS89 9CAUD 1.7e-83

AREG1_g051 clamp loader subunit 28500..29063 - 21,380 187 K4FEI4_9CAUD 3.7e-130

AREG1 g052 Sliding-clamp-loader subunit 29065..30024 - 35,786 316 DPA44 BPT4 0.0

AREG1 go53 | Shidingclamp DNA polymerase | 54074 30760 | . | 24,886 228 AOA097J8K2 9CAUD | 2.2e-157
accessory protein

AREG1_gos4 | Futative RNAp‘?g'té?;erase binding | 3081631205 | - | 14,712 129 F2VX77_9CAUD 1.8-86

AREG1_gose | Recombinationendonudiease | 31459 33009 | - | 61,756 546 | AOA097J3W6_BPRO9 0.0

AREG1_g059 Recombination-related 33585.34604 | - | 39,150 339 I7LEX4_9CAUD 0.0

endonuclease

AREG1_g060 Alpha-glucosyltransferase 34781.35983 | - | 46,833 400 AOA023ZU18_9CAUD 0.0

AREG1 g065 RNA polymerase sigma fator 36921..37478 - 21,536 185 RP55 BPT4 9.6e-132

AREG1 _g073 Glutaredoxin 39381.39902 | - | 19,847 173 AOA097J8P2 9CAUD | 3.36-69

AREG1_go74 | AnaerobieNTF reductase small | 40018 40488 | - | 18,140 156 S5MKV1_9CAUD 6e-118

AREG1 go7s | Anaerobic Nguigi?t“"tase large | 4048542302 | - | 68,044 605 | AOAOM7QE16_9CAUD 0.0

AREG1_go76 | ' ackagingandrecombination | 45599 49770 | . | 18,144 157 | AOA097J8N2_9CAUD | 7.7e-112
endonuclease VII

AREG1_go77 | Futative '”pr;g'é‘;rsce’f hostlon | 42949 43434 | - | 18,958 161 F2VXA2_9CAUD 7.7e-114

AREG1_g082 Glutaredoxin 3 4427544538 | - | 10,050 87 AOAOF6TIIZ 9CAUD | 6.66-58

AREG1_gogg | Murligase ‘:)‘r’gg:i';"coma'”'”g 49056..49463 | - | 15416 135 | AOADAOPUH7_9CAUD | 5.9e-93

AREG1 g090 Thioredoxin 49519.50046 | - | 20,773 175 [7LEYS 9CAUD 1.66-120

AREG1 g092 | AAA domain-containing protein | 50511.51479 | - | 36,449 322 | AOAOAOPU16_9CAUD 0.0

AREG1 g103 | _RI membrane protein antiholn | 56175.56468 | - | 11,095 97 QOGEM1_BPR32 27662

AREG1 g105 Thymidine kinase 56736.57317 | - | 21,583 193 AOA097J8R6_OCAUD | 4.6e-134

AREG1 g111 | Valyl-iRNA synthetase modifier | 58543.58884 | - | 12,908 113 AOA097J8T5 9CAUD | 2.56-73
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Cont. Caracteristicas das “Open Reading Frames” (ORF’s) anotadas no genoma do fago UFV-AREG1

AREG1_g112 | endoribonuclease RegB domain- | 5g077 59420 | . | 20,695 181 | AOAOAOPXE7_9CAUD | 9e-128
containing protein
AREGT g113 Endoribonuclease 5943050891 | - | 17,919 153 QB8HIKO_BPM1 4.86-106
AREG1_g117 A“tonomggfa%'%‘;y' radical 60709.61071 | - | 13,849 120 D4Z9R9_BPAR1 1.56-78
AREG1 g121 | Putative internal head protein | 62589.62894 | - | 11,774 101 AOAOATHFA2 9CAUD | 2.7e-23
AREG1 g122 | Baseplate hub and tail lysozyme | 62983.63477 | - | 18,578 164 I7B328_9CAUD 11e-112
AREGT g123 Nudix hydrolase 63515.63955 | - | 16,958 146 K4FC00_9CAUD 1.1e-103
AREG1_g125 Putative membrane protein 64434..64796 - 14,116 120 AO0A097J446_BPRO09 2.9e-78
AREG1_g133 Homing endonuclease 69475..69858 - 14,308 127 AOA097J7A1_BPT4 1.6e-75
AREG1 g137 Iol 71177.71464 | - | 10,177 95 AOA097J455 BPRO9 1.46-58
AREG1_g139 Chaperone for tail fiber formation 71992..72234 - 8,745 80 AOQA097J797_BPT4 1.1e-55
AREG1_g140 Deoxy”“C'e"tl'(?r?ar::”"ph"s‘)hate 70034.72047 | - | 26,872 237 | AOAOM7Q968 9CAUD | 5.7e-167
AREG1_g141 Tail completion and sheath 72997.73527 | - | 19,712 176 QOBEI0_BPR32 7.8e-124
stabilizer protein

AREG1 g143 Head completion protein 74458..74910 - 17,588 150 G1FH72_9CAUD 1.4e-108
AREG1_g144 Baseplate wedge protein 7495875548 | + | 23,025 196 AOAOF6TJL2 OVIRU | 1.8e-142
AREG1_g145 Lysozyme 7553277259 | + | 63,114 575 QOBEH6_BPR32 0.0
AREG1_g147 Phospholipase 77789..78082 | + | 10,231 97 G1FH76_9CAUD 4.70-63
AREG1 _g148 Baseplate wedge protein 78091.80073 | + | 74,388 660 [7AU40 9CAUD 0.0
AREG1_g149 Baseplate wedge initiator 80070.83168 | + | 119,144 | 1,032 I7A908 9CAUD 0.0
AREG1_g150 Baseplate wedge subunit 83161.84165 | + | 38,010 334 BP08 BPT4 0.0
AREG1_g151 Baseplate wedge protein 8422085095 | + | 30,997 288 I6ZYA9_9CAUD 0.0
AREG1 g152 | Baseplate Wedgﬁ] completiontail | g5095 85000 | + | 66,269 601 D4Z9V8_BPAR1 0.0
AREG1_g153 Baseplate wedge protein 86900..87559 + 24,035 219 I7AU43 9CAUD 3.8e-151
AREG1_g154 Putative short tail fiber 87556..89106 | + | 55.450 516 | AOAOAOPUN9 9CAUD 0.0
AREG1_g155 Putative fibritin neck whiskers 89116..90573 + 52,431 485 AOAOAOPSI6 9CAUD 0.0
AREG1_g156 Putative neck protein 90606..91535 + 34,689 309 F2VvXL8 9CAUD 0.0
AREG1_g157 Neck protein 9153792307 | + | 29,599 256 DOIEJ4 BPT4 0.0
AREG1 g158 Tail completion protein 92349.93167 | + | 31,573 272 COMPL_BPT4 0.0
AREG1_g159 Terminase small subunit 93176.93670 | + | 18,388 164 TERS BPT4 450112
AREG1_g160 Terminase subunit 93654.95486 | + | 69.740 610 C3VIM6_9CAUD 0.0
AREG1 _g161 Tail sheath protein 95518.97497 | + | 71,39 659 AOA097J7A8_BPT4 0.0
AREG1 g162 Portal vertex protein of head 97614.98105 | + | 18.462 163 I7AU53 9CAUD 1.4e-115
AREG1 g163 Portal vertex protein of head 98189.99763 | + | 61,006 524 AOA023ZV09_9CAUD 0.0
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Cont. Caracteristicas das “Open Reading Frames” (ORF’s) anotadas no genoma do fago UFV-AREG1

Prohead core protein to internal

AREG1_g164 s 99763.100002 | + | 8,992 79 AOA023ZW51 9CAUD | 3.6e-44
AREG1 g165 Prohead assembly protein 100002..100427 + 15,887 141 GP68 BPT4 4.9e-90
AREG1 gi66 | rohead Cor‘;;ﬁgg;d proteinand | 4140457 101065 | + | 23,250 212 17B359_9CAUD 9.66-153
AREG1 gi67 | Tutative pro;%?girfore scaffold | 441006101005 | + 29,872 269 F2VXM9_9CAUD 3.3e-180
AREG1 g168 Major capsid protein 101924.103489 | + | 56,079 521 CAPSH BPT4 0.0
AREG1_g169 Putative head vertex subunit 103573..104856 + 47,019 427 F2VXN1_9CAUD 0.0
AREG1 g170 Putative RNA ligase 104886..105800 | - | 37.554 334 F2VXN2_9CAUD 0.0
AREG1 g173 | Futative 'arggrgf:i‘; outercapsid | 406470 107600 | - | 40,803 376 F2VXN5_9CAUD 0.0
AREG1 g174 | Minor CapSisrg{é’;‘j: inhibitor of 1 457610..108290 | - | 25551 226 QOBEE7_BPR32 8.1e-159
AREG1 g175 | ATP-dependent DNA helicase | 108341.110107 | + | 67,680 588 UVSW_BPT4 0.0
AREG1_g178 Rec°mb'”;tr:gi”r;gipr2feian”d SSDNA | 110583.110996 | - | 15,811 137 AOA097J8Y9 9CAUD | 2.2¢-91
AREGT g179 Baseplate wedge protein 111063.111461 | - | 15,09 132 [7A936_9CAUD 4.80-88
AREGT_g180 Baseplate protein 111461112087 | - | 23.921 208 Q9G070_BPT6 6.7e-151
AREG1 g181 | Baseplate hub assembly protein | 112138.112890 | + | 29.457 250 AOA097J8Z0_9CAUD 0.0
AREG1_g182 Basep'atz(f:;‘;‘i’;”:a' protein | 110887.114059 | + | 44276 390 AOAOF6R785_9CAUD 0.0
AREG1 g183 Baseplate hub distal subunit | 114007.114540 | + | 20,048 177 AOAOF6TJ96 9CAUD | 1e-124
AREG1 g1g4 | Baseplate dhe‘igrf:i‘r’]‘;?(')trta" length | 414537 116309 | + | 64,471 590 AOA097J905_9CAUD 0.0
AREG1 g185 Baseplate tail tube cap 116318.117412 | + | 39,769 364 K4FEU9 9CAUD 0.0
AREG1_g186 Baseplate tail tube initiator 117412..118377 + 34,875 321 K4FC27 9CAUD 0.0
AREG1_g188 ADP-ribosyltransferase 118757.120814 | - | 76,041 685 AOAOF6TIQ3_9CAUD 0.0
exoenzyme

AREG1_g189 ADP'ZE’(%SeﬂtZ%Seferase 120818.122911 | - | 77,866 697 AOAOF6TIX0_9CAUD 0.0
AREG1 g191 DNA ligase 123150124613 | - | 55,288 487 AOA097J829_9CAUD 0.0
AREGT_g201 Protein rll 127978.128313 | - | 12.675 111 VR3 BPT4 45049
AREG1_g202 Capsid and scaffold protein | 128461..128796 | - | 12,079 111 I6ZYE7 9CAUD 1.36-74
AREG1 g205 Deoxycytidylate deaminase | 129398..129979 | - | 21,227 193 AOA097J938 9CAUD | 1.6e-141
AREG1 g212 | 3 'phOSphatai‘?ﬁg ;Zo'ynuc'eo“de 131813.132721 | - | 34,855 302 G1FHE1_9CAUD 0.0
AREG1_g215 Outer membrane lipoprotein Rz1 | 133263..133562 - 11,629 99 AO0A097J937 9CAUD 3.1e-67
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Cont. Caracteristicas das “Open Reading Frames” (ORF’s) anotadas no genoma do fago UFV-AREG1

AREG1_g217 Inhibitor of host transcription 133903..134409 19,075 168 K4FCN5_9CAUD 2.8e-115
AREG1_g218 RNA ligase 1 and tail fiber 134471.135595 | - | 43,436 374 D4ZA31_BPAR1 0.0
- attachment catalyst -
AREG1 219 Endonuclease 135648..136068 | - | 15,786 136 AOA097J925 9CAUD | 1.3e-91
AREG1_g220 Ribonucleoside-diphosphate | 435085 137064 | . | 45901 392 | AOAOM7QEE1 9CAUD 0.0
— reductase 1 subunit beta —
AREG1_g221 R'b°”“°'?g:f§;ds'gh03phate 137316.138275 | - | 86,031 754 AOA097J954_BPR51 0.0
AREG1_g222 Homing endonuclease 138296..139006 - 27,214 236 AOAO0AOPU90_9CAUD 1.9e-152
AREG1_g223 R'bonuc'?gz'lj’;;ds'ghosr’hate 139052..140485 | - | 54,479 477 | AOA023ZVM7_9CAUD 0.0
AREG1 226 Thymidylate synthase 141016..141876 | - | 33,001 286 Q6X185 9CAUD 0.0
AREG1 228 Dihydrofolate reductase 142289.142870 | - | 21.718 193 | AOA160CBH6 9CAUD | 4e-132
AREG1_g234 S'”g'e's”ag‘:gg DNABINGING | 144547.145452 | - | 33,506 301 AOA097J7N2_BPT4 0.0
AREG1 g235 Homing endonuclease 145502146131 | - | 24,561 210 AOA097J4K1 BPRO9 | 3.1e-154
AREG1_g236 Loader of DNA helicase and | 445133 146786 | - | 26,012 217 AOA097J941 9CAUD | 2.2e-153
ssDNA binding
AREG1 g237 | RNA po'ymper:)atfe?r;ass°°'ated 146783147121 | - | 12,831 112 VG33_BPT4 1.26-70
AREG1_g238 D°“b'e'3tragfo‘igiENA binding | 147009147368 | - | 10,379 89 DSBA_BPT4 7.56-55
AREG1 g239 Ribonuclease H 147377.148294 | - | 35558 305 RNH_BPT4 0.0
AREG1 g240 | Futative 'O”gutt?ﬂrf'ifer proximal | 448398 152270 | + | 140,392 | 1,290 | AOAOAOPUTS 9CAUD 0.0
AREG1 g241 | Hinge connector of long tail fiber | 455579 153397 | + | 40,276 372 AOA023ZUK1_9CAUD 0.0
proximal connector
AREG1 g242 | Putative hinge connector oflong | 455460 154116 | + | 23,206 218 AOAOAOPXJ9 9CAUD | 1.3e-155
tail fiber distal connector
AREG1 g243 Long tail fiber distal subunit | 154125..156866 | + | 119,095 | 1.103 D4ZA54 BPAR1 0.0
AREG1_g244 Putative regfgttgirnrewg”'t'O” 156901..157680 | + | 26,077 259 AOAOAOPZN5_9CAUD 0.0
AREG1 g245 Holin 157711158367 | + | 25292 218 [7B3C6_9CAUD 176-153
AREG1 246 Anti-sigma factor A 158368..158640 | - | 10,590 90 AOAOF6TJC4 9CAUD 86-55
AREG1_g248 Inhibitor of MrcBC restriction | 458805 159080 | - | 10,825 92 AOA023ZVP1_9CAUD | 6.1e-58
endonuclease
AREG1_g254 Activator of middle period 160460.161095 | - | 23,648 211 AOA097J955_9CAUD | 7.26-142

transcription
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Cont. Caracteristicas das “Open Reading Frames” (ORF’s) anotadas no genoma do fago UFV-AREG1

DNA topoisomerase || medium

AREG1_g256 subunit 161367..162695 - 50,495 442 A0A097J961_9CAUD 0.0
AREG1_g257 Acridine resistance protein 162847..162990 - 5,472 51 AOAQ97J7L5_BPT4 4.7e-28
AREG1_g258 Nucleoid disruption protein 163078..163533 - 16,900 151 F2VvXJ9 9CAUD 2.7e-106
AREG1_g261 Inner membrane protein 164130..164243 - 4,252 37 AO0AQ097J6Y4_BPR32 2.2e-28
AREG1_g263 Endonuclease IV 164826..165500 - 21,144 185 C3V1Y3_9CAUD 3.1e-133
AREG1_g266 Homing endonuclease 166850..167593 + 33,225 279 S5M362_9CAUD 3e-179
AREG1_g267 Homing endonuclease 167588..167764 - 30,123 256 AOA193H347_9CAUD 4.8e-18
AREG1_g269 Homing endonuclease 168720..169160 + 26,488 230 K4FK34_9CAUD 1e-83
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A busca por elementos regulatoérios no genoma do fago UFV-AREG1 revelou a
presenca de 40 promotores e dois terminadores independentes de Rho (Tabela 5).
Entre os promotores bacterianos preditos, 11 foram encontrados na fita positiva do
genoma do fago UFV-AREG1, regulando genes tardios, especificamente, do médulo de
genes estruturais do fago UFV-AREG1. Os 29 promotores restantes encontram-se na
fita negativa do genoma, iniciando a transcricdo de genes necessarios para dar inicio

aos processos de infecgao.

Tabela 5: Elementos regulatérios no genoma do fago de Escherichia UFV-AREGH1.

Promotores
ID Sequénciab5 > 3’ Inicio Fim Fita | Tamanho

p_3 TTTACTTTACCACAAGGATGTGGTATAAT 4604 4633 - 29

p_4 TTGACCATCTCAGTCGTCCTACTAAAAT 8261 8289 - 28

p_5 TTTACAAACTCTTGGGACCAGAATATAAT 9345 9374 - 29
p_14 TTTACATATCAAAATGAGTATGGTATAAT 17538 17567 - 29
p_15 TTGACCAAGCAGTTGATGGTGGTACAAT 17803 17831 - 28
p_17 TTGAAACTCAAATTGAAGCGGATATTAT 20785 | 20813 - 28
p_19 TTTACAAGCTGACAAGACTATGGTATAGT 21462 | 21491 - 29
p_22 TTGAAGATGCCATGGATTGCGGGTATTAT 24986 | 25015 - 29
p_32 TCGACAGCGTGACTGAAGCGGTTTAATAAT 31752 | 31782 + 30
p_40 TTTACAAATCTATCAGTACGTGTTATAGT 36012 | 36041 - 29
p_44 TTTACATTGACGATGATTTTGATTATAAT 41000 | 41029 - 29
p_45 TTTACAACAAGTTCAAACCGTGGTATTAT 41439 | 41468 - 29
p_46 TTTACACTGATGAAGAAACAGTATATAAT 45661 45690 - 29
p_51 TTTACTTTGCCACAAGGATGTGGTATAAT 49281 49310 - 29
p_59 TTTACTTCTGCCGCAAAGCATATTATAAT 54325 | 54354 - 29
p_62 TTGACGCAAGAAGACGATATGCTATATT 56837 | 56865 - 28
p_63 TTTACAAGTTGGCAAGGTTATGGTATAGT 57099 | 57128 - 29
p_68 TTTACATACTCTCTAACTTCAGAATATGAT 60982 | 61012 + 30
p_69 TTTACTTTTCCTCTTGACTGTGGTATAAT 62105 | 62134 - 29
p_70 TTGACACTGTACACTGCTGCTGTAATAT 63649 | 63677 - 28
p_71 TTGACAGGCTCGTCAATTATATACAAAAT 63712 | 63741 + 29
p_73 TTAACTTAGCTAAAAGTAAATGGTATAAT 65244 | 65273 - 29
p_77 TTGAAAAATATATGCACAGCATTTATAAT 70648 | 70677 - 29
p_83 TTGACGAGTATCAGGAACGATATAATAAT 74612 | 74641 + 29
p_86 TTGACATCACGATTTCAGTTTTGCTATTAT 75332 | 75362 + 30
p_105 TTGACGAGTTTGCGCAACAGTAGATAAT 90317 | 90345 - 28
p_110 TTGACAACAACATAAGGTTCAACATATTCT 94409 | 94439 - 30
p_111 TTTACATTTAGTTGATTTTAGCTATAAT 94762 | 94790 + 28
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Cont. Elementos regulatoérios no genoma do fago de Escherichia UFV-AREG1

p_127 TTGACACTGTAATCAAAGACTGCAGAAT 106398 | 106426 - 28
p_129 TTGACCGGCAGGTCCTTTTAACACATAAT 109598 | 109627 | + 29
p_132 TTGACCTATTAAAGTTGGCTCACCTACAAT 115706 | 115736 - 30
p_135 TTGAAGGGCTTGGAAGTGTTCTTTATAAT 117663 | 117692 | + 29
p_136 TTGACTCCGCGCTCAACAGAAGATTTAAT 119134 | 119163 | + 29
p_139 TTTACAAGTCCCTCGTATTGTGTTATAGT 120914 | 120943 - 29
p_145 TTGACGATTCAGCAGAGCGTCAATAGAAT 127575 | 127604 | + 29
p_149 TTGACATGAAGCATTGGAAAGTAGTAAAAT 129514 | 129544 - 30
p_163 TCGACAGATTTCATTACCAACTCCTATTAT 142046 | 142076 - 30
p_196 TTGACAGAACAAACACTATGAGGAAGAAT 164336 | 164365 | + 29
p_197 TTGAAAATCGTGCTATTCCAAATATGAT 164783 | 164811 - 28
p_199 TTTACAAGACTGTTCCTCTGTGGTACTAT 166457 | 166486 - 29

Terminadores independentes de Rho

t1 TGACTTAATAGCGCGGGGTAAAACCCGCGTTTCTAAATTTAA | 3714 3755 - 42

t2 GAATAAATCTAGGGACCTCCGGGTCCCTTTTTCATACAAG 22799 22828 - 40

Ambas as sequéncias terminadoras se encontram localizadas na fita negativa do
genoma do fago UFV-AREG1. A primeira encontra-se apos o gene que codifica a DNA
topoisomerase, proteina que é responsavel pelo controle dos estados topologicos do
DNA, separando a cadeia dupla e preparando-o para o processo de replicagdo do
genoma viral. A segunda esta situada apds o gene que codifica a DNA polimerase,
enzima essencial para os processos de replicagao viral. O baixo numero de sequéncias
terminadoras independentes de Rho em relacdo ao grande numero de genes
identificados no genoma do fago UFV-AREGH1, sugere a existéncia de outros tipos de
terminadores e a geragao de mRNAs policistronicos (ELLER et al., 2014). Este tipo de
RNA mensageiro codifica a sequéncia de aminoacidos de duas ou mais cadeias

polipeptidicas de genes estruturais adjacentes.

A anotagao das ORF’s preditas no genoma do bacteri6fago UFV-AREG1 e sua
classificagao funcional, assim como a disposicdo de seus elementos regulatorios,

permitiu a determinagdo de uma organizagao em dois clusters funcionais (Figura 2).
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Figura 2: Organizagdo do genoma do fago UFV-AREG1. Linhas transversais vermelhas e azuis denotam sequéncias de promotores e
terminadores independentes de Rho, respectivamente. Setas na cor roxa correspondem as Homing endonucleases; na cor azul a proteinas
hipotéticas; na cor verde indicam genes relacionados ao metabolismo, e as amarelas genes relacionadas a estrutura viral.
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Cluster genémico 1: Processos de replicagdo do genoma

Este cluster consta de 111 ORF’s que codificam proteinas que constituem a
maquinaria dos processos de replicagdo do genoma do fago UFV-AREG1 e que se
encontram distribuidos na maioria no genoma na fita negativa na Figura 2. O
genoma do fago UFV-AREG1 é aberto pela proteina rllA, esta é tipica dos
bacteri6fagos com atividade litica. O genoma dos bacteridfagos do tipo T4 tém a sua
abertura do genoma com a proteina rllA e a evidéncia sugere que proteinas do tipo
rll nao estao relacionadas diretamente aos processos de inibigdo de lise celular, pelo
contrario, quando elas estdo ausentes, desenvolve-se uma rota alternativa para o
processo de lise celular que depende da presenca de genes de alguns dos possiveis
profagos (PADDISON, 1998).

A proteina rllIA pode ser importante na replicagdo viral, desde que seja
encontrada em complexos que carregam diferentes enzimas que sintetizam
deoxiribonucledtidos e associadas com o DNA e a membrana do hospedeiro, tal
como é observado no esquema representativo do genoma do fago UFV-AREGH1.
Além disso, pode ser requerida para manter a integridade da membrana do
hospedeiro durante o] processo de infeccao e replicacao

(http://www.uniprot.org/uniprot/P03690).

Além do gene que codifica a proteina rllA, entre os genes relacionados
principalmente ao processo de replicagado pertencentes a este cluster é importante
destacar a ORF 13 que codifica a Exonuclease A; ORF 19 e ORF 41 que codificam
RNA polimerase e RecA, respectivamente. Outras proteinas importantes nos
processos de replicagdo do DNA e que estdo presentes no genoma do fago UFV-
AREG1 sdao DNA polimerase, DNA helicase, DNA ligase e a DNA topoisomerase |l
codificadas nas ORF’s 48, 175, 191 e 256, respectivamente. Em relagdo a DNA
helicase (ORF 175) é importante destacar que a esta se encontra na fita positiva do
genoma do fago UFV-AREG1, o qual ndo é muito comum por se tratar de um gene

diretamente relacionado aos processos de replicagao viral.

O Genoma do fago UFV-AREG1 codifica na sua ORF 45 a proteina “Inmunity
to Superinfection” que tem a fungao de evitar que o genoma do fago seja ejetado do
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citoplasma celular. Esta proteina é responsavel por impedir a infeccdo da bactéria
por outros bacteriéfagos da mesma familia e que reconhecem os receptores
celulares da superficie bacteriana (LU e HENNING, 1989).

Neste cluster também podemos encontrar genes relacionados ao
metabolismo do virus e aos processos de transcricdo e traducdo, que auxiliam na
replicagdo do genoma. O genoma do fago UFV-AREG1 possui sete homing
endonuclease, o que sugere a presenga de infrons no genoma deste fago, que seréo

confirmadas futuramente.

O genoma do fago UFV-AREG1 inclui as ORF’s 56 e 59 que codificam duas
unidades de “Recombination endonuclease” separadas por duas proteinas sem
funcdo conhecida. As ORF’s 56 e 59 possuem um tamanho de 1640 e 1019 bp,
respectivamente. Estas proteinas possuem fungdes especificas na replicacido do
genoma viral e degradacdo do DNA do hospedeiro, também na supressao da

expressao génica do hospedeiro pela agéo do virus (KUTTER e WIBERG, 1968).

A DNA topoisomerase, que desempenha diversas funcdes importantes nos
processos de replicagdo do DNA, se encontra no genoma do fago UFV-AREG1 de
forma fragmentada em duas subunidades (ORF’s 3 e 5) separadas por uma homing
endonuclease. A ORF de menor tamanho (ORF 3) se encontra regulada por um

promotor, como pode ser observado na figura 2.

Cluster genémico 2: Proteinas estruturais e associadas a processos de lise
celular

Este cluster é constituido por 50 ORF’s e corresponde ao cluster estrutural,
neste se encontram genes que codificam proteinas que conformam a estrutura viral,
tais como capsideo, cauda e cabeca. Esses genes estao distribuidos entre as ORF’s
144 a 169, 181 a 186 e 208 da fita positiva do genoma do fago UFV-AREG1 (Figura
2).

Os genes pertencentes a este cluster estao diretamente relacionados aos

processos de lise apdés montagem do virus, maturagdo do DNA e da saida das
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particulas virais. Este cluster pode ser diferenciado na figura 2 como os genes
marcados na cor amarela. Estes genes encontram-se distribuidos em ambas as
fitas, majoritariamente na fita positiva do genoma do fago UFV-AREG1 e s&o os
genes que podem ser denominados como genes tardios. A maioria dos genes que
acomodam este cluster possui fungdo conhecida ou codificam proteinas com fungcao

bioldgica estabelecida.

Alguns genes estruturais deste cluster se encontram na fita negativa (ORF’s
28, 29, 34, 36, 40, 139, 141, 143, 173, 174, 179, 180 e 202) e sdo expressos de
forma paralela aos eventos de replicacdo e metabolismo viral dependente do

hospedeiro.

Outros genes destacados na cor laranja no mapa do genoma sédo aqueles
relacionados aos processos de lise de forma direta, a defesa do hospedeiro e a
aquisicdo de genes de resisténcia. Os genes destacados na cor magenta
correspondem as duas principais proteinas envolvidas na lise celular. No genoma
encontram-se duas lisozimas. A primeira apresentada (ORF 122) esta relacionada
ao processo de infecgao do bacteriéfago e a primeira degradagao do peptidoglicano
para permitir a entrada do material genético viral no hospedeiro. A segunda lisozima
(ORF 145) é uma endolisina com atividade de degradagdo do peptidoglicano e
participa com a Holina (ORF 245, fita positiva) nos eventos sequenciais que
conduzem a lise programada do hospedeiro para a liberagdo das particulas virais
maduras. A holina é responsavel por permeabilizar a membrana celular do
hospedeiro e por sinalizar a saida da endolisina até o espago periplasmico para o
encontro com o peptidoglicano e a sua posterior degradacgao, facilitando a liberacéo
da progénie viral (LEIMAN et al., 2010). A presenca da Antiholina (ORF 103) na fita

negativa do genoma do fago UFV-AREG1 indica que a holina é fortemente regulada.

Os genes destacados na cor laranja no mapa do genoma UFV-AREG1 estao
relacionados a protecao dos processos de replicagao de forma geral para evitar que
alguma agao por parte do hospedeiro interrompa o processo de replicagdo do
genoma viral, a montagem do virus propriamente dito e a lise celular que finalizaria

com a morte do micro-organismo. No bacteriofago UFV-AREG1 nao foram
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detectados genes relacionados a lisogenia, o que indica que este € um fago litico

com potencial de uso no biocontrole de E. coli O157:H7.

Presenca de tRNAs no bacteriofago UFV-AREG1

A partir da avaliagcao da presenca de tRNAs foram encontrados oito tRNAs
distribuidos no genoma do fago UFV-AREG1, como indica a Tabela 6. O numero de
tRNAs que o fago T4 codifica coincide com o numero de tRNAs do fago UFV-AREG1
(COMEAU et al., 2007). A funcao exata dos tRNAs codificados por bacteriéfagos que
infectaram as células bacterianas ainda n&o é muito clara. Estes elementos do
genoma podem estar envolvidos com a adaptagdo ao sistema de tradugao do
hospedeiro e a demanda de padrao de uso de cddons pelo fago (MOSIG, 1994) ou,
a extingdo rapida da tradugédo especifica do hospedeiro apds a infeccdo fagica
(MILLER et al., 2003).

Uma possivel fungao dos tRNAs no genoma do fago pode ser a de permitir
maior eficiéncia de tradugao de certos genes dos fagos, muitas vezes daqueles que
nao sao esséncias e que tém usos de codons diferentes (KUNISAWA, 1992). Os
genes implicados na interacdo com a célula hospedeira, tais como as fibras da
cauda, os tRNAs, as bases modificas, etc. Sdo muito mais variaveis e
frequentemente localizados nas regides hiperplasicas do genoma (COMEAU et al.,
2007).

Tabela 6. Genes tRNA e uso de cddons do fago UFV-AREG1

tRNAs ID tRNA Anticédon Posigéo Ta?;';m GC (%) L(’::I::
AREGTt Arg TCT 169204...169280 77 48,1 ¥
AREG2t Gin TTG 70142...70070 73 45,2 ;
AREG3t Leu TAA 70068...69982 87 47 1 :
AREG4t Gly TCC 69975...69902 74 43,2 ;
AREG5! Pro TGG 69310...69237 74 50,0 ;
AREG6t Ser TGA 69234...69148 87 575 ;
AREGTt Thr TGT 69145...69070 76 50,0 ;
AREGS! Tyr GTA 69982...68896 87 55,2 ;
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Analise filogenética

A andlise filogenética das sequéncias gendmicas dos bacteriofagos revela
que o fago UFV-AREG1 foi incluido em um clado monofilético com os bacteriéfagos
HYO1 (Escherichia) e PSs1 (Shigella), apontando que além desses bacteriéfagos,
possuem um ancestral em comum (Figura 3) ou o espectro litico dos mesmos pode

ser amplo, indicando promiscuidade do bacteriéfago UFV-AREG1.

KP869105 Escherichia coli 0157 typing phage 7
o HM997020 Escherichia phage wV7
s F1839693 Enterobacteria phage RB51

29 KM607004 Enterobacteria phage RB68
L AP011113 Enterobacteria phage AR1 DNA
100

KM607000 Enterobacteria phage RB27
KF925357 Escherichia phage HYD1

100

100

100
KM501444 Shigella phage pSsli

KX0097780 Escherichia phage UFV-AREG1
DQS04452 Bacteriophage RB32

Lol KM607001 Enterobacteria phage RB33
FJB39692 Enterobacteria phage RB14
JX128259 Escherichia phage ECML134
KX130861 Shigella phage SHFML11
HE956711 Yersinia phage phiD1

LN881736 Escherichia phage slurl4d
KX130864 Shigella phage SHBML501
NC_000866 Enterobacteria phage T4
KUB67876 Escherichia phage vB EcoMUFV13
HMO035025 Shigella phage Shfl2

— KJ668714 Escherichia phage el11/2
KR269718 Escherichia phage HY03
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Figura 3: Analise filogenética do genoma do fago UFV-AREG1. A arvore filogenética foi obtida por
inferéncia bayesiana usando o software MrBayes. A analise filogenética foi executada usando o
método Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) em duas corridas com 1.000.000 de geragoes.
Os valores de probabilidade posterior (expressos em porcentagem) calculados a partir das melhores
arvores amostradas pelo soffware MrBayes estdo representados ao lado de cada né da arvore

filogenética.

Os clados agruparam bacteri6fagos com especificidade por hospedeiros
diferentes (ou com a possibilidade de reconhecer receptores celulares similares para
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processos de infecgdo), mas com genomas conservados. A conservagdo dos
genomas foi confirmada com o alinhamento dos genomas e a matriz de identidade
(Figura 4), obtidas durante a analise filogenética. Na figura e na matriz pode-se
observar a conservagao dos genomas, o que confirma a classificagdo taxonémica

sugerida previamente.
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Figura 4: alinhamento dos genomas e matriz de identidade destes, obtidos na analise filogenética do
fago UFV-AREG1 pelo software MrBayes, sugerindo que a diversidade entre os genomas dos fagos

analisados é realmente baixa.
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Os bacteriéfagos analisados na filogenia possuem tamanho de genoma,
densidade génica e conteudos G+C similares. Os bacteriéfagos PEC04, vB_EcoM-
UFV13, Phage 7 e HY03, que ndo tém classificacdo sugerida dentro do género
T4virus, poderiam portanto, segundo a tabela 1, ser inseridos dentro desta
classificagdo taxondmica, pois compartiiham muitas caracteristicas genémicas do

género.

CONCLUSOES

O género T4virus € constituido por um amplo grupo de bacteriéfagos
especificos de Escherichia com um elevado grau de identidade na sequéncia de
nucleotideos. No presente trabalho foi apresentada a anotagédo do genoma do fago
UFV-AREG1 que tem sido estudado para aplicacbes de biocontrole e identificacao
de Escherichia coli O157:H7. De acordo com os resultados da analise do genoma,
das caracteristicas morfologicas e da analise filogenética, o fago UFV-AREG1 pode
ser classificado dentro do género T4virus, apresentando um genoma similar ao do
fago Escherichia phage HYO01, com caracteristicas conservadas presentes em outros
bacteri6fagos que infectam a Escherichia coli e diferengas genébmicas com o fago T4

em aproximadamente 39 produtos proteicos.

O bacteriéfago UFV-AREG1 possui dois clusters funcionais claramente
definidos. Assim, foi identificado um cluster de genes precoces relacionados aos
processos de replicagdo e metabolismo, e um segundo cluster correspondente a
genes tardios que codificam proteinas estruturais do virus que estdo relacionadas
aos processos de lise celular. No genoma deste fago também foram identificados
elementos regulatérios do tipo promotor bacteriano e terminadores independentes
de Rho, assim como oito tRNAs. A anadlise filogenética realizada sugere uma
possivel variabilidade no espectro de agdo do fago UFV-AREG1, indicando a

promiscuidade deste sobre bactérias, tais como Yersinia e Shigella.

Conhecer a composi¢cdo e organizacdo do genoma do fago UFV-AREG1

permite explorar outras oportunidades de uso. Os resultados obtidos garantem
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seguranga nas aplicagdes deste fago, pois foram descartados genes relacionados a
lisogenia, evitando possiveis problemas de transferéncia horizontal de genes aos
hospedeiros com potencial de ag¢do. Finalmente € necessario determinar a presenca
de introns e mMRNAs no genoma do fago UFV-AREG1, assim como a possivel

presenca de outros elementos méveis.
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6. Capitulo 3

Determinagao do potencial do fago UFV-AREG1 como agente de biocontrole de

E. coli O157:H7 na industria de alimentos

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo do fago UFV-
AREG1 em relagdo ao seu espectro litico de acdo e resisténcia a diferentes
condicbes de temperatura, pH, exposicdo a luz UV e fluorescente e frente a
substancias sanitizantes utilizadas com frequéncia na industria de alimentos.
Também foram avaliados os paréametros de cinética de crescimento do bacteriéfago
e a forma como este afeta a expresséo proteica em E. coli O157:H7, apds infecgao.
Este bacteri6fago é capaz de atingir concentracdes de até 10" UFP.mL™" tendo
como potencial hospedeiro E. coli O157:H7 e outras estirpes de E. coli testadas
neste trabalho. As ferramentas bioinformaticas também permitiram a predicdo de
possiveis hospedeiros. Esta analise, além de confirmar a agdo sobre E. coli, sugeriu
a acao sobre Shigella flexneri e Yersinia pestis. O fago UFV-AREG1 nao apresentou
perda significativa da viabilidade nas temperaturas de 7 e 25 °C durante 14 dias de
armazenamento, indicando que nas temperaturas avaliadas o bacteriéfago UFV-
AREG1 pode ser utilizado por um periodo de até 14 dias sem perdas importantes na
concentragao e na atividade litica sobre E. coli O157:H7. A atividade fagica também
foi mantida em solugdes com pH acima de 3,4, condigcdo da maioria dos alimentos
em que E. coli O157:H7 pode ser encontrada. Sanitizantes como o perdxido de
hidrogénio e o dicloroisocianurato de sédio nao foram capazes de inativa-lo, mas o
acido per-acético inviabilizou o fago UFV-AREG1 apds 15 minutos de exposicdo. O
fago UFV-AREG1, quando exposto a luz UV, pode perder até uma unidade
logaritmica na concentragdo a cada 5 minutos de exposi¢ao, enquanto a exposi¢cao
a luz fluorescente ndo causou qualquer efeito sobre os bacteriéfagos. O fago UFV-
AREGH1 é capaz de gerar até 18 novas particulas virais por cada ciclo de infecgao,
tendo uma duragdo aproximada de 60 minutos. Todos estes parametros foram

avaliados para determinar a estabilidade do fago UFV-AREG1 em diferentes
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condi¢gdes que podem estar presentes na industria de alimentos, assim como seu

potencial de encapsulagao e a posterior necessidade do uso de embalagens.

INTRODUGCAO

Escherichia coli O157:H7 é um patdégeno associado a alimentos conhecido
por gerar diversos sintomas tais como: dores abdominais, diarreia, colite hemolitica e
a Sindrome Urémica Hemolitica (SHU) com uma baixa dose infecciosa, estimada
entre 10" e 10? células (GYLES, 2007). Embora os antibiéticos representem, até
entdo, o tratamento mais efetivo contra essa e outras bactérias patdégenas, o
surgimento de estirpes resistentes tem levado ao estrito controle sobre o uso de
antibidticos e de conservantes quimicos na industria de alimentos (LEE et al., 2016).
Agentes de biocontrole naturais para a conservagédo dos alimentos sao alternativas
para a prevencgao e controle de patégenos nessas matrizes. Entre estes agentes de
biocontrole alternativos encontram-se os bacteriéfagos, amplamente conhecidos
pela capacidade de infetar bactérias e aproveitar seus recursos energéticos e
metabdlicos para a replicagdo viral, abrindo o cardapio de possibilidades para o

biocontrole de bactérias patogénicas, especificamente na industria de alimentos.

O uso de diversos bacteriéfagos para uso na industria de alimentos tem sido
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o controle de patégenos
veiculados em matrizes alimenticias. Entretanto, para que possam ser utilizados de
forma eficiente eles precisam cumprir requisitos especificos, como: propor¢ao de
bacteriofagos/bactérias, parametros cinéticos de crescimento de bacteriéfagos,
fatores fisico-quimicos (pH, temperatura, salinidade e outros) e acessibilidade as

bactérias e seguranca na aplicacédo (LY-CHATAIN, 2014).

Com a finalidade de desenvolver novos produtos que auxiliem na seguranca
microbioldgica de alimentos, o bacteriéfago UFV-AREG1 foi isolado a partir de agua
residuaria de estabulo utilizando E. coli como hospedeiro, apresentando grande

capacidade de infecgdo em algumas estirpes patogénicas da espécie, tal como E.
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coli O157:H7. De acordo com a morfologia, este fago foi classificado na Ordem
Caudovirales e na Familia Myoviridae, também teve seu genoma sequenciado e
anotado, apresentando um genoma linear dsDNA de 170.788 bp com 274 ORFs
(LOPEZ et al., 2016). Neste trabalho foram avaliadas condi¢bes de estabilidade que
viabilizem o uso do bacteriofago UFV-AREG1 no controle de E. coli O157:H7 em

alimentos.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de
Patogenos de Origem Alimentar e Hidrico (LAMPOAH), do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG. As
estirpes utilizadas foram doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A estirpe
E. coli O157:H7 (ATCC 43895) foi utilizada como hospedeira no processo de
propagacao dos bacteriéfagos. O bacteriéfago UFV-AREG1 previamente isolado
pertencente ao banco de bacteriéfagos do LAMPOAH (LOPEZ, 2013).

Propagacao e avaliagao da especificidade do bacteriofago: O fago UFV-AREG1
foi propagado em E. coli O157:H7, segundo metodologia adaptada por Kudva et al.
(1999). Sobre as placas de Petri com lises foram adicionados 10 mL de solugao
tampao SM modificado (0,1 M NaCl; 0,01 M MgS04+7H,0; 0,05 M Tris-CI, pH = 7,5).
As placas foram incubadas a 17 °C sob agitacdo de 100 rpm por 24 horas. Apds
este periodo a suspensao foi centrifugada a 13.000 x g por 5 minutos para diminuir a
quantidade de células bacterianas em suspensdo. Em seguida a suspensao foi
fitrada em membrana de acetato de celulose com poro de 0,22 ym. O filtrado foi
armazenado em tubo de ensaio esterilizado e mantido sob-refrigeracdo para

posterior titulacdo e analise microscopica.

A especificidade do bacteriéfago UFV-AREG1 foi avaliada sobre as estirpes
relacionadas na Tabela 1, utilizando a técnica de microgotas em superficie. Assim,
10 uL da suspensao de bacteridfagos foram misturados em 5 mL de BHI semissélido

(0,7%), essa mistura foi depositada sobre a superficie do agar BHI contendo a
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bactéria, a testar, na concentracdo de 108 UFC-mL™. As placas foram incubadas a
37 °C por 12 horas. Foram consideradas positivas as placas que, apds incubacao

apresentaram halos ou placas de lise nas placas de crescimento bacteriano.

Tabela 1: Especificidade do bacteriofago UFV-AREGH1.

Estirpe Cédigo Presenca de lise
Salmonella Enteritidis 13076 -
Salmonella Typhi 6539 -
Salmonella Cholerasius 10708 -
E. coli 11229 T
E. coliO111ab CDC O11ab T
E. coli 23229 T
E. coliO86:H35 (EPEC*) | CDC 086:H35 -
P. aeruginosa 25619
P. fluorescens NCTC 10038 -
Enterobacter aerogenes 6538 -

(-) Resultado de lise negativo; (+) Resultado de lise positivo.
* (EPEC) E. coli enteropatogénica.

Avaliagcao da estabilidade do bacteriéfago UFV-AREG1

Viabilidade dos bacteriofagos em temperatura ambiente e de refrigeragao:
Suspensées com 10° UFP-mL™" do fago UFV-AREG1 em tampdo SM foram
estocadas em microtubos sob temperatura de refrigeracédo (7,0 £ 0,5 °C) e em
temperatura ambiente (25,0 £ 0,5 °C). A viabilidade dos bacteriéfagos foi entdo
avaliada nos tempos de 0, 1, 2, 4, 7 e 14 dias por meio de uma contagem do numero

de halos ou placas de lise em E. coli O157:H7 semeada em agar BHI.

Viabilidade dos bacteriofagos em Iluz ultravioleta (UV) e fluorescente:
Suspensdes com aproximadamente 102 UFP-mL™" de bacteriéfagos UFV— AREG1
em tampao SM foram expostas a luz ultravioleta (G20TB, Starlux) a uma distancia
de 50 cm, a estabilidade dos bacteriofagos foi verificada durante 0, 5, 10 e 15
minutos. A estabilidade dos bacteri6fagos em recipiente translicido sob a luz

fluorescente (T5, Empalux) foi determinada a uma distancia de 185 cm nos tempos

57



de 0, 7 e 14 dias por meio da contagem do numero de halos ou placas fagicas em
cultura de E. coli O157:H7 em agar BHI.

Viabilidade de bacteriéfagos em diferentes valores de pH: A viabilidade do fago
UFV-AREG1 foi avaliada em solugdo de NaCl (0,2 g-mL™") para garantir equilibrio
osmético. O pH da solucao foi ajustado com HCI (1,0 mol-L™") para pHs finais de 1,9;
2,5;29; 34; 4,8; 6,0; 6,7; 6,8 e 7. A suspensao contendo os bacteriéfagos UFV-
AREG1 em tampé&o SM foi adicionada na solugédo de NaCl pré-aquecida ajustada a
(37 °C). A concentracéo final de bacteriéfagos foi de aproximadamente 10° UFP-mL’
', Determinou-se a viabilidade dos bacteriéfagos por meio de uma contagem do

numero de halos ou placas fagicas em cultura de E. coli O157:H7 em agar BHI.

Viabilidade de bacteriéofagos em solugées sanitizantes: Esta avaliacdo foi
realizada segundo a metodologia adaptada de Olofsson et al. (1998) e Adams
(1959). Volumes de 9 mL de solugdes de dicloroisocianurato de sédio (200 mg-L™),
acido peracético (80 mg-L™) e perdxido de hidrogénio (60 mg-L™") foram adicionados
a 1 mL de suspensao de bacteriéfagos para uma concentracao final de 10° UFP-mL"
', Apds 15 minutos de contato com a solugdo sanitizante, determinou-se o niimero
de bacteriéfagos viaveis por meio de uma contagem do numero de halos ou placas
fagicas em cultura de E. coli O157:H7 em &agar BHI. Nenhum neutralizante foi
adicionado as solugdes testes, seguindo a metodologia descrita por Beuchat et al.
(1998).

Analises estatisticas: Todos os experimentos anteriores foram conduzidos em um
desenho inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticbes. O efeito dos
parametros pH, temperatura, luz UV e luz fluorescente sobre a viabilidade dos
bacteriofagos foi analisado por meio de ANOVA e por meio de comparagao de

médias, fazendo uso do teste Tukey, ambos ao nivel de significancia 5 %.

As médias de efeito das temperaturas sobre os bacteri6fagos armazenados a
7 e 25 °C nos dias zero, um, dois, quatro, sete e catorze foram avaliadas pelo uso da
regressado. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o Minitab18®

Statistical Software.
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One-step growth: O experimento de One-step growth foi realizado com base no
método modificado de Lu e Breidt (2015). A cultura de E. coli O157:H7 (ATCC
43895) foi ativada em caldo BHI até atingir fase exponencial de crescimento e
centrifugada (10,000 x g por 5 minutos). Preparou-se uma suspensédo em solugao
salina com turbidez equivalente a 0,5 na escala de Mcfarland (108 UFC-mL™"). Esta
suspensdo bacteriana foi diluida até 10” UFC-mL™" e retirou-se 0,1 mL para um
eppendorf contendo 0,8 mL de caldo BHI pré-aquecido a 37 °C. Uma suspensio do
fago foi preparada em tampao SM (10° UFP-mL™") e 0,1 mL adicionado ao eppendorf
com a cultura bacteriana (MOI: 0,01), seguindo com incubagdo a 37 °C por 10
minutos a 100 rpm. Apds a incubagao a suspensao foi centrifugada a 13,000 x g por
30 segundos e, o sobrenadante foi removido para determinar o titulo de

bacteri6fagos nao adsorvidos.

O precipitado com bactérias e bacteriéfagos absorvidos foi ressuspendido
imediatamente em 20 mL de caldo BHI pré-aquecido a 37 °C. Uma amostra da
ressuspensado de 1 mL foi filtrada (0,22 um) e coletada a cada 5 minutos por um
periodo de 60 minutos. Cada amostra foi diluida em tampdao SM e o titulo
determinado pelo método por meio de uma contagem do numero de halos ou placas
de lise em E. coli O157:H7 semeada em agar BHI. O periodo latente foi definido
como o intervalo de tempo entre o final da adsorgdo e o comego da primeira
‘explosdo”, como indicado pelo inicio do periodo de aumento do titulo dos
bacteriofagos. O Burst size foi calculado dividindo o numero final de bacteriéfagos
liberados pelo numero de bactérias infectadas. O numero de bactérias infectadas foi
estimado através da diferenga entre numero inicial de bacteriéfagos e bacteriéfagos
nao adsorvidos (LU E BREIDT, 2015; NIU et al., 2014).

Modulagao na expressao proteica de E. coli 0157:H7 pelo bacteriéfago UFV-
AREG1
Para avaliar o efeito da infeccdo do bacteri6fago UFV-AREG1 sobre a
expressao proteica por E. coli O157:H7, seguiu-se a metodologia modificada de
Pieper et al., (2011). Duas suspensdes contendo E. coli O157:H7 em BHI foi
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incubada a 37 °C a 100 rpm por 48 horas até atingir densidade éptica = 2,0. Em um
dos frascos foram adicionados 50 mL do bacteriéfago UFV-AREG1 e ambos
incubados por 18 minutos. Apds o tempo de contato ambas as amostras foram
centrifugadas por 12 minutos a 10.500 x g na temperatura de 4 °C, e os precipitados

foram ressuspendidos em 1 mL de agua MilliQ.

As amostras foram adicionadas de lisozima 150 pg-mL™" e incubadas a 20 °C
por 1 hora. Apds este tempo as células foram lisadas por sonicagdo em banho de
gelo em 5 ciclos de 30 segundos a 40.000 Hz, com intervalos de 60 segundos. As
amostras foram adicionadas RNAse e DNAse a 5 yg'mL™ |, e 15 mM de MgCl,,
agitadas a 150 rpm por 1 hora, a uma temperatura de 20 °C e centrifugadas a
16.000 x g por 1 hora a 4 °C. A fragcéo soluvel e os corpos de inclusdo resultantes
foram coletados e rotulados, as fragdes proteicas insoluveis foram extraidas com
tampédo de extracdo (CHAPS 4% e DTT 40 mM), repetindo-se os ciclos de
sonicagdao. As amostras foram estocadas a -20 °C para posterior quantificagao
proteica utilizando o método descrito por Bradfort (Kruger, 1994), e a avaliagdo em
gel monodimensional desnaturante de poliacrilamida a 12,5 % (m/v) (PIEPER et al.,
2015). A eletroforese foi feita a 81 V; 12 mA; 1 W por 2 h 30 min. O gel foi fixado em
solugédo contendo 40% v/v de etanol e 10% v/v de acido acético e tingido com

corante Blue Comassie 10% m/v por 3 dias.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O bacteriéfago UFV-AREG1 foi isolado de agua residuaria de estabulo da
Universidade Federal de Vigosa utilizando como micro-organismo hospedeiro E. coli
ATCC 11229 (LOPEZ, 2013) e foi propagado em E. coli O157:H7 (ATCC 43895)

atingindo concentracdes aproximadas de 10" PFU-mL™.

A especificidade do bacterié6fago UFV-AREG1 sobre diferentes espécies
bacterianas foi avaliada por meio da visualizagdo da formagao de placas de lise
sobre a superficie de agar BHI. Os bacteriéfagos apresentaram atividade litica contra
mais de uma estirpe de E. coli, mas nao foram capazes de lisar outros géneros,

como Pseudomonas, Salmonella ou Enterobacter, além de E. coli O86:H35 (EPEC).
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A similaridade entre estruturas da superficie de bactérias do mesmo género
esta relacionada com a especificidade de bacteriofagos sobre diferentes bactérias
(KUTTER E SULAKVELIDZE, 2005). A especificidade de bacteriéfagos por bactérias
de um mesmo género pode tornar seu uso mais seguro e eficiente sobre o micro-

organismo alvo (NIU et al., 2012).

O reconhecimento da bactéria pelo bacteriéfago depende do tipo de bactéria
a ser infectada. Por exemplo, em bactérias gram-positivas o reconhecimento
bacteri6fago-hospedeiro € realizado por estruturas presentes na parede celular da
bactéria (peptideoglicano, acido teicdico e lipoteicdico). Ja em bactérias gram-
negativas, a interagdo ocorre por meio do lipopolissacarideo (LPS) e proteinas de
membrana (KUTTER e SULAKVELIDZE, 2005).

A seletividade do bacteriéfago UFV-AREG1 pelas diferentes estirpes testadas
de E. coli torna-se uma grande vantagem na utilizagdo de bacteriéfagos em terapia e
controle destes patégenos em alimentos, pois garante a exclusividade de agao sobre
a estirpe E. coli O157:H7 e seus semelhantes. No entanto, a ndo especificidade no
nivel de género também pode representar uma limitagdo na utilizacdo desse
bacteri6fago para o biocontrole e o desenvolvimento de métodos de identificagdo em

alimentos.

Avaliagao da estabilidade do bacteriofago UFV-AREG1

Os bacteriofagos perdem sua capacidade de infectar e lisar células
bacterianas quando existem danos em seus elementos estruturais (cabeca, cauda e
envelope), ou quando ha perda de lipidios ou alteragdes estruturais no DNA
(ACKERMANN et al., 2004). Fatores fisico-quimicos como temperatura, acidez,
salinidade e ions podem estar correlacionados com tais danos, comprometendo a

viabilidade dos bacteriéfagos em diferentes ambientes (JONCZYK et al., 2011).

Temperaturas de refrigeracado (7 °C) e ambiente (25 °C) sdo normalmente
utilizadas para o transporte e armazenamento da maioria dos alimentos. Estas

temperaturas representam um ambiente adequado para o desenvolvimento de E.
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coli O157:H7 por contaminagao direta ou cruzada, presentes em produtos carnicos e
lacteos, bem como em frutas e hortalicas. Essas temperaturas ndo afetaram de
forma extrema o titulo do fago ao longo de 14 dias de armazenamento (Figura 1). A
viabilidade semelhante dos fagos UFV- AREG1 nas duas temperaturas de
armazenamento mostra que a estrutura (capsideo e cauda) destes foi conservada
(ACKERMANN et al., 2004).
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Figura 1: Efeito da temperatura sobre a viabilidade do fago UFV-AREG1. Estas
temperaturas nao afetaram de forma extrema o titulo do fago ao longo de 14 dias de
armazenamento.

Alguns estudos que avaliam a perda da viabilidade dos bacteriéfagos causada
pela exposi¢ao a baixas temperaturas sugerem mudangas nas estruturas proteicas
que conformam as caudas em bacteriéfagos da ordem Caudovirales, inibindo sua
capacidade de infectar o hospedeiro (THORNE e HOLT, 1974), o que gera a
diminuicao da concentragao do fago no ambiente, e tem como consequéncia a perda
da viabilidade do fago (COFFEY et al., 2011). O efeito do estresse térmico sobre os
bacteriofagos é variavel e dificil de predizer, devido a diversidade de ambientes em
que estes podem ser encontrados, o que pode estar relacionado com a temperatura

ideal para o crescimento do hospedeiro.

O bacteriofago UFV-AREG1 apresentou sensibilidade a luz UV apds 15
minutos de exposi¢ao, reduzindo as concentragdes das particulas virais em até 1,20

ciclos logaritmicos (Tabela 2). A luz UV pode afetar o material genético das
62



particulas virais gerando danos nos acidos nucleicos, tais como a formagédo de
dimeros de pirimidinas (IKEHATA e ONO, 2011), afetando os processos de
replicacdo dos acidos nucleicos, o que impede a replicacdo dos virus e afeta

consideravelmente a sua viabilidade.

Tabela 2: Efeitos da luz UV e fluorescente sobre o fago UFV-AREGH1.
Luz UV
Tempo (min) 0 5 10 15
Titulo (PFU.mL™)* | 8.69 +0.33° | 7.73+1.15° | 7.82 +0.15"° | 7.49+ 0.75°
Luz fluorescente
Tempo (dia) 0 7 14
Titulo (PFU.mL™")* | 8.69 + 0.33% | 8.48 + 0.93° 859 +0.15°

*Médias acompanhadas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5 %

O bacteriofago UFV-AREG1 apresentou sensibilidade significativa a luz
fluorescente, que sdo normalmente encontradas na maioria dos ambientes de
producdo de alimentos, mostrando redugdes aproximadas de 0,10 ciclos
logaritmicos apds a exposigdo por duas semanas a este tipo de luz (Tabela 2).
Apesar do resultado, este ndo inviabiliza a utilizagcdo do bacteriéfago para diversas
aplicagcdes na industria de alimentos que é amplamente iluminada, porém se faz
necessaria a ampliagdo do estudo com um tempo maior ou verificagdo da
estabilidade com uma embalagem protetora de cor ambar, para garantir a viabilidade

deste por um periodo maior de tempo.

Considerando o interesse do uso do bacteriéfago UFV-AREG1 no controle de
patdégenos em animais durante diferentes processos produtivos, os bacteriéfagos
UFV-AREG1 foram testados em relacédo a viabilidade em diferentes valores de pH.
Os resultados mostraram que os bacteriéfagos UFV-AREG1 sdo sensiveis a
ambientes acidos. Como pode ser observado na Figura 2, em valores de pH
inferiores a 3,4 observou-se uma redugao significativa do titulo a um nivel nao
detectavel apdés 5 minutos de contato com a solugdo com o pH ajustado. Para o

mesmo tempo de contato em pH aproximado de 3,4 apresentou-se uma queda
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significativa na concentragdo do fago UFV-AREG1 que foi de aproximadamente 4,5
ciclos log. (5,39 + 1,38 PFU.mL"). Com pH acima de 3,4, a maior perda na
viabilidade foi de apenas 0.25 ciclos log., o que sugere que os bacteriéfagos mantém
sua viabilidade sem afetar os processos de infecgao e multiplicagao das particulas

virais.
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Figura 2: Efeito do pH na viabilidade do bacteriéfago UFV-AREG1. No gréfico se evidencia
a queda significativa na taxa de sobrevivéncia do fago UFV-AREG1 em pHs inferiores a 4,8.
Meédias acompanhadas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de significancia de 5 %. ND: néo detectavel pela técnica.

A maioria dos bacteriéfagos podem ser armazenados durante longos periodos
de tempo em pH entre (6 e 8) em solugdes tampao (JONCZYK et al. 2011). Contudo,
o titulo dos bacteriéfagos tende a diminuir com o abaixamento do pH (LY-CHATAIN,
2014; JONCZYK et al., 2011), devido a processos de agregagao (LANGLET et al.,
2007). Observou-se que a concentracdo de ions de hidrogénio no meio permite a
agregacao de bacteriofagos de tal modo que, em pH préximo ou abaixo do ponto
isoelétrico das proteinas dos bacteriéfagos ocorre neutralizacdo das interagdes

eletrostaticas (repulsdo), predominando as interagdes atrativas (Van der Waals e
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interagdes hidrofébicas) que favorece o contato entre os bacteriéfagos resultando

em agregacao.

A agregacdo de bacteriofagos € um fendmeno reversivel, no entanto é
interpretada como inativagdo na determinagdo da concentragdo. Os bacteriéfagos
sdo quantificados por contagem de unidades infecciosas (unidades formadoras de
placas de lise ou PFU) (OLSON et al., 2004, DAWSON et al., 2005). Uma unidade
pode ser constituida por uma particula viral individual ou por um unico agregado
(contendo varias particulas virais). Logo, a agregagédo pode explicar a redugéo no
titulo quando o pH < pl das proteinas dos bacteri6fagos visto que, o aumento no
numero de bacteriéfagos agregados reduz o numero de placas de lise formadas em
comparagdo com o numero de placas de lises que seriam formadas se os

bacteriéfagos estivessem individualizados.

Estes dados demonstram que a sensibilidade ao pH é um dos fatores mais
importantes para a manutencgao da viabilidade dos bacteri6fagos, portanto, garantir a
estabilidade dos bacteriéfagos deve ser a principal consideragdo em relagao as
aplicacdes projetadas. O fago UFV-AREG1 tem sido encapsulado em diferentes
matrizes com o intuito de utiliza-lo como agente de biocontrole de E. coli O157:H7
em alimentacdo animal. Para isso, os métodos de encapsulamentos devem
empregar processos com condigdes suaves, materiais compativeis com o0s
bacteri6fagos e que ndo comprometam sua atividade bioldgica (BATALHA, 2017;
COFFEY et al., 2011).

Neste trabalho, observou-se a sensibilidade do fago de Escherichia UFV-
AREG1 em algumas solugbes sanitizantes utilizadas comumente na industria de
alimentos, durante a sanitizacdo de 15 minutos. Segundo os resultados mostrados
na Tabela 3, o fago UFV-AREG1 apresentou maior sensibilidade ao perdxido de
hidrogénio, pois a maior redu¢ao no numero de bacteriéfagos é devida ao efeito
deste sanitizante. Em relacdo ao acido peracético, os bacteriéfagos perderam a
viabilidade quando submetidos nesta solugdo durante a sanitizagdo por um periodo
de 15 minutos. O acido peracético € conhecido como um agente antimicrobiano mais

eficiente do que o peréxido de hidrogénio, isto explica o fato dos bacteri6fagos terem
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perdido a capacidade de infeccdo apds contato com acido peracético, pois este atua
oxidando os grupos sulfidrilas das enzimas e possui agédo positiva contra virus
(ANDRADE et al., 2008).

Tabela 3: Logaritmo de UFP/mL de bacteriofagos UFV-AREG1 submetidos a
tratamento em diferentes solugbes sanitizantes utilizadas na industria de alimentos,

apos 15 minutos.

Dicloroisocianurato | , . Peroxido de
L Acido peracético . L
Controle de sédio hidrogénio
Fago (91 £ 17,2 mg/L)
Log. UFP/mL (219 £ 13,2 mg/L) (58,1 £5,2mg/L)
Log. UFP/mL
Log. UFP/mL Log. UFP/MI
UFV-
11,1+ 0,1 10,0+ 0,4 <100 9,8+0,1
AREG1

O bacteriofago UFV-AREG1 tem sido utilizado como agente biosanitizante
previamente por Lopez (2013), comparando o efeito redutor na populagédo de E. coli
0O157:H7 do mesmo e destes sanitizantes no processo de sanitizagao de tomates
cereja. Neste trabalho o bacteri6fago UFV-AREG1 mostrou a mesma eficiéncia na
reducdo da populacdo de E. coli O157:H7 que o acido per-acético, o
dicloroisocianurato de sodio e o peroxido de hidrogénio, o que sugere a
possibilidade de uso como biosanitizante. De acordo com os resultados de
viabilidade do fago UFV-AREG1, apds os processos de sanitizagcdo é possivel
utiliza-lo para complementar os processos de sanitizagao convencionais com estes
produtos, reforgcar ou complementa-los, para evitar problemas de recontaminacao de

produtos minimamente processados, tal como o tomate cereja.

A viabilidade do bacteriofago UFV-AREG1 depende da sua capacidade de
reconhecimento dos receptores celulares encontrados na superficie da bactéria e da
integridade da estrutura viral do fago propriamente dito. O genoma viral encontra-se
empacotado em um capsideo proteico ou glicoproteinas, algumas destas estruturas
podem ser afetadas por fatores ambientais como temperatura, pH baixos, entre
outros. A desnaturagdo de proteinas ou glicoproteinas presentes no capsideo

poderia explicar a incapacidade de replicacdo viral e perda da viabilidade dos
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bacteri6fagos apos a exposi¢cado destes as condigdes de estresse como temperatura
e outras descritas acima (GELDERBLOM, 1996).

Parametros cinéticos

Os parametros de multiplicacdo do fago UFV-AREG1 foram calculados a
partir da curva de One-step growth (figura 3). A curva de crescimento do fago
mostrou um periodo latente aproximado entre 20 e 25 minutos, o que esta muito
proximo da faixa de periodo latente tipico muito variavel (21 a 120 minutos)
observada para a maioria dos bacteriofagos da familia Myoviridae (LU e BREIDT,
2015). O periodo de laténcia € o prazo que regula o tempo de geragdo dos
bacteriéfagos e o burst size (ABEDON et al., 2001).

A figura 3 mostra a dindmica de replicagdo do bacteri6fago UFV-AREG1
quando infecta E. coli O157:H7. Os bacteri6fagos seguem um crescimento
exponencial e apds aproximadamente 50 minutos em contato com a bactéria alvo,
séo liberados por volta de 18 bacteriéfagos por bactéria infectada. O rapido processo
de replicagdo do bacteriéfago UFV-AREG1 pode representar uma vantagem para a
aplicacao deste bacteriéfago como método de biocontrole sobre E. coli O157:H7,
pois cada ciclo de infecgdo, replicacdo, montagem e liberagdo das novas particulas
virais é realizado em aproximadamente 60 minutos.

O burst size médio foi de aproximadamente 18 particulas virais por célula
infectada, o qual foi inferior ao burst size de 50 a 100 UFP/célula encontrado para
muitos bacteriofagos da familia Myoviridae (PARK et al, 2012; BAO et al., 2011).
Esta variagdo pode estar relacionada ao tamanho do genoma do bacteriéfago e ao
tempo necessario para que os processos de replicacdo, montagem viral, e liberagao
de novas particulas virais sejam realizados com sucesso. Segundo Abedon e
colaboradores (2001) grandes burst size estao relacionados a grandes periodos de

laténcia e vice-versa.
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Figura 3: Parédmetros cinéticos do bacteriéfago UFV-AREG1. O periodo de laténcia do
bacteriéfago foi de aproximadamente 25 minutos. O ciclo litico do bacteriéfago UFV-AREG1

foi de aproximadamente 50 minutos. LP: periodo de laténcia, BS: Burst size.

Os parametros cinéticos dos bacteriéfagos possuem influéncia na fisiologia do
hospedeiro (ABEDON et al., 2001), por esta razao, os ciclos virais devem acontecer
em tempos curtos quando comparados com o tempo de geragao do hospedeiro, com
a finalidade de garantir a eficiéncia na reducdo da populagcdo microbiana. A
eficiéncia no biocontrole é a razdo mais importante para conhecer os parametros de

crescimento dos bacteriéfagos com potencial de uso no biocontrole de patégenos.

Modulagao na expressao proteica de E. coli O157:H7 pelo bacteriéfago UFV-
AREG1

A figura 4 sugere algumas diferengas na expressao proteica entre E. coli
0O157:H7 em condi¢gdes normais e a mesma quando se encontra em contato com o
bacteriofago UFV-AREG1 por um tempo aproximado de 18 minutos. Neste ponto, e
de acordo com os parametros cinéticos (Figura 3), € muito provavel que o
bacteriofago UFV-AREG1 tenha comegado o processo de infecgao apds a adesao a
superficie bacteriana. De acordo com os resultados, o gel sugere que existe

diferengca na expresséao proteica de E. coli O157:H7 quando a bactéria é infectada
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pelo bacteriofago UFV-AREG1. No gel pode-se observar que algumas bandas
desaparecem ou a intensidade destas diminui. Isto pode sugerir que algumas
proteinas podem estar sendo expressas em menor quantidade que outras devido a
infecgéo fagica, ou como indica o processo de replicagéo litica, a maquinaria celular
da bactéria é voltada para a produgdo de novas particulas virais do fago UFV-
AREG1.

As diferengas na expressao da E. coli O157:H7 infectada pelo bacteriéfago
UFV-AREG1 sugere que novas proteinas comecem a ser sintetizadas apds a
infecgcdo e todos os recursos bacterianos sao direcionados para a geragao e

montagem de novas particulas virais.
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Figura 4: SDS - PAGE electrophoresis. Cluster de tratamentos: S: Proteinas no
sobrenadante; P1: proteinas no primeiro pellet; P2: proteinas no segundo pellet. T1: E. coli
0157:H7 em condigbes normais; T2: E. coli O157:H7 infetada pelo fago UFV-AREG1; W:
marcador de peso.

A imagem sugere que existem diferengas metabdlicas em E. coli O157:H7
durante a infecgao, por isso se faz necessario o trabalho na identificacdo destas
modificagdes durante o ciclo viral do fago, para determinar as mudancas mais

importantes sofridas pela bactéria que permitam conhecer melhor o processo de

69



infeccdo e inativacdo bacteriana, que possa ser aplicado como ferramenta para o
controle e identificacdo E. coli O157:H7 em diferentes areas, tais como a producao

de novas sustancias antimicrobianas.

Porém neste estudo ndo foi possivel identificar e caracterizar as proteinas que
foram diferencialmente expressas no gel, devido a problemas de sensibilidade e
padronizacdo de equipamentos e procedimentos. Fazendo-se necessaria a
validagdo do protedbma do fago e a caracterizagdo do que € diferencialmente

expresso nos processos de infecgdo deste fago em E. coli O157:H7.

CONCLUSOES

Embora o fago UFV-AREG1 n&o tenha apresentado atividade contra outras
estirpes de interesse alimentar tais como Salmonella, Pseudomonas,
Enterocococcus, Enterobacter, e até mesmo Escherichia do tipo enteropatogénica,
as altas concentragdes obtidas para este fago e sua especificidade contra a estirpe
E. coli O157:H7 reforgcam seu potencial para aplicagdo para controlar este patdégeno
em eventuais processos de contaminagao, durante ou pds processamento, devido a
estabilidade que o fago apresentou na maioria dos parametros testados e aos
parametros cinéticos calculados, que indicam que 18 novas particulas virais sao
geradas por cada célula infectada, em ciclos de aproximadamente 60 minutos,
apresentando um tempo curto de replicagao que pode ser facilmente aproveitado na

industria de alimentos.

O fago UFV-AREGH1 ficou estavel na presenca de luz fluorescente ao longo de
duas semanas de exposi¢cao e em temperaturas de refrigeracao e solugées com pH
entre 3,4 e 7, indicando ampla estabilidade e potencial de uso nas condigdes da
industria de alimentos. Apesar de o acido peracético afetar a capacidade de infeccao
de fago UFV-AREG1, concentracoes de peréoxido de hidrogénio e o
dicloroisocianurato de sodio normalmente utilizadas na industria de alimentos nao
causaram sua inviabilizagao, apresentando grande potencial de uso em sinergia com

estes sanitizantes.
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O fago UFV-AREG1 pode ser utilizado como um agente alternativo para o
controle de E. coli O157:H7, desde que consideradas as condicdes em que ele se
comporta de forma estavel. A viabilidade dos bacteri6fagos nas solugdes
sanitizantes ratifica a possibilidade de combinac¢do destas tecnologias para controle
desse patogeno. As proteinas que sdo diferencialmente expressas pela infecgéo
fagica em E. coli O157:H7 podem determinar diretrizes para a identificacdo de
moléculas ou até mecanismos que possam ser explorados no controle ou
identificagcdo deste importante patdogeno de interesse alimentar, fazendo-se

necessario orientar as pesquisas neste ambito.
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6. Conclusodes gerais

O fago UFV-AREG1 foi devidamente sequenciado e caracterizado revelando
variada estabilidade e parametros cinéticos que favorecem seu uso como potencial

agente de biocontrole de E. coli O157:H7,

As particulas virais do fago UFV-AREG1 foram classificadas na Familia
Myoviridae e Ordem Caudovirales, de acordo com suas caracteristicas morfologicas

e genbmicas.

As andlises bioinformaticas permitiram classificar o fago UFV-AREG1 como
um novo membro do género T4virus, apresentando identidade com outros

bacteriéfagos do mesmo género, tais como HY01, RB33 e RB32.

O fago UFV-AREG1 possui dois clusteres funcionais identificados. O cluster
correspondente aos processos de replicagdo do genoma e metabolismo, e o de
eventos de lise celular. O fago UFV-AREG1 codifica 113 proteinas que ainda néo

possuem fungao conhecida.

De acordo com os resultados obtidos nesta e outras pesquisas desenvolvidas
com o bacteriéfago UFV-AREG1, este apresentou grande potencial de uso na
industria de alimentos, porém recomenda-se aprofundar nas pesquisas para obter
produtos com diferentes aplicagdes para industria de alimentos, baseados nas

caracteristicas e propriedades exclusivamente liticas do fago UFV-AREGH1.
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