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RESUMO

PEREIRA, Angelo Liparini, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2010.
Isolamento e caracterizagdo de bacteriéfagos liticos de bactérias patogénicas
associadas com mastite bovina. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.
Coorientadores: Hilario Cuquetto Mantovani e Leandro Licursi de Oliveira.

A mastite bovina é a principal doenga que acomete os rebanhos de gado
de leite no Brasil e no mundo, sendo responsavel por imensos prejuizos.
Diversos microrganismos sdo causadores da doenga, tais como
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus epidermidis, Corynebacterium bovis,
Corynebacterium pyogenes e Candida albicans. De todos esses
microrganismos S. aureus € o mais prevalente. Apesar da antibioticoterapia
ainda ser o procedimento mais utilizado no tratamento da mastite bovina,
buscam-se meios alternativos para o tratamento devido a crescente
preocupacao com a presenca de residuos de antibidticos no leite e com a
selecdo de cepas bacterianas resistentes. Os residuos de antibiotico, além de
interferirem na produgéo dos derivados, inviabilizando muitas vezes a produg¢ao
destes, representam também riscos a saude publica, existindo relatos de

reacdes de hipersensibilidade apdés o consumo de leite com presenca de
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penicilina. A utilizacdo de bacteriéfagos como ferramenta real no controle de
patbgenos € uma alternativa ao tratamento. Para tanto, esse trabalho
averiguou a prevaléncia da mastite bovina na regido da zona da mata mineira,
que apresentou uma porcentagem de 19,19%. Foi realizado o isolamento e a
identificacdo das bactérias a partir do leite mastistico. P6de-se perceber que as
bactérias do género Staphylococcus foram as mais prevalentes, representando
77,22% dos isolados. Algumas cepas isoladas foram submetidas ao teste de
antibiograma, para a averiguagcdo da susceptibilidade dessas bactérias a
determinados antibidticos. Verificou-se que 65% e 60% das cepas de
Staphylococcus aureus testadas eram resistentes a penincilina e a ampicilina,
respectivamente. Foram isolados 10 bacteri6fagos capazes de infectar
S.aureus. Esses fagos foram avaliados quanto ao seu potencial litico, sua
especificidade e sua termoestabilidade. Além disso, foi feita a caracterizacao
desses fagos quanto ao tipo de material genético, ao tamanho desse genoma e
ao perfil protéico que eles apresentam. Todos os fagos isolados apresentaram
o mesmo perfil protéico e com um genoma de DNA de aproximadamente 175
kb. Por meio da microscopia eletrbnica, verificou-se que os fagos eram

caudados, sendo classificados na familia Myoviridae.
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ABSTRACT

PEREIRA, Angelo Liparini, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2010.
Isolation and characterization of lytic bacteriophages for pathogenic bacteria
associated with bovine mastitis. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co-advisers:
Hilario Cuguetto Mantovani and Leandro Licursi de Oliveira.

Bovine mastitis is the main disease affecting the herds of dairy cattle in
Brazil and the world, accounting for huge losses. Several microorganisms are
causing the disease, such as Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus
epidermidis, Corynebacterium bovis, Corynebacterium pyogenes and Candida
albicans. Of all these microorganisms S. aureus is the most prevalent. Despite
antibiotic therapy is still the most widely used procedure in the treatment of
bovine mastitis, we have sought alternative means of treatment due to the
growing concern about the presence of antibiotic residues in milk and selection
of resistant bacterial strains. The residues of antibiotics also interfere with the
production of derivatives, often making it impossible to produce them. They
cause public health risks and there are reports of hypersensitivity reactions after
drinking milk with the presence of penicillin. The use of bacteriophages as a tool

in actual control of pathogens is an alternative treatment. Therefore, this work



examined the prevalence of bovine mastitis in the region of Zona da Mata
Mineira, which showed a percentage of 19.19%. We performed the isolation
and identification of bacteria from mastitis’ milk. It can be noticed that the
bacteria of the genus Staphylococcus were the most prevalent, accounting for
77.22% of isolates. Some strains were tested with antibiotic, to investigate the
susceptibility of these bacteria to certain antibiotics. It was found that 65% and
60% of Staphylococcus aureus strains tested were resistant to penincilina and
ampicillin, respectively. Were isolated 10 bacteriophages able to infect S.
aureus. These phages were evaluated for their lytic potential, its specificity and
its thermostability. Furthermore, we described the characteristics of these
phages on the type of genetic material, the size of genome and protein profile
they present. All phage isolates showed very similar protein profile with a DNA
genome of approximately 175 kb. By electron microscopy, it was found that

phages were caudate, belonging to the Myoviridae family.



1. INTRODUCAO

Os bacteriéfagos ou fagos sao virus que infectam bactérias e s&o
amplamente distribuidos tanto em meio liquido quanto em meio sélido. Esses
virus foram descobertos independentemente por Twort (1915) e D' Herelle
(1917), embora as primeiras observacdes destes virus tenham sido datadas em
1896, por Hankin. Este relatou que a agua dos rios Jumna e Ganges na india
poderia matar varias espécies de bactéria, especialmente a Vibrio cholera
(KUTTER, 2005).

Com a descoberta dos fagos, além dos estudos da natureza bioldgica,
pensou-se também na utilizacdo deles no tratamento e prevengao de doencas
infecciosas. D' Herelle foi o primeiro a perceber o potencial dos fagos para
tratar infecgdes bacterianas. Em 1919, ele realizou a fagoterapia com sucesso
em um menino de 12 anos de idade que sofria de disenteria bacteriana
(SULAKVELIDZE et al., 2001). D' Herelle repetiu este procedimento com
sucesso em outros trés pacientes com disenteria e todos melhoraram
sensivelmente no prazo de 24 horas (SUMMERS, 2001). Na mesma época,
Bruynoghe e Maisin (1921) utilizaram fagos no tratamento de infecgbes
estafilococicas da pele, fato que se tornou o primeiro relato publicado da
fagoterapia. Eles reportaram uma redugdo no inchago e na dor, assim como
uma reducédo na febre. (SULAKVELIDZE et al., 2001; KUTTER, 2005).

D' Herelle rapidamente expandiu o leque de doengas bacterianas que

poderiam ser tratadas com fagos. Ele tratou com sucesso quatro pacientes de
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peste bubdnica no Egito. Na india reduziu drasticamente as taxas de
mortalidade por colera em pacientes internados em hospitais, passando de
30% para 0% (SULAKVELIDZE et al., 2001; KUTTER, 2005).

No entanto, nem todos os ensaios de fagoterapia nessa época foram
bem sucedidos. Apesar da grande espectativa que se tinha na utilizagdo de
bacteriéfagos como agente terapeutico, a fagoterapia entrou em declinio na
década de 1930 no mundo ocidental, mesmo antes do uso difundido de
antibidticos. A escassez de estudos rigorosamente controlados e padronizados
frustrou as primeiras tentativas de se utilizar objetivamente a fagoterapia
(SUMMERS, 2001; KUTTER, 2005).

Esses fatores, juntamente com a descoberta dos antibioticos e logo em
seguida a segunda guerra mundial, resultaram em um declinio da investigagéo
da fagoterapia no Ocidente. Pesquisas e aplicagbes praticas continuaram
apenas em institutos do leste Europeu e da ex-Unido Soviética (ALISKY et
al.1998).

No entanto, as preocupacdes modernas com o aumento da prevaléncia
de bactérias resistentes aos antibidticos fizeram com que se aumentasse o
interesse no estudo de terapias alternativas, renovando o estudo da fagoterapia
no ocidente.

Um importante passo para o ressurgimento da pesquisa com fagos no
Ocidente foi uma série de experiéncias veterinarias efetuadas por Smith e
Huggins em 1980. Seus primeiros trabalhos foram focados na septicemia
induzida experimentalmente em camundongos usando uma cepa de
Escherichia coli (O18: K1: H7) de uma criangca com meningite. Uma unica
injecao intramuscular de um fago foi mais eficaz do que multiplas injecées de
diferentes antibioticos (tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol e
trimetoprim/sulfafurazole) em proteger camundongos contra uma infecgao
potencialmente letal (SMITH e HUGGINS, 1982).

O uso da fagoterapia nas vacas com mastite bovina seria bastante
interessante, ja que o agente etiolégico na maior parte das vezes é bacteriano.
A mastite bovina é a principal doenga que acomete o rebanho leiteiro em todo o
mundo, ocasionando imensos prejuizos. As perdas para o produtor sdo devido
a desvalorizagao do leite mastitico pelo laticinio, gastos com medicamentos e

veterinario, descarte de animais com mastite crénica, queda na produgao de
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leite e descarte do leite dos animais tratados (devido a presenca de residuos
de antibidticos).

O uso de antibidticos representa prejuizos para o produtor, devido a
necessidade de descarte do leite, desincentivando o tratamento das mastites
subclinicas. Em alguns casos, de maneira inconsequente, alguns produtores
nao descartam o leite com antibiético, disponibilizando-o para o consumo. Essa
atitude representa riscos a saude publica, além do antibidtico interferir na
producdo de produtos derivados do leite. Além disso, diversos estudos tém
demonstrado um aumento crescente na prevaléncia de bactérias causadoras
de mastite resistentes a diversos antibiéticos. Nesse cenario, os bacteriéfagos

aparecem como uma boa alternativa de tratamento para essa doenga.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

1) Isolamento de bactérias causadoras de mastite e estabelecimento de

um banco bacteriano local;

2) Isolamento e caracterizacdo de bacteriéfagos especificos para as

bactérias Staphylococcus aureus;

3) Estabelecimento de um banco de bacteri6fagos local, selecionando

bacteriéfagos com maior potencial terapéutico;



2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a prevaléncia de mastite bovina na regidao de Vigosa-MG;

2) ldentificar as principais bactérias causadoras de mastite na regiao

de Vigosa-MG;

3) ldentificar a sensibilidade das bactérias causadoras de mastite a

antibidticos usualmente utilizados;

4) Avaliar o potencial litico, a especificidade e a termoestabilidade

dos bacteriéfagos isolados;

5) Caracterizar os bacteriéfagos isolados, quanto ao tipo e tamanho

do material genético, padrao de proteinas e morfologia.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Mastite Bovina

A mastite, também conhecida como mamite, caracteriza-se por um
processo de inflamagdo da glandula mamaria. Apesar de o estresse e os
ferimentos fisicos também causarem inflamacgéo da gléndula, a infecgdo por
bactérias representa 90% dos casos (PHILPOT e NICKERSON, 1991). O
quadro se inicia quando os microrganismos invadem a glandula mamaria,
atravessam o canal do teto e multiplicam-se no interior dos tecidos (SANTOS e
FONSECA, 2007), causando assim um aumento da contagem de células
somaticas (CCS). Células somaticas sdo células de defesa que migram do
sangue para os alvéolos quando ha uma infecgcdo, além das células de
descamagao do epitélio glandular secretor. A contagem dessas células é
utilizada para avaliar a qualidade do leite (BRITO, 2001).

A invasao microbiana pode ocorrer por diversas formas, como por
exemplo, a colonizagdo da pele e do canal do teto entre as ordenhas ou
através da introducdo de canulas contaminadas no momento do tratamento
intramamario. O risco de adquirir a doenga talvez seja aumentado por fatores
quimicos, fisicos ou traumaticos. Por esta razdo, a mastite pode ser

considerada como uma doenca multifatorial, incluindo: 1) o bovino, o



hospedeiro; 2) o microrganismo, o agente causador, e 3) o ambiente
(SCHROEDER, 1997; DEGO et al., 2002; SANTOS e FONSECA, 2007).

Em rebanhos leiteiros € possivel encontrar animais sadios, animais com
uma glandula mamaria infectada e animais com as quatro glandulas mamarias
infectadas. Esta variabilidade sugere que a incidéncia e prevaléncia da mastite
dependam de diferengas na susceptibilidade da glandula mamaria a infec¢des
intramamarias (BARKEMA et al., 1997).

Entre os fatores que influenciam a susceptibilidade a infeccbes
intramamaria em bovinos estdo: numero de partos, nutricdo, estagio de
lactacao, producao de leite e raca (SMITH et al., 1997; BARKEMA et al., 1999;
ZADOKS et al., 2001). Um dos mais significativos fatores conhecidos que
influenciam na capacidade de defesa da glandula mamaria é o estagio de
lactagcao (KEHRLI Jr et al., 1989; SHAFER-WEAVER et al., 1996; MALLARD et
al.,, 1998). Vacas préoximas a lactacdo sdo mais sensiveis a infeccbes por
patdgenos ambientais (WAGTER et al., 2000; BURVENICH et al., 2003). E
possivel que durante o periodo proximo ao parto, as vacas apresentem certas
alteracbes em mecanismos de defesa, associados tanto com mudancgas
hormonais e metabdlicas quanto ao estresse fisiologico (MALLARD et al.,
1998).

A mastite causa perda da qualidade do leite, além de sérios prejuizos
econdmicos, tanto ao produtor quanto a industria de laticinios (BRAMLEY et al.,
1996). Seus prejuizos sao devido a diversos fatores como:

- Desvalorizagao do leite mastitico pelo laticinio;

- Descarte do leite em fungcdo do tratamento (devido a presencga de
residuos de antibioticos);

- Custo com medicamentos;

- Descarte prematuro de animais em casos crénicos;

- Queda da producao leiteira a curto e a longo prazo.

A mastite tem sido apontada como a principal doengca que afeta os
rebanhos leiteiros no mundo (FERLER et al., 2010a). O prejuizo mundial
causado pela mastite & estimado em 35 bilhdes de ddlares por ano (BRAMLEY
et al., 1996; WELLENBERG et al., 2002).

A mastite bovina pode ser classificada como clinica ou subclinica. Na

mastite clinica ocorre a apresentagao de sinais evidentes, tais como:
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- Edema, aumento de temperatura, endurecimento, dor na glandula
mamaria, grumos, pus ou qualquer alteracdo das caracteristicas do leite
(FONSECA e SANTOS, 2000). Na forma subclinica ndo se observam
alteracbes macroscopicas, mas ocorre reducdo na producdo de leite e
mudancgas na composi¢ao do leite, tais como:

- Aumento da CCS, dos teores de cloro, sédio e proteinas séricas;

- Diminuigdo dos teores de caseina, lactose e gordura do leite (CULLOR
et al., 1994).

Na mastite subclinica, como ndo existem sinais evidentes da doenca,
nao é possivel diagnostica-la sem a utilizagao de testes auxiliares, tais como o
Califérnia Mastitis Test (CMT), o Wisconsin Mastitis Test (WMT), a
condutividade elétrica do leite e a contagem de células somaticas.

No caso das formas clinicas, o diagnostico é realizado pelo uso da
caneca de fundo preto ou telada, onde visualizam-se as alteragdes
macroscopicas do leite.

A mastite subclinica apresenta prevaléncia maior do que a sua forma
clinica. Considerando-se que a mastite subclinica seja responsavel por 90 a
95% dos casos da doenga nos rebanhos leiteiros, ela configura-se como a
forma mais importante. Na maioria das vezes, a prevaléncia de mastite é
subestimada, uma vez que muitos consideram para efeito de analise, apenas
os casos de mastite clinica, pois esses casos se apresentam de forma evidente
e de diagndstico facil. (SANTOS e FONSECA, 2007).

Nas suas principais formas de apresentacdo, clinica e subclinica, a
doenga é causada por um grande numero de microrganismos. Dentre os
agentes da mastite, Staphylococcus aureus € o mais frequentemente isolado
em diversos paises (BRAMLEY et al., 1996; FERLER et al., 2010a). No Brasil,
relatos de isolamento de S. aureus de mastite subclinica sdo conhecidos desde
o inicio da década de 50 (LACERDA Jr. et al., 1954). Desde entéo, trabalhos
realizados nas regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Pais
demonstram a predominancia de S. aureus como agente etiolégico da doencga
(BRITO e BRITO, 1996).

Langenegger et al. (1970) examinou o perfil microbiolégico de 429 vacas
que apresentavam exame microbioldgico positivo e encontraram 53,1% de S.

aureus, 24,7% de Streptococcus agalactiae, 17,2% de Streptococcus
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dysgalactiae e 4,6% de Streptococcus uberis. Nader Filho et al. (1983)
encontraram dentre as amostras positivas obtidas 52,08% de S. aureus,
14,58% de S. dysgalactiae, 10,42% de S. agalactiae, 8,33% de S. uberis e
6,25% de S. epidermidis. Langoni et al. (1990) examinando 702 amostras de
leite com mastite subclinica encontraram a seguinte ocorréncia de agentes: S.
aureus 36,9%, S. epidermidis 22,2%, Corynebacterium bovis 4,8%,
Corynebacterium pyogenes 4,4%, S. uberis 4,3%, E. coli 4,0%, S. dysgalactaie
3,8%, S. agalactiae 3,7% e Candida albicans 3,8%.

A mastite causada por Staphyloccocus sp. em particular pode ser
manifestada por uma infecg¢ao clinica ou subclinica, que pode persistir através
do periodo de lactagdo e lactagdes subsequentes. Algumas estirpes possuem
fatores de viruléncia que facilitam a colonizagdo e a infecgdo da glandula
mamaria. Por exemplo, S. aureus produz uma enzima chamada coagulase, que
promove a coagulacao do fibrinogénio no sangue, convertendo-o em fibrina. O
coagulo de fibrina pode proteger a bactéria da fagocitose e isola-la das outras
defesas do hospedeiro. Outra forma de escape do sistema imune por essas
bactérias € a infec¢do intracelular. Nessa infeccdo as células fagociticas
(macréfagos e neutréfilos) ndo tém acesso a essas bactérias tado facilmente
(DEGO et al., 2002; OVIEDO-BOYSO et al., 2007; MIDDLETON et al., 2009).

A antibioticoterapia ainda é o procedimento mais utilizado no tratamento
da mastite bovina. Porém varias pesquisas tém buscado métodos alternativos
para o tratamento, pois além do problema do aumento da prevaléncia de
bactérias resistentes a antibiético, devemos ressaltar que o residuo no leite de
consumo representa riscos a saude publica e interfere na producdo dos
derivados, inviabilizando muitas vezes a producao destes (PINTO et al., 2001;
BEDI, et al., 2009; MIDDLETON, et al., 2009).

Antibidticos  B-lactdmicos, como penicilinas e cefalosporinas sao
usualmente usados no tratamento de mastite bovina, sendo muitas vezes
ineficazes devido a uma grande prevaléncia de cepas de Staphylococcus sp.
produtoras de B-lactamases do tipo BlaZ ou da proteina PLP2a, que se liga a
penicilina, impedindo a acdo da mesma (FERLER et al., 2010b).

Diversos estudos que tratam da susceptibilidade a antimicrobianos de

patdbgenos da mastite bovina mostram aumento crescente no padrdo de



resisténcia, principalmente para S. aureus, o agente mais freqluentemente
isolado (BRITO e BRITO, 1996; LOWY, 2003).

3.2. Bacteriofagos

3.2.1 Visao geral

Bacteriéfagos ou fagos sao virus que infectam hospedeiros pertencentes
aos dominios Archaea e Bacteria, sendo sua natureza geral similar a de outros
virus (ACKERMANN, 2003; GREGORACCI et al., 2006a). Eles consistem de
um acido nucléico envolto por uma capa protéica (capsideo), podendo ou nao
estar envolvido por um envelope lipoprotéico. Eles requerem uma bactéria com
um receptor especifico para que possam entrar e se multiplicar. Mais de 5300
fagos ja foram descritos, porém apenas aproximadamente 300 fagos foram
extensivamente caracterizados, dos quais deriva-se a maior parte do
conhecimento atual (ACKERMANN, 2003; GREGORACCI et al.,, 2006a;
VERMA et al., 2009).

Os grupos de bacteriofagos séo variados, e apresentam diferentes
morfologias, tamanho, etc. Fagos podem possuir genomas constituidos de
RNA ou DNA, fita simples ou dupla, linear ou circular e segmentado ou unico,
sendo que nem todas as combinagcbes possiveis estdo presentes
(ACKERMANN, 2003; CASJENS, 2005; GREGORACCI et al.,, 2006a;
SKURNIK e STRAUCH, 2006).

Apesar de toda essa diversidade, cerca de 96% dos fagos sao caudados
e constituem a ordem Caudovirales. A ordem Caudovirales congrega virus
icosaédricos, que apresentam DNA fita-dupla como material genético e que
possuem como estrutura diferencial a cauda, que €& responsavel pelo
reconhecimento dos hospedeiros e injecdo do material genético
(ACKERMANN, 2003; CASJENS, 2005; GREGORACCI et al., 2006a). Essa
ordem possui trés familias: Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae (figura 1).
As trés familias se diferem em relacdo a morfologia da cauda, sendo que os
fagos da familia Siphoviridae possuem uma cauda longa e nao-contratil; os

fagos da familia Myoviridae possuem uma cauda contratil; e os fagos da familia
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Podoviridae possuem uma cauda bem curta (ACKERMANN, 2003; CHIBANI-
CHENNOUFI, 2004; SUTTLE, 2005; GREGORACCI et al., 2006a).

Ennta-NRrannranni 2NNARK

Figura 1: Imagens digitalizadas dos negativos de microscopia eletrbnica de transmissdo. a) e b) Familia
Siphoviridae, com cauda longa e nédo-contratil; c) e d) Familia Myoviridae com cauda contratil ; e) e f) Familia
Podoviridae, com cauda bem curta

Fagos poliédricos, filamentosos e pleomdrficos, compreendem menos
de 4% dos virus bacterianos (ACKERMANN e GERSHMAN, 1992; TOPLEY et
al., 1990; DOSKAR et al., 2000; ACKERMANN, 2001, 2003).

Os virus representam os organismos mais abundantes na Terra, estando
presente em todos os ambientes em que existe vida, em escala superior aos
procariotos, reconhecidos ocupantes de todos esses nichos (BAMFORD, 2003;
CHIBANI-CHENNOUFI, 2004; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004;
BREITBART e ROHWER, 2005; DABROWSKA et al.,, 2005; HAMBLY e
SUTTLE, 2005; SKURNIK e STRAUCH, 2005; SUTTLE, 2005). Dos virus, os
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fagos sao os que estdo mais diversamente distribuidos, simplesmente por seus
hospedeiros serem o0s unicos com distribuicdo e abundancia suficientes para
sustentar esta enorme quantidade de virus no planeta (FUHRMAN, 1999,
BREITBART et al., 2002; BREITBART e ROHWER, 2005, HAMBLY e SUTTLE,
2005).

Os bacteriéfagos podem ser achados praticamente em qualquer lugar,
podendo ser isolados do solo, da agua, do fundo do oceano assim como do
corpo de animais. Os fagos se propagam em bactérias que sao simbidticas ou
patogénicas aos organismos mais evoluidos. Sabe-se que os bacteridfagos séo
muito comuns no trato gastro-intestinal e junto com as bactérias hospedeiras
sdo um importante componente da microbiota intestinal. Estima-se que em 1g
de solo ou agua, cerca de 10° particulas de fagos podem ser isoladas
(MERRIL, 1974; ASHELFORD et al., 2000; GORSKI et al., 2003; SONI et al.,
2010).

Estimativas do total de procariotos no planeta giram em torno de 10%
organismos (CHIBANI-CHENNOUFI, 2004; SUTTLE, 2005). Observagoes
diretas e indiretas de microrganismos em diversos ambientes distintos reportam
cerca de dez particulas virais para cada célula (BREITBART et al., 2004;
CHIBANI-CHENNOUFI, 2004; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004;
BREITBART e ROHWER, 2005; SKURNIK e STRAUCH, 2006). Sendo assim,
as estimativas do total de virus no globo atingem cerca de 10°' particulas
(SUTTLE, 2007; VERMA et al., 2009).

Os estudos de diversidade de fagos sao dificultados pela incapacidade
de se cultivar a maioria dos procariotos do ambiente, pois menos de 1% dos
procariotos podem ser cultivados em placas (BREITBART et al.,, 2002;
WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; BREITBART e ROHWER, 2005;
GREGORACCI et al., 2006). Muitos desses estudos sdo feitos com técnicas
que independem do cultivo bacteriano, como os estudos de metagenémica
viral, em que se faz a analise funcional baseada em sequéncias de genomas
virais contidos em amostras ambientais. Nesses estudos perceberam que
aproximadamente 75% de sequéncias ficavam sem alinhamento nos bancos de
dados existentes (BREITBART e ROHWER, 2005; HAMBLY e SUTTLE, 2005).

Mesmo de ambientes mais extremos como aguas profundas, salternas

solares (salinidade dez vezes superior aos oceanos), fontes quentes acidas
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(>80°C com pH=3,0), lagos alcalinos (pH=10), lagos polares (>30m de
profundidade) e ambientes subterréneos terrestres (>2km de profundidade), ja
foram isolados genomas virais (BREITBART e ROHWER, 2005).

3.2.2 Ciclo biolégico

Os fagos se assemelham em varios passos com os demais virus, mas
com algumas particularidades proprias. O passo de adsorgéo € inicial a toda
infecgdo viral (WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; COMEAU e
KRISCH, 2005; SKURNIK e STRAUCH, 2005; GREGORACCI et al., 2006).
Essa adsorgao, os fagos geralmente o fazem em dois passos distintos, o
primeiro reversivel e o segundo irreversivel (LINDBERG, 1973; WEINBAUER e
RASSOULZADEGAN, 2004; COMEAU e KRISCH, 2005; GREGORACCI et al.,
2006a).

A atracao eletrostatica influi bastante na primeira etapa. Na segunda, as
ligagbes se tornam mais estaveis e enzimas hidroliticas atuam para facilitar a
passagem de material genético através da parede bacteriana (LINDBERG,
1973; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; GREGORACCI et al,
2006a). Praticamente todas as estruturas bacterianas expostas na parede,
assim como estruturas acessorias, como o pili, o flagelo e a capsula, podem
ser utilizadas pelos bacteriéfagos para a adsorgédo destes, tanto em bactérias
Gram-positivas como Gram-negativas (LINDBERG, 1973; SKURNIK e
STRAUCH, 2005; GREGORACCI et al., 2006a).

A préxima etapa do ciclo é a penetragao/descapsidacdo. No caso dos
fagos, eles utilizam enzimas que fazem verdadeiros buracos na parede celular
bacteriana, facilitando a entrada do material genético. Nesse processo o
capsideo nao penetra na célula hospedeira, ficando aderido a parede exterior
da célula, enquanto o material genético é injetado. Poucos sdo os casos em
que ha entrada do capsideo viral na célula (WEINBAUER e
RASSOULZADEGAN, 2004; SKURNIK e STRAUCH, 2005; GREGORACCI et
al., 2006a).

Alguns fagos sao altamente virulentos, produzindo muitos virions,

fazendo com que as vias metabdlicas do hospedeiro sejam toda ou quase toda
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direcionada para replicacdo viral. Assim que o material genético do
bacteridéfago alcanga o citoplasma da célula hospedeira, inicia-se a biossintese
do &cido nucléico e das proteinas virais. Nos primeiros minutos, apos a
infeccao, ndo sdo encontrados fagos completos na célula hospedeira. Somente
podem ser detectados componentes isolados — material genético e proteinas
virais. Durante a multiplicagao viral, chama-se periodo de eclipse, aquela fase
em que ainda ndo estdo formados os virions completos e infectivos. Nesse
ciclo, denominado litico, ocorre morte da bactéria durante a liberacdo das
particulas virais por rompimento da membrana plasmatica apés um grande
acumulo dessas no citoplasma bacteriano. Esse rompimento é facilitado por
acao enzimatica, que enfraquece a parede celular e a membrana plasmatica da
célula, além do grande numero de particulas virais que sdo formadas,
fornecendo uma pressdo sobre essas estruturas (FUHRMAN, 1999;
WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; SKURNIK e STRAUCH, 2005;
GREGORACCI et al., 2006a).

O ciclo litico esta relacionado com o processo de transducao
generalizada. Durante o passo de empacotamento do material genético viral no
capsideo, pode haver inclusdo de material genético do hospedeiro. Assim esse
fago numa proxima infecgao, injeta seu material genético que contém partes de
genoma bacteriano. Esse genoma podera ser inserido nesse novo hospedeiro
por recombinacgao, ocorrendo um processo de transferéncia genética horizontal
(CANCHAYA et al., 2003; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004;
GREGORACCI et al., 2006a).

Outros fagos promovem infec¢do crénica nas bactérias, estabelecendo
uma relacado de verdadeiro parasitismo (WEINBAUER e RASSOULZADEGAN;
2004). Estes fagos geralmente produzem continuamente uma baixa quantidade
de virus. Esses fagos ndo matam as células e s&o liberados por brotamento
(FUHRMAN, 1999; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004;
GREGORACCI et al., 2006a).

Existem também aqueles fagos que integram seu material genético ao
genoma da bactéria apos a infecgcdo. Estes fagos, chamados lisogénicos,
produzem proteinas que silenciam a expressao da maior parte dos genes virais
(FUHRMAN, 1999; ALMEIDA et al, 2004; WEINBAUER e
RASSOULZADEGAN, 2004; SKURNIK e STRAUCH, 2005). Os fagos
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lisogénicos inserem seu material genético no hospedeiro e nesse estado sao
chamados de profagos. As proteinas produzidas por esses virus mantém esse
estado, além de conferirem imunidade ao hospedeiro bacteriano a outros
bacteriéfagos relacionados. Porém, esse estado ndo € permanente. Agressdes
no DNA, como luz ultravioleta e agentes quimicos, podem desencadear
alteragdes fisioldgicas que culminam com a indugdo do profago, que passa
para um ciclo litico, produz progénie e lisa o hospedeiro (FUHRMAN, 1999;
CHIBANI-CHENNOUFI, 2004; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004;
SKURNIK e STRAUCH, 2005; GREGORACCI et al., 2006a).

O profago pode ser danificado por meio de insercbes de elementos
moveis e pela ocorréncia de dele¢gdes. Com o passar do tempo, acredita-se
que apenas genes que confiram alguma vantagem funcional para os
hospedeiros é que se mantém, enquanto os outros sio eliminados por delecao
elou recombinacdo (BRUSSOW et al., 2004; ALMEIDA et al., 2004;
WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004, BREITBART e ROHWER, 2005,
COMEAU e KRISCH, 2005).

O ciclo lisogénico estd associado ao processo de transdugéo
especializada. Por meio da transdugao, fagos lisogénicos podem também
transferir informagdes genéticas, que irdo alterar caracteristicas metabdlicas,
morfolégicas e/ou fisioldogicas das bactérias, conferindo vantagens ou
desvantagens competitivas, permitindo a adaptacdo delas a novos nichos
ecoldgicos (BRUSSOW et al., 2004; CHIBANI-CHENNOUFI, 2004; DAUBIN e
OCHMAN, 2004; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; CASJENS,
2005; FARUQUE et al., 2005).

Quando o material genético inserido através do processo de transdugéo
modifica propriedades do procarioto infectado, designa-se conversao lisogénica
(CANCHAYA et al.,, 2003; CHIBANI-CHENNOUFI, 2004; WEINBAUER e
RASSOULZADEGAN, 2004; GREGORACCI et al., 2006a).

O evento seguinte é a maturagdo. Nesse processo, virions completos
sao formados a partir do material genético e dos capsideos. Os componentes
virais se organizam espontaneamente formando as particulas virais. No caso
dos fagos caudados, as cabegas e as caudas sdao montadas separadamente a
partir de subunidades protéicas: a cabecga é preenchida com DNA viral e se une
a cauda (TORTORA, 2005; GREGORACCI et al., 2006a).
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O estagio final da multiplicagcéo viral consiste na liberacédo dos virions da
célula hospedeira. O termo lise € geralmente usado para esse estagio da
multiplicagdo dos fagos, pois a membrana plasmatica da bactéria se rompe
(lisa). A lisozima, que é codificada pelo genoma do fago, é sintetizada dentro
da célula e destr6i a parede celular, liberando os bacteriéfagos recém-
produzidos. Os fagos liberados infectam novas células nas proximidades, e o
ciclo de multiplicagdo se repete (TORTORA, 2005, GREGORACCI et al.,
2006a).

O estagio de transmissdo, em que a particula infecciosa busca outra
célula permissivel, normalmente € o que demanda mais tempo no ambiente e 0
mais propenso a nado se concluir (FUHRMAN, 1999; WEINBAUER e
RASSOULZADEGAN, 2004). No entanto, apenas uma pequena parcela de
virus precisa atingir seu objetivo para que a populagdo viral seja mantida
(WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; GREGORACCI et al., 2006a).

3.2.3 Ecologia

Anteriormente, acreditava-se que os fagos, mesmo em abundancia no
planeta Terra, ndo representavam organismos que pudessem interferir de
maneira significativa nas cadeias ecoldgicas. Esse conceito vem sofrendo
mudangas, devido a importancia dos fagos principalmente na transferéncia de
genes, controle de certos procariotos, transferéncia de matéria e energia,
fazendo com que os fagos ocupem posicdes de mais destaque (SUTTLE,
2007; WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; HAMBLY e SUTTLE, 2005;
ABEDON, 2009a).

Em certos nichos observou-se que a predagdo por fagos liticos
representa a principal causa da mortalidade de bactérias (FUHRMAN, 1999;
SUTTLE, 2005; GREGORACCI et al., 2006a). Em outros ninchos a mortalidade
das bactérias pelos fagos sé € superada por alguns protistas, principalmente
nanoflagelados heterotréficos. Sustenta-se que os fagos sejam responsaveis

pela mortalidade diaria de um tergo dos procariotos do globo (SUTTLE, 2005).
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A predagdao das bactérias ora por protistas ora por bacteriéfagos
influencia de maneira drastica a cadeia alimentar microscoépica, pois a
predacao por protistas sequestra e transfere os nutrientes para niveis tréficos
superiores. A lise viral, por sua vez, libera esses nutrientes para a reserva de
matéria organica dissolvida, disponibilizando-os para os demais procariotos.
Isso faz com que os procariotos utilizem boa parte da biomassa bacteriana,
criando um ciclo semifechado de nutrientes (WEINBAUER e
RASSOULZADEGAN, 2004; GREGORACCI et al., 2006a; THINGSTAD et al.,
2008).

Acredita-se que os fagos sejam responsaveis por conter espécies de
bactérias mais favorecidas competitivamente, permitindo a manutencdo de
linhagens menos favorecidas, propiciando uma maior diversidade bacteriana.
Esse modelo foi postulado com base na maior probabilidade de fagos
encontrarem de maneira aleatéria os hospedeiros que estejam mais
abundantes no meio. Os hospedeiros mais abundantes fazem com que a
populacao de fagos especificos cresga e com isso consiga frear o crescimento
da populagédo bacteriana, fazendo uma espécie de controle biolégico natural
(WEINBAUER e RASSOULZADEGAN, 2004; BREITBART e ROHWER, 2005;
GREGORACCI et al., 2006a).

Esse controle biolégico provavelmente explica a queda das epidemias
periédicas de célera na india. A natureza autolimitante dessas epidemias seria
atribuida a amplificacdo dos fagos liticos especificos para Vibrio cholerae no
ambiente e principalmente nos intestinos humanos, aumentando a carga viral e
reduzindo a carga bacteriana ambiental (FARUQUE et al., 2005).

3.2.4 Bacteriéfagos como terapia

A utilizacdo de bacteriofagos como ferramenta real no controle de
patdbgenos tem atraido o interesse de um consideravel numero de
pesquisadores nos ultimos anos, devido a emergéncia das bactérias
resistentes a antibiéticos (SULAKVELIDZE, et al., 2001; MERRIL, et al.,2003).
O aumento da populagdo de bactérias resistentes a tratamentos comuns com

antibiéticos € uma preocupacido crescente, e as oportunidades para o
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desenvolvimento no futuro de novos quimioantibidticos eficazes podem ser
limitadas (BELLO e VILA, 2007).

Os bacteriofagos constituem uma ferramenta natural, n&o tdxica, viavel
para o controle de diversos patégenos. De fato, no inicio do século XX, as
terapias fagicas foram utilizadas no tratamento de infecgdes bacterianas antes
do advento dos antibioticos (ALISKY et al., 1998; SCHOOLNIK et al., 2004).
Mas em grande parte essas terapias eram confinadas a regides da antiga
Unido Soviética (SILVER et al., 1993; CHANISHVILI et al., 2001).

Atualmente, alguns bacteriéfagos ja estdo sendo usados no tratamento
de infecgbes por Staphylococcus em humanos e animais pelo ocidente. Varios
estudos recentes tém mostrado o uso de bacteriéfagos como uma promessa
terapéutica no controle de infecgdes bacterianas (O’FLAHERTY et al., 2005;
WILLS et al, 2005; BRUTTIN e BRUSSOW, 2005; VINODKUMAR et al., 2005;
SKURNIK e STRAUCH, 2006; CHHIBBER et al. 2008; PARISIEN et al., 2008;
KUMARI et al., 2009; KUMARI, et al., 2010). Em adicdo, componentes dos
fagos, como as endolisinas, tém também sido testadas por suas atividades
anti-S. aureus (O'FLAHERTY, et al., 2005)

Muitos resultados de pesquisas reportadas no passado mostraram
eficiéncia variada na aplicacdo dessa terapia. Isso provavelmente ocorreu
devido a uma série de fatores, que inclui um pequeno entendimento da
patogenicidade das bactérias, falta de conhecimento da interagdo fago-
hospedeiro e o possivel uso de fagos impuros na preparacdo de alguns
estudos (BARROW, 2001).

No entanto estudos mais recentes e rigorosos tém demonstrado a
efetividade da terapia fagica. Um exemplo seria o efeito de cura dos
bacteriéfagos em camundongos com uma bacteriemia por Enterococcus
faecium resistente a vancomicina (BISWAS, et al., 2002). Outros estudos
demonstraram o mesmo efeito em ratos infectados experimentalmente por
Staphylococcus aureus (MATSUZAKI et al.,, 2003), e agindo como agente
profilatico contra infecgdo a S. aureus, especificamente apods cirurgia (WILLS et
al., 2005).

Com o presente conhecimento a respeito dos fagos e da genética

bacteriana €& possivel driblar os problemas encontrados em tentativas
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anteriores de se usar os fagos como agente antimicrobiano natural (BARROW
et al.,, 1997; ALISKY et al., 1998).

Os bacteridfagos, assim como os antibioticos, possuem atividade
antibacteriana. No entanto, terapias com fagos apresentam pelo menos
algumas vantagens teoricas sobre os antibiéticos como, por exemplo:

- Os bacteriéfagos sdo muito especificos, isto €, normalmente afetam
apenas a espécie de bactéria-alvo, enquanto que antibiéticos atacam tanto o
microrganismo patogénico quanto o da microbiota normal. Isso afeta o balanco
microbiolégico do paciente, podendo levar a sérias infec¢gdes secundarias
(CHERNOMORDIK, 1989; KARL, 2004);

- Os fagos replicam no local da infecgdo, sendo disponiveis no local
onde eles sdao mais requisitados. Ja os antibidticos sdo metabolizados e
eliminados do corpo e nao necessariamente sdo concentrados no local da
infeccao (SMITH et al., 1982);

- Nenhum efeito colateral sério foi descrito por se ter utilizado terapia
fagica. Os bacteriofagos sao inofensivos para as células de mamiferos. No
entanto muitos efeitos colaterais através da utilizagdo de antibidticos foram
descritos, tais como, desordem intestinal, alergias e infec¢gdes secundarias
(YAO et al., 1995; KARL, 2004);

- Os fagos possuem a capacidade de aumentar exponencialmente em
numero ao longo do tempo, desde que haja células hospedeiras suficientes
para eles se multiplicarem (DIXON, 2004).

- Bactérias resistentes ao bacteri6fago permanecem susceptiveis a
outros fagos que possuem superficie de contato similar, enquanto que a
resisténcia a antibiéticos ndo é limitada as bactérias atingidas. Além disso, a
frequéncia de mutacado do fago é significativamente superior a frequéncia de
mutacdes de bactérias, permitindo uma pronta resposta dos fagos as bactérias
resistentes (PARISIEN et al., 2008)

- Selecdo de novos fagos (contra bactérias fago-resistentes) € um
processo relativamente rapido que pode levar dias ou semanas. Ja o
desenvolvimento de um novo antibidtico (contra bactérias antibiotico-
resistentes) € um processo que consome muito tempo, que pode levar anos
para ser realizado, o que encarece o custo do medicamento (CHOPRA et al.,
1997; LALEH et al., 2008).
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Os bacterioéfagos utilizados como agentes terapéuticos ou biocontrole sé
sao recomendados quando lisam rapidamente as células bacterianas sem
integracdo do seu material genético no genoma bacteriano (GREER, 2005,
HUDSON et al., 2005; SAKAGUCHI et al., 2005).

3.2.5 Fago A (Lambda)

3.2.5.1 Ciclo Litico

A infeccdo por A pode levar a dois ciclos: - litico ou lisogénico. No ciclo
lisogénico, em que seu DNA fica inserido no DNA do hospedeiro, uma série
limitada de genes é expressa, levando a criagdo de um estado profago. Na
resposta litica, uma série de genes € expressa em uma ordem definida,
levando a lise celular e liberando a progene do fago. Fagos como o A sdo
chamados temperados porque eles nem sempre matam o hospedeiro (LWOFF,
1953). Em contraste, fagos que sempre matam o hospedeiro sdo chamados de
virulentos.

O fago A possui 6 longas fibras da cauda que faz o contato inicial com a
parede celular do hospedeiro. Uma fibra da cauda unica e central, produto do
gene J, se liga a uma proteina ligante de maltose chamada LamB, e o DNA do
fago é injetado para a célula.

O DNA do A é dupla-fita linear com aproximadamente 50 kb. Em cada
um dos finais do DNA dupla-fita estd um segmento de fita unica de 12
nucleotideos, chamado cos. Essas fitas simples finais sdo complementares,
permitindo ao DNA do A se circularizar.

Na resposta litica, a RNA polimerase dependente de DNA da
Escherichia coli comeca a transcrever os promotores da esquerda e da direita
do genoma do fago, chamados PL e PR. Na auséncia do produto do gene N, a
transcricdo dos promotores PL e PR termina com um produto de poucas
centenas de nucleotideos. Termina na primeira regido terminadora de cada
lado. O pequeno transcrito da regido PL contém o gene N, e seu produto
permite que a transcricdo continue além desses terminadores. Essa transcricao

estendida possibilita a expressdo dos genes exo, bet, e Gam na direcédo da

20



esquerda, assim como dois genes de replicacdo (O e P) e um gene de
regulagdo positiva (Q) nos transcritos da diregdo da direita. Uma das
sequéncias do pequeno transcrito da dire¢ao da direita € nutR. Quando a RNA
polimerase transcreve a sequencia nutR, o produto do gene N consegue se
ligar a essa sequéncia de RNA e a RNA polimerase. Com isso a RNA
polimerase nao reconhece tR1 ou qualquer outro terminador de transcricdo. O
produto do gene N de A ndo atua sozinho, mas em conjunto com proteinas do
hospedeiro chamadas proteinas Nus (N utilization substances) (ROBERTS, et
al., 1998).

Um dos genes sob o controle do gene N é o Q, que é um regulador
positivo da expressdo de genes tardios. Os genes tardios de A promovem a
sintese das proteinas da cabega (capsideo) e da cauda, assim como as
proteinas que promovem a lise celular. A proteina Q € um antiterminador que
atua diferentemente da proteina N. Quando a RNA polimerase inicia a
transcricdo no PR, ela pausa apds a transcricao de apenas 16 nuclotideos. A
proteina Q reconhece o sitio de utilizagdo da proteina Q (qut) no DNA, liga-se a
RNA polimerase, e faz com que sejam transcritos todos os genes tardios sem
terminacao (WALDOR et al., 2005).

Assim que o DNA de A é circularizado e os produtos dos genes O e P
sdo feitos, a replicagdo se inicia no sitio de origem especifico (ori) dentro do
gene O. A proteina do gene O (pO) se liga a sequéncia ori do DNA. A proteina
do gene P (pP) se liga a pO, ocasionado a ligagao da enzima helicase DnaB de
E.coli no DNA, desenrolando-o perto da ori (DODSON et al.,, 1986). A
transcrigdo do gene O é requerida para a replicagéo, tanto para separar as fitas
de DNA quanto para sintetizar um RNA de PR que serve como primer. Apdos
desenrolar o DNA, o RNA primer ¢é feito pela DnaG primase de E.coli para
facilitar a replicagcdo em ambas diregdes, criando a molécula em forma de theta
(), que se separa em dois circulos no final de um ciclo de replicagdo (ROWEN
e KORNBERG, 1978).

Um lado da fita é feito continuamente, enquanto o outro requer a sintese
de varios primers de RNA para ser produzida. Apos varios ciclos da replicagcao
em forma de theta, comeca a replicacdo unidirecional. Essa forma de
replicacéo, chamada ciclo-rolante, gera uma molécula longa de DNA chamada

de concatamero. Usando esse concatamero como um substrato, os capsideos
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vazios empacotam um DNA de uma regido cos até a proxima. A exonuclease

RecBC do hospedeiro digere esse concatamero (SKALKA, 1977).

3.2.5.2 Regulagao da transcrigao - ciclo litico ou lisogénico?

O programa temporal da transcricdo dos RNAs do fago A comega com a
expressao de genes precoces de dois promotores, denominados PL e PR.
Esses transcritos iniciais terminam com muitos terminadores, como o TR1. O
terminador TR1 ndo é muito eficiente, aproximadamente 50% dos transcritos
de PR passam por ele, mas eles param em TR2. O transcrito inicial de PL
codifica uma proteina viral chamada de N, que atua modificando as
propriedades da RNA polimerase, tornando-a incapaz de reconhecer quase
todos os sitios de terminagdo (NUDLER e GOTTESMAN, 2002).

No estado lisogénico, uma proteina regulatéria chamada CI, ou
repressora de lambda, bloqueia a expressado dos promotores PL e PR. Assim
Cl blogueia o mecanismo litico e estabiliza o estado alternativo lisogénico.
Durante a deciséo lise-lisogenia, Cl & expressa por um promotor denominado
PRE (promotor for repressor establishment) (HERSKOWITZ e HAGEN, 1980;
ECHOLS, 1986). A expressao de PRE depende completamente da presenca
de um ativador denominado CIl. Quando o nivel de CIl esta alto, a expressao
de CI do promotor PRE leva a um estado de lisogenia (KOBLER et al., 2002).

No estado lisogénico, Cl é expresso de um promotor diferente,
denominado PRM (promoter for repressor maintenance), que mantém um
estado lisogénico. A expressao de PRM, que é um promotor fraco é estimulada
cerca de 10 vezes pelo proprio Cl. Cl também regula negativamente sua
prépria expressao, mantendo um nivel relativamente constante de Cl durante o
crescimento normal da célula (MEYER e PTASHNE, 1980).

Finalmente, durante um processo de indugéo do profago, os niveis de Cl
sao controlados por um evento proteolitico especifico que cliva Cl em dois
fragmentos, inativando sua atividade repressora (LITTLE, 1984, 1993). Quando
os niveis de Cl caem a niveis criticos, dois eventos ocorrem, provavelmente
trabalhando juntos para prevenir a expressao de mais ClI:

- A autoregulagao positiva n&o ocorre mais;

22



- Uma proteina repressora, denominada Cro, comecga a ser expressa do
promotor PR. Cro atua reprimindo a expressao de mais Cl. Em consequéncia,
a expressao de Cl é desligada e a mudanga é irreversivelmente engatilhada,
fazendo o fago entrar no ciclo litico (PTASHNE, M. 2004).

A deciséo lise-lisogenia é feita cerca de 10 a 15 minutos apds a infecgao
de A no hospedeiro. Acredita-se que o estado fisiologico da célula influencie no
resultado dessa decisdo. Como ja falado, a decisdo depende do nivel da
proteina ativadora CIl. Se os niveis de CIl sao altos, entdo CIl direciona a
expressdo de altos niveis do repressor Cl, e a célula infectada segue o
mecanismo lisogénico. Quando CIlI é ausente ou em baixos niveis, ocorre o
ciclo litico. Muitos diferentes fatores parecem controlar o nivel de Cll (ECHOLS,
1986).

Primeiro, Cll é instavel. Ele é degradado por proteases bacterianas
denominadas HfIB ou FtsH. E plausivel que a atividade de FtsH seja modulada
pelo estado fisiologico da célula. Sabe-se que o fato de se deixar as células
crescendo em um meio pobre ou em baixas temperaturas favorece o estado
lisogénico (SHOTLAND, et al., 2000).

Segundo, a atividade das proteases bacterianas pode também ser
modulada por uma segunda proteina de A, denominada CIll, que
aparentemente atua como um inibidor competitivo de HfIB. Entdo altos niveis
de Clll estabiliza CIl (SHOTLAND, et al., 2000).

Terceiro, Clll e CIll sao expressos pelos promotores PL e PR,
respectivamente. Consequentemente, eles sdo expressos precocemente no
curso da infec¢do. Células infectadas com varios fagos sdo mais provaveis de
cairem em lisogenia e acredita-se que isso seja resultado de uma alta
expressao de Cll e CllIl (SHOTLAND, et al., 2000).

Finalmente, outras proteinas celulares aparentemente influenciam no
resultado da decisédo lise-lisogenia. Mutantes nos genes hflK, hflC ou hflD

também levam a altas frequéncias de lisogenia (KIHARA et. al., 2001).
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3.2.5.3 Manutengao do estado lisogénico

Para se manter o estado lisogénico, Cl precisa estar continuamente
presente. Numa célula lisogénica, Cl é expresso por um promotor diferente, o
PRM. Esse promotor esta dentro de uma complexa regido regulatoria,
denominada regido OR. Duas proteinas regulatérias, Cl e Cro, atuam nessa
regido de maneira oposta. Se a célula contém CIl e ndo Cro, entdo ela esta no
estado lisogénico e continua a produzir Cl e nao Cro. Se, por outro lado, a
célula possui Cro e nédo Cl, ocorre o ciclo litico e a célula continua a produzir
Cro e nao Cl. No entanto, essa ultima regra pode ser anulada pela expresséo
de ClI pelo promotor PRE (DODD et al., 2001)

A maioria dos eventos que estabilizam os estados regulatorios ocorre na
regiao OR. A regidao OR contém trés sitios de ligacdo denominados OR1, OR2
e OR3, onde tanto Cl quanto Cro podem se ligar (KIHARA et al., 2001).

PRM e PR sao ativados durante o estado lisogénico e litico,
respectivamente. Cada promotor expressa uma de duas proteinas regulatérias.
A expressdo de PRM leva a sintese de CIl. Expressao de PR leva a sintese de
Cro, assim como de produtos génicos do estado litico O, P e Q. Cl permite a
expressao de PRM, mas nao de PR, e Cro permite a expressao de PR mas
nao de PRM (KIHARA et al., 2001).

Apesar de Cro se ligar a OR3, OR2 e OR1, ele se liga mais firmemente a
OR3. Consequentemente, em moderados niveis de Cro, OR3 é ocupada, mas
OR2 e OR1 estdo livres. Quando Cro se liga a ORS3, ele reprime
completamente PRM, ja que esse promotor sobrepbe OR3. No entanto, a
ligacdo de Cro em OR3 n&o tem nenhum efeito em PR, que ndo sobrepde a
OR3. Assim que os niveis de Cro aumentam, Cro consegue se ligar a OR2
e/ou OR1, reprimindo PR, consequentemente os niveis de Cro € auto-limitado
devido a uma auto-regulacao negativa ( DARLING, et al., 2000).

Cl se liga mais fortemente a OR1 e mais fracamente a OR2 e ORS3.
Contudo, CI tem uma caracteristica adicional (ligacdo cooperativa a sitios
adjacentes), que leva a ocupagédo de OR2. A ocupacéo de um sitio aumenta a
afinidade da proteina aos sitios adjacentes, em torno de 100 vezes, no caso de
Cl (KOBLAN e ACKERS, 1991). Assim que OR1 é fortemente ligada em seu
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sitio, ela leva a uma ligacao muito mais forte de OR2, assim esses dois sitios
s&o ocupados (KOBLAN E ACKERS, 1991).

A ocupagao de OR1 e OR2 tem duas diferentes consequéncias, ambas
a favor do estado de lisogenia: primeira, isso leva a repressao de PR, que
sobrepbe esses dois sitios, desligando Cro e os genes liticos; segunda, isso
leva a ativagcdo de PRM: ClI ligada a OR2 contacta a subunidade 070 da RNA
polimerase, aumentando a forca do promotor PRM em 10 vezes. Essa
autorregulagdo positiva da expressédo de Cl aumenta a forga do estado
lisogénico. Se os niveis de Cl aumentam muito, Cl comeca a se ligar a OR3,
fechando parcialmente PRM (KIHARA et al., 2001).

Cl permite a expressao de PRM, estimulando-o e reprimindo Cro pelo
bloqueio de PR. A niveis moderados, Cro permite a expressao de PR porque
ele nao se liga a sitios que sobrepdem PR, e Cro reprime CI bloqueando PRM.
Cl e Cro também se ligam a uma segunda regiao, denominada regido OL, que
esta a 2.4 kb a esquerda de OR. No estado lisogénico, a ligagado de Cl a OL é
necessaria para reprimir a expressao do promotor litico PL, que codifica a
proteina N (KIHARA et al., 2001).

3.2.5.4 Inducgao do profago - sistema de regulagao SOS

Embora o estado lisogénico seja muito estavel, ele pode se mudar para
o estado litico. Isso normalmente ocorre apds tratamentos que danificam o
DNA celular ou inibem a replicagcdo do DNA. Esse tratamento engatilha uma
resposta celular denominada resposta SOS, que é designada para conter os
danos, reparando o DNA e restaurando a replicacdo. A mudanga do ciclo
lisogénico para o litico acontece em pequenas taxas na auséncia de dano no
DNA (ROBERTS e DEVORET, 1983; LITTLE, et al., 1999).

O sistema de regulagdo SOS envolve duas proteinas: LexA, que reprime
uma série de aproximadamente 40 genes (denominados genes SOS) durante
o crescimento normal da célula; RecA, que é ativada quando ocorre algum
dano no DNA.

RecA ativada promove a clivagem proteolitica de LexA. A clivagem

inativa o repressor funcional LexA, levando a nao repressao dos genes SOS.
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Se a célula contém o profago A, RecA ativada promove a clivagem do repressor
Cl em uma reagéo paralela (COURCELLE, J. et al., 2001).

3.2.6 Fagos de Staphylococcus sp.

A gama de doengas que uma espécie ou cepa de Staphylococcus sp.
pode produzir € determinada pelo arsenal de fatores de viruléncia que ele
carrega. Essa colecao de fatores de viruléncia das bactérias pode ser obtida
por meio dos bacteriéfagos (WALDOR et al., 2005).

Os fagos de Staphylococcus sp. sao altamente lisogénicos. Félix d’'Helle
foi o primeiro a isolar um bacteriofago de Staphylococcus sp., que ele detectou
no pus de um dedo infectado (WALDOR et al., 2005).

Alguns profagos alteram o fenétipo do hospedeiro bacteriano. Esses sao
chamados de fagos conversores, e 0 processo € conhecido como conversao
lisogénica. Se o profago tem um gene de toxina, entdo as bactérias s&o
lisogenicamente convertidas para produgédo dessa toxina. Toxinas codificadas
por Staphylococcus sp. inclui staphylokinase (SAK), staphylococcica
enterotoxina A (SEA), diversas enterotoxinas relatadas, toxina esfoliativa
(ETA), e Panton-Valentine leucocidin (PVL). O ganho na produg&o da toxina
representa uma conversdo lisogénica positiva. Alternativamente, quando a
lisogenagao resulta na perda de um fendtipo particular, isso é referido como
conversao lisogénica negativa (BIRMINGHAM e PATTEE, 1981).

Genes de resisténcia a antibidtico foram encontrados em genomas de
profagos de Stapylococcus sp.. A transferéncia de genes de resisténcia a
antibiédticos mediados por fagos ocorre por transdugéo ou por transformacéo.
Para S. aureus, a competéncia para a transformacao € influenciada por fagos
(WALDOR et al., 2005).

26



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Caneca de fundo escuro e California Mastitis Test (CMT)

Foram submetidos a caneca de fundo escuro, amostras de leite de 607
animais, 2408 tetos, provenientes de 24 propriedades rurais. Vacas submetidas
a antibioticoterapia foram excluidas do presente estudo. Para a realizagao do
teste da caneca de fundo escuro, os primeiros jatos de leite foram colocados na
caneca. A presenca de leite coagulado, sangue ou substancia purulenta
considerava a amostra positiva para mastite clinica. Amostras negativas ao
teste da caneca foram submetidas ao California Mastitis Test — CMT (SCHALM
e NOORLANDER, 1957).

Em seguida, foram colhidos, em tubos plasticos estéreis de 15 ml com
tampa de rosca, aproximadamente 10 ml de leite dos tetos que apresentavam
resultado positivo a mastite clinica ou a prova de CMT com escores de +, ++ ou
+++. Ap6s a colheita, os tubos foram acondicionados em caixas térmicas,
contendo gelo e transportados para o Laboratério de Imunovirologia Molecular
do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa (UFV),

para posterior analise.

4.2. Isolamento e identificagao das bactérias

Foi feita estria simples de 101 amostras de leite, previamente coletadas

nas propriedades rurais, em placa de Petri com agar-sangue de ovino e em
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agar McConkey. As placas estriadas foram incubadas a 37°C, por 24 horas.
Logo ap0s, foi feita coloragdo de Gram a partir das colénias que cresceram nas
placas. Para as bactérias cocos gram-positivas, foram realizados testes de
catalase. As bactérias catalase positivo foram submetidas ao teste da
coagulase e as bactérias catalase negativas foram submetidas ao teste CAMP.
No caso de bactérias gram-negativas, foi feito o uso do kit Bactray | (Laborclin,
cod. LB 880108).

4.3. Estirpe bacteriana

Foram utilizadas bactérias isoladas e caracterizadas a partir de amostras
de leite diagnosticado com mastite clinica ou subclinica de propriedades da
cidade de Vigosa-MG e regido. Esses isolados fazem parte da colegdo de
patdgenos causadores de mastite do Laboratério de Imunovirologia Molecular
do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

As estirpes dessa colegao utilizadas foram: S. aureus 1, S. aureus 3, S.
aureus 9, S. aureus 17, S. aureus 49, S. aureus 51, S. aureus 53, S. aureus 54,
S. aureus 56, S. aureus 59, Staphylococcus coagulase negativo 8,
Staphylococcus coagulase negativo 12, Staphylococcus coagulase negativo 14,
Staphylococcus coagulase negativo 16, Staphylococcus coagulase negativo 27,
Staphylococcus coagulase negativo 28, Staphylococcus coagulase negativo 30,
Staphylococcus coagulase negativo 31, Staphylococcus coagulase negativo 39,
Staphylococcus coagulase negativo 40, Staphylococcus coagulase negativo 41,
Staphylococcus coagulase negativo 44, Staphylococcus coagulase negativo 45,
Staphylococcus coagulase negativo 46, Staphylococcus coagulase negativo 47,
Staphylococcus coagulase negativo 48, Staphylococcus coagulase negativo 64,
Staphylococcus coagulase negativo 65, Bacilo gram positivo 34, Bacilo gram
positivo 55, Bacilo gram positivo 60, Bacilo gram positivo 61, Bacilo gram
positivo 62, Bacilo gram positivo 63, Streptococcus sp. 33 (CAMP negativo).

Também foram utilizadas estirpes bacterianas que fazem parte da
colecdo de patdgenos causadoras da mastite, mantidos pela Dra. Maria
Aparecida V. Paiva Brito, na Embrapa de Gado de Leite (CNPGL), em Juiz de
Fora, MG. As estirpes utilizadas dessa colecdo foram: S. aureus 3820, S.
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aureus 3216, S. aureus 3654, S. aureus 3810, S. aureus 3010, S. aureus 2878,
S. aureus 3627, S. aureus 3017, S. aureus 3166, S. aureus 3930.

4.4. Antibiograma

O teste de suscetibilidade a antimicrobianos foi realizado com 20
isolados de S. aureus, 18 isolados de Staphylococcus coagulase negativo, 6
isolados de bacilos gram positivos e 1 isolado de Streptococcus sp. (CAMP
negativo). As estirpes utilizadas estdo descritas no item 4.3. O teste foi
realizado usando a técnica de difusdo em placas (NCCLS, 2003). Os
antibidticos usados foram ampicilina (AMP 10), gentamicina (GEN 10),
cefalotina (CFL 30), ciprofloxacina (CIP 05), sulfazotrim (SUT 25), amoxacilina /
acido clavulanico (AMC 30), ceftriaxona (CRO 30), tetraciclina (TET 30),
penicilina G (PEN 10), oxacilina (OXA 01), eritromicina (ERI 15), vancomicina
(VAN 30), clindamicina (CLI 02), rifampicina (RIF 05) e cloranfenicol (CLO 30).
A interpretacédo dos resultados foi feita de acordo com os padrées do NCCLS
(2003).

4.5. Isolamento de bacteriéfagos

Amostras de fagos foram isoladas a partir da Estacado de Tratamento de
Esgoto (SAAE) da cidade de Vigcosa/MG. O isolamento foi realizado
adicionando 58 g de NaCl para cada litro da amostra, seguido por
centrifugacdo a 12.000xg por 15 minutos. O sobrenadante foi decantado em
recipiente separado e misturado com polietilenoglicol (PEG 8.000), sendo a
concentragao final de PEG igual a 10% (m/v). Este sobrenadante contendo
PEG foi decantado durante a noite a 4°C. Em seguida, foi centrifugado a
11.000xg por 20 min. O precipitado resultante foi suspenso em 8-10ml de
tampéao de diluicdo de fago (SAMBROOK e RUSSELL, 2001) e extraido uma
vez, com igual volume de cloroférmio. O cloroférmio e os restos celulares

bacterianos foram removidos por decantagao a 4°C por 12 horas com posterior
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centrifugacédo (4000xg , 10 min, 4°C). O concentrado de virus resultante foi
mantido a 4°C, por até 12 meses, com recuperagdo bem sucedida de fagos
neste periodo. Este concentrado serviu como fonte de bacteri6fagos para o

plagueamento.

4.6. Preparo da solugao de bactéria estoque

Uma colbnia bacteriana isolada da estirpe de S. aureus 3930 foi
repicada em meio BHI (50 ml em um Erlenmeyer de 250-ml). Essa cultura foi
cultivada durante 18 horas a 37°C com agitacdo de 100 rpm. Foi realizado
também o cultivo a 30°C em vez de 37°C para reducdo da quantidade de
restos celulares no meio.

Logo apds, as células foram centrifugadas a 4000xg durante 10 minutos
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de
célula foi suspenso em 20 ml de MgSO4 10 mM. Uma aliquota da solugéo
contendo as ceélulas suspensas foi diluida (1/100) e mensurada em
espectofotbmetro (DOggp). A solugdo com as células foi entdo diluida a uma
concentracao final de 2 DOgoo com MgSO410 mM. A suspensao de bactérias

para plagueamento foi armazenada a 4°C.

4.7. Plaqueamento dos bacteriéfagos

Uma aliquota de 100 pl do concentrado de virus foi misturada com 100
pl da solugcado de bactéria estoque. A suspensao resultante foi incubada por 5-
30 min a 37°C e recebeu, em seguida, 3 ml de meio apropriado semi-sélido
(0,6-0,8% agar) fundido a 50°C. Apds agitagdo manual, a mistura resultante foi
despejada em placa de petri contendo o meio apropriado. Foi esperada a
solidificacdo do meio semi-solido, a temperatura ambiente, e logo apds as
placas foram incubadas durante a noite em estufa a 37°C. No dia seguinte, a
presenca de placas de lise foi observada para cada amostra. Apds esta

preparacao, placas de lise individuais foram colhidas com palitos autoclavados
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para servirem como fonte para propagacdo de fagos em cultura liquida. A
repeticdo deste protocolo, ao menos trés vezes para cada isolado, garantiu o
isolamento de um unico fago, por amostra bacteriana, para analises

posteriores.

4.8. Propagacao de bacteriéfagos

Para a propagacéo foi realizado o plagueamento do fago e a incubagéao
da placa sem inversao durante 12-16 horas a 37°C. As placas nao foram
invertidas para que ocorresse a concensacao de liquido sobre a superficie da
placa de petri, com posterior precipitagcdo do mesmo sobre o meio, permitindo
que o bacteridfago se espalhasse com maior facilidade.

Removeram-se as placas da incubadora e adicionou-se meio SM (7 ml
para cada placa). As placas foram deixadas durante 12-16 horas a 15°C em
agitador a 60 rpm. Logo apds, com uma micropipeta, transferiu-se o SM para
um tubo estéril. Adicionou-se mais 1 ml de SM fresco a cada placa,
espalhando-o suavemente, e armazenaram-se as placas durante 15 minutos
em posicao inclinada permitindo que todo o fluido escoasse em uma area.
Novamente o SM foi removido e transferido para o tubo que havia sido
colocado o SM primeiramente.

Nesse meio SM foram acrescentados 125 pl de cloroférmio a cada um
dos tubos, agitaram-se os tubos brevemente, e entdo removeram-se os restos
bacterianos através de centrifugacao a 4000xg durante 10 minutos a 4°C. Apés

centrifugagéo, o sobrenadante contendo os fagos foi armazenado a 4°C.

4.9. Titulagao de bacteriéfagos

A amostra de fagos foi diluida até o titulo aproximado, determinado
empiricamente e incubada 15 minutos com a solugao de bactéria estoque. Foi
entdo misturada com meio semi-sélido fundido a 50°C e despejada em placa

de petri com meio de cultura apropriado. Apds solidificagdo do meio semi-
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soélido, a placa foi incubada em estufa a 37°C. No dia seguinte, o numero de
placas de lise foi enumerado e o titulo de bacteri6fagos, expresso em unidades

formadoras de placas (UFPs), de acordo com a formula abaixo:

Numero de placas de lise X fator de diluigao

= UFP/mL
Volume da dilui¢do (mL)

4.10. Teste do potencial litico dos fagos

O teste foi realizado colocando-se em um erlenmeyer 1 ml da solugéo
estoque de Staphylococcus aureus diluida 10° vezes, 1 ml da solucédo de fago
(PFU/mI=~10%) e 50 ml de meio Brain Heart Infusion (BHI). Esses fagos foram
previamente isolados no Laboratério de Imunovirologia Molecular do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Em outro erlenmeyer além da cultura bacteriana e da solugéo de fago
foram colocados mitomicina (indutor do ciclo litico) na concentracédo de 0.5
pg/ml. Realizaram-se dois controles: o primeiro com a cultura estoque de
bactéria; o outro com a cultura de bactéria mais mitomicina. Ambos os
controles sem a adigdo de fago. As amostras foram colocadas no agitador a
37°C a 200 rpm.

Todas as amostras foram diluidas 10 vezes em agua destilada e em
seguida, foram feitas leituras das mesmas em espectrofotometro a 600 nm nos
temposde 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 16, 20 € 24 horas.

4.11. Avaliagao da especificidade de hospedeiro

Realizaram-se plaqueamentos de cada fago com diversas estirpes de
Staphylococcus aureus. Para isso, misturaram-se 150 pl de uma solugéo
estoque da cepa bacteriana com 150 pl da solugdo do fago-teste

(PFU/mI=~10%) e incubaram-as a 37°C por 30 minutos com agitacdes
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intermitentes. A solugdo resultante recebeu 3 ml de BHI com 0.7% de agar
fundido a 45°C. Apds agitagdo manual, a mistura resultante foi despejada em
placa de cultura contendo o meio apropriado. Seguiu-se a solidificagdo do meio
semi-solido a temperatura ambiente, e as placas foram incubadas durante a
noite em estufa, a 37°C. O teste foi realizado com 20 cepas bacterianas
diferentes para cada fago. Para cada cepa bacteriana foi realizado um
plaguemento sem a presenga de fago, como controle negativo. No dia
seguinte, a presenga de falhas no tapete de bactérias foi observada para cada
amostra. As placas que nao sofreram nenhuma alteragdo foram sinalizadas
com um sinal negativo (-). Placas contendo falhas no tapete foram classificadas
com escores de sinal positivo que foram de +, ++, +++, ++++, indo de placas

com menos falhas a placas com mais falhas, respectivamente (figura 2).

Negativo (-) +

Figura 2. Placas de petri plagueadas
com bactéria mais bacteriéfago, com
diferentes escores de lise.

+++ -+
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4.12. Teste de termoestabilidade

Para tanto, foram colocados 150 pl da suspensao de fago a ser testada
em tubo plastico e incubado a temperatura controlada em banho-maria por 5
minutos. As temperaturas testadas foram de 70°C, 80°C, 90°C e 100°C. Logo
em seguida foi feita a titulagdo da amostra, determinando as unidades
formadoras de placas por ml (PFU/ml). Paralelamente, o PFU/mI da suspensao
de fago sem qualquer tratamento de temperatura foi realizado para servir de

controle.

4.13.Extragdao do genoma viral e digestao com DNase e RNase

A extracao deu-se pela adi¢cao de Proteinase K a suspenséo viral a uma
concentragao final de 50 yM e SDS numa concentragdo final de 0,5%. O
homogeneizado foi incubado em banho-maria por 1 hora a 56°C. Na
sequéncia, o mesmo volume de fenol foi adicionado a suspenséao viral. Esta,
em seguida, foi centrifugada a 3000xg por 5 minutos para separagao da fase
organica. O sobrenadante foi entdo separado e colocado em novo tubo, ao
qual foi adicionado volume igual aos anteriores de fenol:cloroférmio (1:1),
seguido de nova centrifugagao, como descrito acima. A fase aquosa foi
novamente separada e recebeu igual volume de cloroformio, havendo
novamente a centrifugacdo. A fase aquosa, previamente separada, foi
adicionado o dobro do volume de etanol e incubado a temperatura ambiente
por 30 minutos. Em seguida, seguiu-se nova centrifugacéo a 12.000xg por 20
minutos. O precipitado foi, entdo, suspenso em TE ou agua deionizada.

Apos extragdo do genoma, foram realizados ensaios com DNase e
RNase para a averiguacédo do tipo de material genético que € composto os
bacteriéfagos. Essas enzimas foram utilizadas de acordo com as
recomendagdes feitas pelo fabricante Sigma.

Os acidos nucléicos foram visualizados por eletroforese em gel de

agarose de acordo com metodologia descrita em Sambrook e Russell (2001).
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4.14.Eletroforese em campo pulsado

Um gel de agarose a 1% foi preparado utilizando TBE 0,5X. As amostras
de genoma dos fagos Ufv aur2, Ufv aur3, Ufv aur4, Ufv aur5, Ufv aurG, Ufv
aur7, Ufv aur8, Ufv aur9, Ufv aur10, Ufv aur11, foram adicionadas nesse gel e
corridas em TBE 0,5x a 14°C por 35 horas a 150 V. O tempo de pulsacao foi de
5-120 segundos. O gel foi analizado apds coloragcdo com brometo de etidio 0,5

pg/ml e visualizado com luz ultra-violeta.

4.15. Perfil protéico dos bacteriéfagos

Foram aliquotados 13 mL de suspensao viral previamente centrifugada
visando a retirada de restos celulares. Esses 13 mL foram filtrados em filtro
0,22 micrometros. Apds esta etapa foram adicionados 8% de PEG 6000 no
filtrado resultante e mantidos a 4°C, por 24 horas. Decorrido esse tempo, a
suspensao fagica contendo PEG foi centrifugada a 11000xg por 20 min. O
precipitado foi suspenso em 1 mL de tampao SM e igual volume de cloroférmio.
A amostra foi centrifugada a 4000xg por 10 minutos a 4°C para remog¢ao do
cloroférmio. Foi adicionado a fase superior (aquosa) acido tricloroacético (TCA)
10% (v/v) e centrifugado a 14.000xg. O precipitado foi suspenso em tampao de

corrida e separado em SDS-PAGE (eletroforese desnaturante).

4.16.Eletroforese SDS-PAGE

Foram preparados os géis de separagao e o de empilhamento. Para o
gel de separagéao foram utilizados 2,4 ml de agua destilada, 4 ml de acrilamida,
1 ml de glicerol, 2,5 ml de Tris (1,5 M, pH = 8,8), 100 pl de SDS 10%, 50 pl de
persulfato de amoénia 10% e 5 pl de TEMED. Para o gel de empilhamento foram
utilizados 1,8 ml de agua destilada, 0,4 ml de acrilamida, 0,75 ml de Tris (0,5 M,
pH = 6,8), 100 pl de SDS 10%, 15 pl de persulfato de amoénia 10% e 5 ul de
TEMED.
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O tampao de corrida foi realizado utilizando 3 g de Tris, 14,4 g de glicina
e 1 g de SDS para 1000 ml de agua destilada. As amostras foram colocadas no
gel e separadas a 200 volts por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. O
marcador utilizado foi o Sigma SDS 6H2-1VL. Logo ap6s o gel foi revelado
passando pelas seguintes etapas:

1° - 20 minutos no etanol 50%

2° - Lavagem com tiossulfato de sodio por 1 minuto

3° - Lavagem trés vezes com agua destilada por 30 segundos

4° - Incubagado com AgNO3; por no minimo 20 minutos

5° - Lavagem trés vezes com agua destilada por 30 segundos

6° - Adicao do revelador, que € uma solugédo com 2 ml de tiossulfato de

sédio, 50 ml de carbonato de sédio e 100 ul de formol.

4.17. Microscopia eletronica

Uma aliquota de 5-10 uyl de uma suspenséo viral diluida 10 vezes de
cada bacteridfago, apds purificagdo em sacarose, foi aplicada sobre uma tela
de microscopia eletrbnica de 200 mesh, de niquel ou cobre, previamente
revestida com Formvar. A amostra foi seca, apés 5 min de incubacédo a
temperatura ambiente, utilizando papel de filtro umedecido. Cada tela foi entdo
flutuada separadamente sobre uma gota de acetato de uranila 2% por 20
segundos. O excesso de contrastante foi também seco utilizando papel de filtro
umedecido, foi realizada incubagdo minima de 40 minutos a temperatura
ambiente antes da deposicdo da tela na caixa de armazenamento. As telas
foram posteriormente submetidas a visualizagdo por microscopia eletronica de
transmissao, no laboratério de microscopia eletronica da UFMG. O microscopio
eletrbnico de transmisséo utilizado foi o Zeiss EM 109 TEM, operando a 80Kv.

De acordo com a morfologia, os fagos foram classificados em suas
respectivas familias, baseando-se nas diretrizes do Comité Internacional na
Taxonomia de Virus (MURPHY et al., 1995).
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5. RESULTADOS

5.1. Caneca de fundo escuro, CMT, isolamento e identificagao das
bactérias causadoras de mastite

Observou-se que a prevaléncia da mastite nas diferentes propriedades
foi de 19,19%, sendo que 17% apresentavam-se na forma clinica e 83% na
forma subclinica.

Como pode ser observado na tabela 1, os microrganismos isolados das
amostras de leite provenientes de vacas com mastite clinica e subclinica foram
Staphylococcus aureus (46,53%), Staphylococcus sp. (coagulase negativo)
(30,69%), Streptococcus sp. (CAMP negativo) (10,89%), bacilos gram-positivos
6,93%), leveduras (1,98%), Escherichia coli (1,98%), Streptococcus agalactiae
(0,99%).

5.2. Antibiograma

Nesse estudo, as bactérias isoladas foram submetidas ao teste de
sensibilidade a antibidticos. As porcentagens das cepas de Staphylococcus
aureus isoladas que sao sensiveis, intermediarias e resistentes aos antibioticos

estdo apresentadas na figura 3.
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Na figura 4 podemos observar a susceptibilidade de cada cepa de S.

aureus aos diferentes antibidticos testados; na figura 5, observamos a

susceptibilidade a antibidticos de cepas de Staphylococcus sp. coagulase

negativo, bacilos gram positivos e uma cepa de Streptococcus sp. (CAMP

negativo).

Tabela 1. Frequéncia dos principais grupos e géneros de microrganismos isolados de amostras de
leite de animais em lactagcdo com mastite clinica ou subclinica provenientes de 18 propriedades da

zona da mata mineira.

Microrganismo Numero Frequéncia (%)
Staphylococcus aureus 47 46.53
Staphylococcus coagulase negativo 31 30.69
Streptococcus sp. (CAMP negativo) 11 10.89
Bacilos gram-positivos 7 6.93
Leveduras 2 1.98
Escherichia coli 2 1.98
Streptococcus agalactiae 1 0.99
Total 101 100%
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100,00% -
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80,00% +~
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40,00% -

30,00% A
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AMC AMP CFL CRO cip CLI CLO ERI

Figura 3. Susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Staphylococcus aureus isoladas de amostras leite com mastite clinica ou subclinica. AMP, ampicilina; GEN, gentamicina; CFL,
cefalotina; CIP, ciprofloxacina; SUT, sulfazotrim; AMC, amoxacilina / dcido clavulanico; CRO, ceftriaxona; TET, tetraciclina; PEN, penicilina; OXA, oxacilina; ERI, eritromicina; VAN, vancomicina; CLI,
clindamicina; RIF, rifampicina; CLO, cloranfenicol.
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. aureus 3820
. aureus 3216
. aureus 3654
. aureus 3810
. aureus 3019
. aureus 2878
. aureus 3627
. aureus 3017
. aureus 3166
. aureus 3930
.aureus 1

. aureus 3
.aureus 9

. aureus 17

. aureus 49

. aureus 51

. aureus 53

. aureus 54

. aureus 56
. aureus 59
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Figura 4. Suscetibilidade das cepas de Staphylococcus aureus causadores de mastite a antibidticos. Vermelho — resistente, amarelo — intermediario, verde — sensivel. AMP, ampicilina; GEN,
gentamicina; CFL, cefalotina; CIP, ciprofloxacina; SUT, sulfazotrim; AMC, amoxacilina / acido clavulanico; CRO, ceftriaxona; TET, tetraciclina; PEN, penicilina; OXA, oxacilina; ERI, eritromicina; VAN,
vancomicina; CLI, clindamicina; RIF, rifampicina; CLO, cloranfenicol.
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Staphylococcus coagulase negativo 8
Staphylococcus coagulase negativo 12
Staphylococcus coagulase negativo 14
Staphylococcus coagulase negativo 16
Staphylococcus coagulase negativo 27
Staphylococcus coagulase negativo 28
Staphylococcus coagulase negativo 30
Staphylococcus coagulase negativo 31
Staphylococcus coagulase negativo 39
Staphylococcus coagulase negativo 40
Staphylococcus coagulase negativo 41
Staphylococcus coagulase negativo 44
Staphylococcus coagulase negativo 45
Staphylococcus coagulase negativo 46
Staphylococcus coagulase negativo 47
Staphylococcus coagulase negativo 48
Staphylococcus coagulase negativo 64
Staphylococcus coagulase negativo 65
Bacilo gram positivo 34

Bacilo gram positivo 55

Bacilo gram positivo 60

Bacilo gram positivo 61

Bacilo gram positivo 62

Bacilo gram positivo 63

Streptococcus sp. 33(CAMP negativo)

Figura 5. Susceptibilidade de bactérias causadoras de mastite a antibidticos. Vermelho — resistente, amarelo — intermediario, verde — sensivel. AMP, ampicilina; GEN, gentamicina; CFL, cefalotina;
CIP, ciprofloxacina; SUT, sulfazotrim; AMC, amoxacilina / 4cido clavulanico; CRO, ceftriaxona; TET, tetraciclina; PEN, penicilina; OXA, oxacilina; ERI, eritromicina; VAN, vancomicina; CLI,
clindamicina; RIF, rifampicina; CLO, cloranfenicol.
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5.3. Isolamento e propagacao

Foram isolados 11 bacteriéfagos diferentes a partir de placas de lise

como representado na figura 6, que foram nomeados de Ufv aur1 a Ufv aur11.

Figura 6. A) As setas demonstram placas de lise formadas por bacteriéfagos isolados da Estagdo de Tratamento de Esgoto
(SAAE) da cidade de Vigosa/MG. B) Placa com grande numero de placas de lise.

5.4. Teste para o potencial litico dos fagos

Conforme mostrado na figura 7, todos os fagos isolados foram
responsaveis por uma queda na densidade 6ptica (DO) da amostra. Porém em
todas as amostras ocorreu aumento da DO com o passar das horas,
principalmente apds a 12° hora.

Todas as amostras que continham cultura bacteriana, bacteri6fagos mais
mitomicina C tiveram os valores da DO menores que as amostras que
dispunham apenas de cultura bacteriana mais o fago. Amostras contendo
apenas a cultura bacteriana com a mitomicina C tiveram valores de DO
préoximos das amostras que continham apenas a cultura bacteriana.

A tabela 2 mostra as DO de todas as amostras nos tempos de 12 e 24 horas,

respectivamente.
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Figura 7. Teste do potencial litico dos bacteriéfagos. DOgq (Densidade ptica
lida em um comprimento de luz de 600nm)




Tabela 2. Densidade éptica das amostras determinadas nos tempos de 12 e 24 horas.

DOgoo apds 12 horas DOgoo ap0s 24 horas

Bactéria 1,325 2,34
Bactéria + mitomicina 1,071 2,062
Bactéria + Ufv aur2 0,138 0,79
Bactéria + Ufv aur2 + mitomicina 0,042 0,3
Bactéria + Ufv aur3 0,021 1,756
Bactéria + Ufv aur3 + mitomicina 0,04 0,545
Bactéria + Ufv aurd 0,02 0,666
Bactéria + Ufv aurd + mitomicina 0,035 0,468
Bactéria + Ufv aur5 0,035 0,985
Bactéria + Ufv aur5 + mitomicina 0,036 0,38
Bactéria + Ufv aur6 0,163 0,8
Bactéria + Ufv aur6 + mitomicina 0,128 0,06
Bactéria + Ufv aur7 0,289 0,644
Bactéria + Ufv aur7 + mitomicina 0,075 0,073
Bactéria + Ufv aur8 0,169 0,715
Bactéria + Ufv aur8 + mitomicina 0,012 0,073
Bactéria + Ufv aur9 0,158 0,554
Bactéria + Ufv aur9 + mitomicina 0,011 0,16
Bactéria + Ufv aurl0 0,147 0,833
Bactéria + Ufv aurl0 + mitomicina 0,011 0,16
Bactéria + Ufv aurll 0,14 0,725
Bactéria + Ufv aurll + mitomicina 0,035 0,632

5.5. Avaliacao da especificidade dos fagos em relagao a diferentes
estirpes bacterianas

Os resultados obtidos a partir desse ensaio estdo apresentados na
tabela 3.
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Tabela 3. Avaliagdo da especificidade dos fagos em relagdo a diferentes estirpes bacterianas. (+): pouca lise; (++): lise moderada; (+++): lise
pronunciada; (++++): lise muito pronunciada

S. aureus 3820 ++++ ++++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +H++ ++++

S. aureus 3654 ++++ +++ ++++ ++++ ++++ + ++++ +++ +H++ ++++

S. aureus 3019 +++ +++ ++ +++ ++ + ++++ +++ +++ ++

S. aureus 3627 ++ +++ ++ ++ +++ + ++ +++ +++ +++

S. aureus 3166 ++++ +++ ++ ++++ +++ + +++ +++ +++ ++++

S. aureus 1 +++ - +++ +++ +++ - +++ + ++++ ++++

S. aureus 9 ++ ++ + + +++ + + ++ - +

S. aureus 49 ++ + + + ++ + ++ ++ + ++

S. aureus 53 + - + + ++ - + + + +

S. aureus 56 + - + + + - + ++ + ++



5.6. Teste de termoestabilidade

Podemos observar na figura 8 o titulo viral de cada fago, sem qualquer
tratamento e com aquecimentos que variaram de 70° a 100°C por cinco
minutos. A tabela 4 nos mostra o quanto cada titulo viral foi reduzido a partir de

cada tratamento.

Tabela 4. Reducdo do titulo dos bacteriéfagos apds tratamento térmico de 70°C a 100°C por 5

minutos. Azul — titulo menos reduzido; vermelho — titulo mais reduzido.

70° C - 5 min.

80°C - 5 min. 90°C - 5 min. 100°C - 5 min.

Ufv aur2 5,1x 10°

Ufv aur3 7,43 x 10* 7,65 x 10°

Ufv aurd 1,64 x 10* 4,05 x 10° 1,4 x 10° 1,1x10°
Ufv aur5 1,52 x 10° 2,7 x 10° 1,18 x 10* 1,08 x 10°
Ufv aur6 186x100 SR  183x10° 2,65 x 10°
Ufv aur7 9,87 x 10* 1,1x10° 4,1 x 10* 3,45 x 10°
Ufv aur8 8,2 x 10" 9,01 x 10? 9,14 x 10? 1,16 x 10°
Ufv aur9 4,16 x 10* 4,71 x 10" 9,38 x 10" 5,4 x 10
Ufv aurl0 7,44 x 10* 9,56 x 10* 1,26 x 10° 6,5 x 10
Ufv aurll 2,03 x 10° 2,08 x 10° 1,88 x 10* 1,2 x 10°
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Figura 8. Termoestabilidade dos fagos isolados. (1) sem tratamento térmico, (2) 70°C, 57; (3) 80°C, 5’; (4) 90°C, 57; (5)
100°C.5".
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5.7. Extracao de genoma viral, ensaio com DNase e RNase

O genoma de todos os bacteriéfagos isolados foi extraido com sucesso
(figura 9). Todos os fagos isolados tiveram seus genomas digeridos pela
Dnase e ndo pela Rnase (figura 10).

De acordo com o gel de pulse field podemos perceber também que o

genoma dos fagos possuem um tamanho aproximado de 175kb (figura 11).

pb

23.130

9.416
6.557

4.351

Figura 9. Gel de agarose 0,7%. 1- Marcador A DNA Hindlll; 2- Genoma Ufv aur2; 3- Genoma Ufv aur3; 4- Genoma
Ufv aur4; 5- Genoma Ufv aur5; 6- Genoma Ufv aur6; 7- Genoma Ufv aur7; 8- Genoma Ufv aur8; 9- Genoma Ufv
aur9; 10- Genoma Ufv aur10; 11- Genoma Ufv aur11.

Figura 10. Gel de agarose 0,7%. 1- Genoma Ufv aur2 + RNase; 2- Genoma Ufv aur2 + DNase ; 3 - Genoma Ufv aur3 +
RNase; 4 - Genoma Ufv aur3 + DNase; 5- Genoma Ufv aur4 + RNase; 6- Genoma Ufv aur4 + DNase ; 7- Genoma Ufv
aur5 + RNase; 8- Genoma Ufv aur5 + DNase; 9- Genoma Ufv aur6 + RNase; 10- Genoma Ufv aur6 + DNase; 11-
Genoma Ufv aur7 + RNase; 12- Genoma Ufv aur7 + DNase ; 13 - Genoma Ufv aur8 + RNase; 14 - Genoma Ufv aur8 +
DNase; 15- Genoma Ufv aur9 + RNase; 16- Genoma Ufv aur9 + DNase ; 17- Genoma Ufv aur10 + RNase; 18-
Genoma Ufv aur10 + DNase; 19- Genoma Ufv aur11 + RNase; 20- Genoma Ufv aur11 + DNase.

Figura 11. Gel de agarose 1%. 1- Marcador; 2- Genoma Ufv aur2; 3- Genoma Ufv aur3; 4- Genoma Ufv aur4; 5-
Genoma Ufv aur5; 6- Genoma Ufv aur6; 7- Genoma Ufv aLLJlré; 8- Genoma Ufv aur8; 9- Genoma Ufv aur9; 10- Genoma
Ufv aur10; 11- Genoma Ufv aur11.



5.8. Perfil protéico

Nesse estudo ndo é possivel saber a quantidade de proteinas que sao
codificaveis pelos fagos, porém podemos perceber que os fagos Ufv aur2, Ufv
aur3, Ufv aur4, Ufv aur5, Ufv aur8, Ufv aur10 e Ufv aur11, possuem o mesmo
perfil protéico (figura 12).
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Figura 12. Gel com o perfil protéico dos bacteriéfagos. 1- Marcador sigma SDS 6H2-1VL; 2- Ufv aur2; 3- Ufv
aur3; 4- Ufv aur4; 5- Ufv aur5; 6- Ufv aur8; 7- Ufv aur10; 8- Ufv aur11

5.9. Microscopia eletronica

A microscopia eletrénica nos demonstrou que os fagos isolados nao sao
envelopados. Eles possuem uma cabecga icosaédrica, um pescogo fino com
uma cauda contratil. Todos apresentando um tamanho aproximado de 200 nm.
Essas caracteristicas sdo decisivas para classifica-los na ordem Caudovirales e

familia Myoviridae (figura 13).
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Figura 13. Microscopia eletronica dos bacteriéfagos. A) Ufv aur7; B) Ufv aur11; C) Ufv aur10; D) Ufv aur 7; E) Ufv aur7;
F) Ufv aur3; G) Ufv aur?.
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6. DISCUSSAO

6.1. Caneca de fundo escuro, CMT, isolamento e identificagao das
bactérias causadoras de mastite

A prevaléncia de 19,19% de mastite clinica e subclinica desse trabalho
situou-se proximo da média da frequéncia encontrada em diferentes estudos
realizados no Brasil, conforme relatam Nader Filho et al. (1985) 11,9%, Vianni
et al. (1992) 40%, Brant e Figueiredo (1994) 42,82%.

Como ja era esperado, a maior parte dos casos de mastite apresentava-
se na forma clinica (17%), enquanto o restante dos casos apresentava-se na
forma subclinica (83%). Segundo Santos & Fonseca, 2007, a mastite subclinica
apresenta uma prevaléncia maior do que a sua forma clinica, sendo
responsavel em meédia por 90 a 95% dos casos da doenga nos rebanhos
leiteiros. Nesse estudo, antes dos testes realizados, muitos proprietarios
subestimavam a prevaléncia de mastite em suas propriedades, pois esses
identificavam apenas os casos de mastite clinica, cujos sintomas sao evidentes
e de facil diagndstico. Com isso, eles puderam perceber a importancia de um
controle mais efetivo do seu rebanho, evitando assim grandes perdas
econdmicas, pela diminuicdo da qualidade e quantidade da producao de leite.

Dos microrganismos isolados, podemos observar na tabela 1, que existe
uma predominancia do Staphylococcus aureus sobre os demais
microrganismos, com 46,53% dos microrganismos isolados. Esses resultados
coincidem com os ja encontrados na literatura (BRITO e BRITO, 1999,
KERRO-DEGO et al. 2002, BOOTH, 1995; BRAMLEY et al., 1996).
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Diferentes bactérias podem causar variadas formas da mastite. As
mastites causadas pela bactéria S. aureus, predominantemente encontrada,
possuem uma grande chance de evoluirem para a forma crénica da doenca.
Interessantemente, a mastite cronica pode permanecer indefinidamente na fase
subclinica, ou alternar entre as formas clinica e subclinica (OVIEDO-BOYSO J.
et al., 2007).

Infec¢des de glandulas mamarias em novilhas antes do parto, causadas
por uma mesma cepa bacteriana, particularmente Staphylococcus sp., tém sido
bem documentadas (OLIVER et al., 2007). Esfor¢cos para eliminar infecgdes
pré-parto em novilhas tém focado primariamente a terapia intramamaria com
antibidticos, pouco antes ou durante o parto (MIDDLETON et al., 2005; BORM
et al., 2006; OLIVER et al., 2007). Porém essa conduta n&o foi uniformemente
demonstrada como uma pratica aplicavel e que traz beneficios econdmicos
(OLIVER et al., 2003; MIDDLETON et al., 2005; BORM et al., 2006).

6.2. Antibiograma

Os antibidticos que tiveram a menor porcentagem de agao inibitéria
contra o S. aureus foram a penicilina e a ampicilina. Apenas 30% das cepas
testadas apresentaram-se sensiveis a primeira, enquanto 35% das cepas
apresentaram-se sensiveis a segunda (figura 3).

A penicilina é um antibiético natural derivado de um fungo, o Penicillium
chrysogenum (ou P. notatum). O medicamento foi descoberto em setembro de
1928 pelo médico e bacteriologista escocés Alexander Fleming e esta
disponivel como farmaco desde 1941, sendo o primeiro antibi6tico utilizado
com sucesso. A ampicilina, classificada como uma aminopenicilina, difere
estruturalmente da penicilina somente pela presengca de um grupo amino no
carbono benzilico. Sintetizada em 1959 por Batchelor e colaboradores, foi a
primeira penicilina semi-sintética (TORTORA et. al., 2005).

Podemos perceber que os antibidticos menos eficazes, sdo aqueles que
foram os primeiros a serem manipulados pelo o homem. Esses antibidticos
foram largamente utilizados pelos humanos, com isso ocorreu uma selegao de

bactérias, em todo o globo terrestre, resistentes a esses farmacos.
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O uso indiscriminado de antibi6ticos, muitas vezes de maneira indevida,
tem promovido uma verdadeira selecao artificial das bactérias a esse produto.
O crescimento da populacdo resistente a antibidticos esta ocorrendo de
maneira ascendente e constante. A partir desse raciocinio, podemos inferir que
antibidticos hoje eficientes no tratamento de doencgas bacterianas podem, no
futuro, ser ineficazes. Vale ressaltar que ja € bastante comum relatos de
hospitais em que se faz isolamento de bactérias patogénicas resistentes a
todos ou a grande maioria dos antibioticos testados (KUMARI et al., 2010).

O antibiético que teve a maior porcentagem de acao inibitéria foi a
gentamicina (figura 3). As cepas testadas foram sensiveis em 95% dos casos.
Outros antibioticos com alta porcentagem inibitéria s&o sulfazotrin (90%),
amoxacilina/acido clavulanico (85%), vancomicina (85%), cefalotina (85%),
oxacilina (85%), cloranfenicol (80%) e tetraciclina (80%).

Apesar de esses antibidticos terem uma acao inibitéria em uma alta
porcentagem da populagdo de cepas testadas, nenhum deles foi capaz de
matar todas as cepas. Para todo antibidtico testado, existiram cepas que eram
resistentes ao mesmo.

Algumas cepas bacterianas apresentaram resisténcia a uma grande
quantidade de antibiéticos testados, conforme apresentado na figura 4. Por
exemplo, a cepa S. aureus 49 apresentou resisténcia a 10 dos 15 antibioticos
testados, sendo sensivel apenas a ciprofloxacina, tetraciclina e gentamicina. A
cepa S. aureus 51 apresentou resisténcia a 11 antibidticos testados, sendo
sensivel apenas a ceftriaxona, tetraciclina e gentamicina. A cepa bacteriana
que apresentou resisténcia contra o maior numero de antibidticos foi a
Staphylococcus sp. 47, que apresentou resisténcia a quase todos os
antibidticos testados, sendo sensivel a apenas ciprofloxacina (figura 5). Esses
dados reforcam ainda mais a busca por terapias alternativas, como a
fagoterapia, ja que a grande maioria dos antibiéticos ndo estado sendo eficientes

no tratamento de mastite causados por essas cepas resistentes.
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6.3. Isolamento e propagacao

O isolamento a partir de agua de esgoto apresentou resultados
excelentes, possibilitando a obtengdo de um concentrado de bacteriéfagos, que
permitiu o isolamento de virus individuais (figura 6). Estes concentrados
forneceram todos os virus estudados neste trabalho.

O isolamento de fagos contra Staphylococcus sp. no esgoto doméstico é
bastante desacreditado por diversos autores, visto a necessidade da presenca
de algum hospedeiro potencial para persisténcia dos virus e a predominancia
de enterobactérias no ambiente de esgoto (WITHEY et al., 2005). Acredita-se
que esses fagos sejam mais facilmente encontrados em ambientes
alternativos, como secregdes corporais ou esgoto hospitalar. Porém esse
trabalho mostrou resultados contrarios a essas proposi¢des, pois os fagos
contra Staphylococcus aureus foram isolados com sucesso dos esgotos
domeésticos. Isso amplia o nosso entendimento sobre diversidade viral e
destaca a necessidade de se realizarem mais estudos sobre ecologia dos
bacteriéfagos.

Foram isolados 11 bacteridfagos diferentes a partir de placas de lise
como representado na figura 6. Eles foram nomeados de Ufv aur1, Ufv aur2,
Ufv aur3, Ufv aur4, Ufv aur5, Ufv aur6, Ufv aur7, Ufv aur8, Ufv aur9, Ufv aur10
e Ufv aur11. As amostras foram propagadas a partir de placas de petri com
uma grande quantidade de placas de lise de apenas um sorotipo (figura 6b).

A propagacao dos fagos apresentou resultados muito diversos. Muitos
protocolos foram testados, porém em muitos casos nao foi obtido o sucesso
nesse processo. Essa propagacdao nem sempre funciona da mesma maneira,
uma vez que os fagos isolados apresentam caracteristicas distintas de
replicacéo. Porém obtivemos resultados bastante satisfatorios ao propagarmos
os fagos a partir de meio solido com grande quantidade de placas de lise em
um protocolo adaptado de Sambrook e Russell, 2001.

Ainda assim, o sorotipo Ufv aurl ndo pbéde ser propagado
adequadamente, sendo perdido durante as primeiras passagens em cultura,
impossibilitando a realizagao de novos testes com esse sorotipo.

A estocagem dos fagos isolados também é um ponto sensivel, sujeito a

enormes variagbes. Dada a consideravel diversidade estrutural apresentada
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por estes virus, ndo é surpresa a diferenca de condi¢des necessarias para
manutencio da estabilidade dos mesmos. Inicialmente optou-se por manter os
fagos a uma temperatura de -70°C, porém, nessa temperatura, varios fagos
nao foram reativados com sucesso, o que levou a perda de um grande numero
de amostras. Posteriormente, seguindo varios trabalhos, optou-se por manter
os fagos a 4°C. Foi observado que a UFP/ml caiu pouco com o passar do
tempo. Com isso, reativagdes foram feitas a intervalos bastante grandes (cerca
de 6 meses). Além disso, os fagos isolados nesse estudo apresentavam titulos
muito altos (UFP/ml = 10"'-10"%). Nesse trabalho, a estocagem das amostras
temperatura de 4°C foi plenamente satisfatéria para os fagos isolados. A
manutencéo da viabilidade e estocagem durante longos periodos de tempo é
uma caracteristica muito importante, particularmente para fagos com potencial
para utilizacdo terapéutica. Para essa caracteristica, os fagos isolados nesse

estudo sao promissores para este fim.

6.4. Teste para o potencial litico dos fagos

Para o teste de potencial litico dos fagos, conforme mostra a figura 7,
todos os isolados reduziram a densidade 6ptica (DO) das culturas, indicando a
lise das bactérias cultivadas em meio BHI. Porém em todas as amostras
ocorreu aumento da DO com o passar das horas, principalmente apds a 12°
hora. Uma possivel justificativa para esse aumento da DO € a entrada do fago
no ciclo lisogénico. Isso evita a lise bacteriana e consequentemente aumenta a
populacdo bacteriana. Essa proposicao condiz com relatos na literatura, que
indicam uma predominédncia de fagos temperados contra o género
Staphylococcus sp. (WALDOR et al.,2005).

Bacteriéfagos temperados ora podem estar no ciclo litico e ora podem
estar no ciclo lisogénico. Acredita-se que o estado fisiolégico da célula
influencia no resultado desse ciclo.

Para o fago A, que é o mais bem estudado, o ciclo a ser realizado
depende do nivel da proteina CIl. Se os niveis de Cll sao altos, ela direciona a

expressdo de altos niveis do repressor Cl, e o virus segue o mecanismo
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lisogénico. Quando CIl é ausente ou em baixos niveis, ocorre o ciclo litico.
Diferentes fatores parecem controlar o nivel de Cll. Um deles é que CIl pode
ser degradado por proteases bacterianas denominadas FtsH. E plausivel que a
atividade de FtsH seja modulado pelo estado fisioldgico da célula. E sabido que
deixando as células crescerem em um meio pobre ou em baixas temperaturas,
favorece o estado lisogénico (WALDOR et al.,2005).

Nesse experimento houve consumo dos nutrientes pelas bactérias,
deixando o meio cada vez mais pobre. Isso pode ter influenciado, por algum
mecanismo semelhante, a entrada de grande numero de fagos no ciclo
lisogénico, matando um menor numero da populagado bacteriana, fazendo com
que houvesse um aumento da DO.

A atividade de FtsH pode também ser modulado por uma segunda
proteina de A, denominada CIII, que aparentemente atua como um inibidor
competitivo. Entao altos niveis de ClII estabilizam CIl. Tanto Cll quanto Clll sdo
expressos precocemente no curso da infecgdo. Uma unica célula infectada com
grande quantidade de fagos propicia a entrada do virus no ciclo lisogénico e
acredita-se que isso seja resultado de uma alta expressdo dos genes
responsaveis pela producio das proteinas Cll e CIII.

De acordo com esses dados, nesse experimento o UFP/ml pode ter se
elevado de tal maneira que em determinado momento, principalmente apds a
12° hora, pode ter apresentado uma quantidade de bacteriéfagos muito maior
que a quantidade de bactérias. Por isso, por algum mecanismo semelhante,
pode ter havido um estimulo de entrada no ciclo lisogénico pelo virus, fazendo
com que diminuisse a morte da populagdo bacteriana e com isso ocorresse
aumento da DO da amostra.

A justificativa do aumento da DO nas ultimas horas devido a entrada do
fago no estado lisogénico é bastante plausivel. Porém precisamos ter cautela,
pois a lise bacteriana ndo envolve somente a fase de biossintese do fago. A
adsorgcdo € uma etapa limitante nesse processo. Na presenca de grandes
quantidades de restos bacterianos, mais de um fago pode se adsorver de
forma irreversivel a esse debris. Como consequiéncia, ao invés do fago se
adsorver a uma bactéria permissiva, causando sua morte, ele pode ficar ligado

a esse resto bacteriano, tornando-se inativo (ABEDON, 2009b).
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Embora o estado lisogénico seja muito estavel, ele pode mudar para um
estado litico (LITTLE et al., 1999). Essa mudanca pode ocorrer apos
tratamentos que danificam o DNA celular ou inibem a replicagcdo do mesmo.
Esses tratamentos ativam uma resposta celular denominada resposta SOS,
que é designada para conter os danos, reparando o DNA e restaurando a
replicacdo. Se a célula contiver o profago, essa resposta SOS também atua
paralelamente quebrando o repressor Cl, fazendo com que o fago mude para o
estado litico. Indutores bastante conhecidos da mudanga do estado lisogénico
para o litico sdo os raios ultravioletas, mitomicina C e a ciprofloxacina
(ACKERMAN & DUBOW, 1987; WEINBAUER & SUTTLE, 1996;
MATSUSHIRO et al., 1999).

No presente estudo, a mitomicina C mostrou-se uma potente indutora da
troca do estado lisogénico-litico para todos os isolados virais (figura 7). Todas
as amostras, em que foram colocadas a mitomicina C na presenca dos
bacteriéfagos, tiveram os valores da DO mais baixos que as amostras que
continham apenas o fago. Um controle colocando apenas a cultura bacteriana
com a mitomicina C foi feito, mostrando que apenas a mitomicina C, na
auséncia desses isolados de bacteriéfagos, nao era capaz de diminuir a DO a
niveis significativos, conforme mostrado na figura 7.

Embora a mitomicina C tenha influenciado todos os fagos nessa troca de
estado, ela demonstrou menor influéncia para o Ufv aur4 e o Ufv aur11 (tabela
2). Ap6s 24 horas, a DO da amostra que continha o Ufv aur4 sem mitomicina C
foi de 0,66 enquanto que na amostra com mitomicina C foi de 0,47. Para a
amostra que continha o Ufv aur11 sem mitomicina a DO foi de 0,73, enquanto
que na amostra com mitomicina C foi de 0,63. Redugbes bem menos
expressivas se comparadas as das amostras que continham o fago Ufv aur6,
que na auséncia de mitomicina apresentou a DO de 0,8 e na presencga obteve
uma DO 0,06. Ou mesmo se comparado ao fago Ufv aur8, que na auséncia de

mitomicina apresentou a DO de 0,72 e na presenca obteve uma DO de 0,07.
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6.5. Avaliacao da especificidade de hospedeiro

Dos fagos testados, o Ufv aur2, Ufv aur5, Ufv aur6 e Ufv aur11 foram
capazes de causar lise em todas as cepas bacterianas testadas. Os fagos Ufv
aur4, Ufv aur8, Ufv aur9 e Ufv aur10 ndo conseguiram causar lise em apenas
uma das 20 cepas bacterianas testadas, lisando portanto, 95% das cepas
(tabela 3). Os fagos que apresentaram os piores resultados em termos de
abrangéncia foram Ufv aur3 e Ufv aur7, que lisaram 70% das amostras
testadas. Podemos com isso perceber que mesmo os fagos que apresentaram
os piores resultados, foram capazes de lisar a grande maioria das cepas
bacterianas testadas. Essa variada gama de hospedeiros por parte desses
isolados € uma caracteristica favoravel para uma posterior utilizacdo na
fagoterapia.

Os fagos Ufv aur3, Ufv aur6 e Ufv aur10 foram capazes de causar lise
pronunciada ou muito pronunciada em 50% das amostras testadas. Essas
porcentagens ja foram menores para os outros fagos, que apresentaram 45%
(Ufv aur2, Ufv aur8 e Ufv aur9), 40% (Ufv aur5 e Ufv aur11), 30% (Ufv aur4) e
5% (Ufv aur7) de lise pronunciada ou muito pronunciada nas amostras
testadas. Definitivamente o Ufv aur7 foi o que apresentou os piores resultados
tanto na abrangéncia das cepas que ele foi capaz de lisar quanto no escore
dessa lise (tabela 3).

Os fagos apresentaram resultados variaveis na eficiéncia da lise para as
diferentes cepas bacterianas. Podemos citar como exemplo o Ufv aur6, que foi
o fago com a maior eficiéncia na lise da cepa S. aureus 17. Ja para a cepa
S.aureus 59, esse fago nao foi tdo eficaz assim, sendo os fagos Ufv aur8 e Ufv
aur11 que apresentaram os melhores resultados.

Um dado bastante interessante foi que o Ufv aur6 e o Ufv aur9 foram
capazes de causar uma lise pronunciada nas cepas de S.aureus 49 e S.
aureus 51, respectivamente (tabela 3). Essas duas cepas, conforme falado
anteriormente apresentaram resisténcia a maior parte dos antibioticos testados.
Dos 15 antibidticos testados, o S. aureus 49 foi sensivel apenas a
ciprofloxacina, tetraciclina e gentamicina e o S. aureus 51 foi sensivel apenas a

ceftriaxona, tetraciclina e gentamicina (figura 4). Esses dados estimulam ainda
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mais o uso dos fagos como agentes terapéuticos, ja que, pelo menos in vitro,
eles estdo sendo altamente capazes de matar bactérias que grande parte dos
antibiéticos nao esta sendo capaz.

Os bacteriofagos possuem varias caracteristicas que os capacitam como
agentes terapéuticos em potencial contra bactérias infecciosas. Uma dessas
caracteristicas € a alta especificidade e a efetividade em lisar a bactéria
patogénica alvo. Contudo, devido a essa especificidade, eles estdo sujeitos a
uma gama de hospedeiros relativamente estreita. Alguns pesquisadores
acreditam que, para o uso terapéutico, o agente causador da doenca tem que
ser isolado e os testes de potencial litico devem ser realizados para a bactéria
patogénica especifica (HUFF et al., 2004). Porém, poderiamos driblar esse
problema associando um coquetel de fagos efetivos contra a maior parte das
bactérias que se tem conhecimento de causarem a doenga em questdo. Por
esse ponto de vista, seria util desenvolver um produto terapéutico a base de
bacteriéfagos baseado nas melhores associacbes dos fagos, aumentando o
leque de abrangéncia do produto antimicrobiano (SLOPEK et al., 1987; SMITH
et al. 1997; CARLTON 1999; SULAKVELIDZE et al. 2001; GOODRIDGE &
ABEDON 2003; HUFF et al. 2004, OLIVEIRA et al., 2009).

Além disso, curiosamente, varios estudos tém dado destaque a falta de
diversidade genética entre bactérias resistentes a varias drogas. Isso pode ser
uma consequéncia da selec¢do clonal (KNIGHT, 2002). Por exemplo, cerca de
75% dos casos de pneumonia infantil causada por bactérias resistentes aos
medicamentos sdo causadas por 10 cepas de pneumococo (KNIGHT, 2002),
com quase metade dos casos causados por uma cepa (Espanha 23-F). Esta
falta de variabilidade pode significar que as bactérias antibiético-resistentes sao
alvos ideais para a fagoterapia (MERRIL et al. 2006, ATTERBURY, 2009).

6.6. Termoestabilidade

Armazenamento e manipulagdo de fagos também pode ser um

problema, dependendo do sorotipo. Enquanto alguns fagos sao muito estaveis
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e podem ser armazenados em quase todas as condigdes, outros sao frageis e
precisam de atengao especial durante seu manuseio (SKURNIK et al, 2007).

E interessante que o bacteriéfago com fins terapéuticos tenha uma boa
estabilidade térmica. Fagos que resistem por longos periodos a temperaturas
relativamente elevadas (~40°C) n&o necessitam de constante refrigeracao,
facilitando a sua utilizacdo em regides tropicais e/ou carentes. De nada
adiantaria um fago estritamente litico, que so tivesse sua agao terapéutica em
condicdes especiais no laboratério.

Nesse ensaio foi mostrado que todos os sorotipos tiveram uma boa
estabilidade térmica, mantendo elevados titulos virais mesmo a temperaturas
de 100°C por cinco minutos (figura 8). Podemos observar na tabela 4, que os
isolados que tiveram seus titulos mais reduzidos na temperatura de 70°C foram
o Ufv aur2 e o Ufv aur11, na temperatura de 80°C foi o Ufv aur6, e tanto na
temperatura de 90°C quanto na de 100°C foi o Ufv aur3. Ainda na mesma
tabela, observamos que o fago que teve a menor redugao no valor do titulo na
temperatura de 70°C foi o Ufv aur6 e nas temperaturas de 80°C, 90°C e 100°C
foi o Ufv aur9. Portanto, nesse ensaio o Ufv aur9 foi o fago que apresentou
uma maior estabilidade a altas temperaturas. Para essa caracteristica ele é o
melhor candidato para o uso terapéutico. Porém novos estudos com outras
temperaturas e um maior tempo de exposi¢cado precisam ser realizados para se

reforcar esses dados.

6.7. Extracao de genoma viral, ensaio com DNase e RNase, perfil de
proteinas e microscopia eletrénica

Todos os fagos isolados tiveram seus genomas digeridos pela DNase e
nao pela RNase indicando que € um fago com material genético composto de
DNA (figura 10). Esse resultado confirma o que ja era esperado, pois através
da microscopia eletrbnica pbde-se perceber que todos os fagos isolados eram
caudados (figura13). E todos os bacteriéfagos da ordem Caudovirales, até hoje
relatados, apresentaram material genético de DNA.

A microscopia eletrénica nos demonstrou que todos os fagos nédo sao

envelopados. Eles possuem uma cabega icosaédrica, um pescog¢o fino com
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uma cauda contratil. Todos apresentando um tamanho aproximado de 200 nm.
Essas caracteristicas sdo decisivas para classifica-los na ordem Caudovirales e
familia Myoviridae.

De acordo com o gel de pulse field podemos perceber também que o
genoma do fago possui um tamanho aproximado de 175kb (figura 11). Existem
bacteriéfagos dessa familia que possuem genomas bem pequenos como o
fago P4 de 11.624 pares de bases e o fago P2 de aproximadamente 30kb
(HALLING et al, 1990; HAGGARD-LJUNGQUIST et al., 1995). Porém existem
relatos de fagos dessa familia com genoma bem maior, como o fago S-RSM4
de 194.454 pares de bases (MILLARD et al., 2009). Bacteriéfagos de
Staphylococcus sp. dessa familia normalmente apresentam um genoma com
tamanho em torno de 130 — 140kb (O'FLAHERTY et. al, 2005; KWAN et. al,
2005).

Com relagao as proteinas codificadas pelos fagos de Staphylococcus sp.
da familia Myoviridae, sabemos que os fagos G1 e K possuem um total de 214
e 115 proteinas codificaveis respectivamente (KWAN et al., 2005). Nesse
estudo ndo é possivel saber a quantidade de proteinas que sao codificaveis
pelos fagos, porém podemos perceber que os fagos Ufv aur2, Ufv aur3, Ufv
aur4, Ufv aurb5, Ufv aur8, Ufv aur10 e Ufv aur11, possuem o mesmo perfil
protéico (figura 12).

A proteina de maior concentracdo desses fagos possui uma massa
aproximada de 50 kDa. Esses fagos apresentaram ainda grande quantidade de
proteinas de aproximadamente 70 kDa, 100kDa e 140 kDa.

Essa caracterizagdo dos fagos é bastante importante, ja que uma das
principais razées para o fracasso da fagoterapia na era pré-antibiotica foi a
aplicagao de bacteriéfagos néo caracterizados, que levaram a resultados
incoerentes da terapia. Dai surge a importancia do isolamento e da

caracterizagao de novos fagos (VERMA et al., 2009).
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7. CONCLUSAO

* A mastite bovina na regido da Zona da Mata Mineira possui uma
prevaléncia de 19,19%, apresentando-se 17% na forma clinica e 83% na forma

subclinica;

* O principal microrganismo causador da mastite bovina na regidao da
Zona da Mata Mineira é o Staphylococcus aureus, responsavel por 46,53% dos

Casos;

» O antibidtico que teve melhor agao inibitoria contra o S. aureus in vitro

foi a gentamicina, inibindo 95% das cepas testadas;

» Os antibidticos que tiveram a pior agao inibitoria contra o S. aureus in
vitro foram a penicilina e a ampicilina. 65% e 60% das cepas testadas eram

resistentes a esses antibibticos, respectivamente;

* Foi confirmada a potencialidade do isolamento de bacteriéfagos, a

partir do esgoto, contra S. aureus;

 Foram isolados e proliferados nesse trabalho 10 bacteriéfagos
temperados, todos possuindo como material genético uma dupla fita de DNA
de aproximadamente 175 Kb, sendo todos da ordem Caudovirales e da familia

Myoviridae;
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* Os fagos Ufv aur2, Ufv aur3, Ufv aur4, Ufv aur5, Ufv aur8, Ufv aur10 e

Ufv aur11 possuem o mesmo perfil protéico;

» Os 10 bacteriofagos isolados s&o capazes de infectar e causar lise em

diferentes cepas bacterianas;

+ Os bacteriéfagos isolados apresentaram estabilidade térmica,

possuindo titulos virais altos mesmo a elevadas temperaturas;

* O mitomicina C € um agente capaz de induzir todos os fagos isolados a

entrarem no ciclo litico;
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