MONIQUE RENON ELLER

CARACTERIZACAO DE BACTERIOFAGOS LITICOS
ISOLADOS DE SORO DE QUEIJOS

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduagdo em
Microbiologia Agricola, para
obtencdo do titulo Magister
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL

2010



MONIQUE RENON ELLER

CARACTERIZACAO DE BACTERIOFAGOS LITICOS
ISOLADOS DE SORO DE QUEIJOS

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Poés-Graduagdo em

Microbiologia Agricola, para
obtencdo do titulo  Magister
Scientiae.
APROVADA: 16 de Julho de 2010.
Prof. Leandro Licursi de Oliveira Prof.2 Célia Alencar de Moraes
(Coorientador) (Coorientadora)
Prof. Marcos Rogério Totola Prof.? Elza Fernandes de Araujo

Prof. Sérgio Oliveira de Paula
(Orientador)



Dedico esta vitoria a meus pais e
irmaos. Meu porto-seguro, pra
onde sempre poderei voltar e com

guem sempre poderei contar.



“Dizem que sou um homem de sorte... s6 sei que quanto mais me

esforgo, mais sorte tenho” (Anthony Robbins).



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer:

A Deus, pela saude e providéncia nas horas necessarias.

A Universidade Federal de Vigosa e aos professores, funcionarios e
amigos dos Departamentos de Microbiologia e de Biologia Geral, pela
oportunidade, espaco fisico, estrutura organizacional, suporte material, apoio
e ensinamentos. Um agradecimento especial a Nilcéia, pela paciéncia e
ajuda.

Ao CNPq, pelo apoio financeiro a esta pesquisa.

Ao meu orientador, professor Sérgio Oliveira de Paula, pelo
aconselhamento e estimulo e ao professor Leandro Licursi de Oliveira, pelas
boas idéias, disponibilidade e presengca constante durante meus
experimentos.

Aos meus coorientadores, pela dedicacdo, aconselhamentos e
disponibilidade.

Aos alunos do Laboratério de Imunovirologia Molecular e
Glicoimunologia e aos técnicos, Joao e Jorge, pela amizade, ensinamentos e
disponibilidade. Em especial ao grupo dos fagos: Roberto, Lucas, Tacio,
Pamela, Victor e Angelo, pela luta diaria e aprendizados.

Ao Coral da UFV, pelo lazer e amizade.

A toda a minha familia, pelo orgulho e pelos conceitos de vida. Em
especial, aos meus pais, Romeu e Valéria, pela fé e pela forga
incondicionais; as minhas irmas, Pamela e Allana, pela amizade e
cumplicidade, e ao meu irmao Luan pelas ligdes de vida e pela nova vida
qgue nos trouxe; ao meu noivo, Rafael, pelo animo e forgca nos momentos em
que nada parecia dar certo.

Enfim, a todos os que estiveram ao meu lado e que contribuiram

direta ou indiretamente para esta realizagdo, meu muito obrigado!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt st ne st anas Vi
LISTA DE TABELAS ... oottt e e e srba e nna e e e vii
RESUMO ...ttt ettt b et n et st e e bttt e st be st e s nbesaeneeneans viii
A B ST R A C T e e et e et e e e e e a e e e e nraa e nnres X
O N R 2 T0] 51U 107:X 0 T 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 3
3 MATERIAL E METODOS ..ot seetese st sts st sas s sssas s s 8
3.1 AMOSTRAGEM ...ttt 8
3.2 ISOLAMENTO DE BACTERIOFAGOS......cocooeieeeeseieeeeereeersssness s, 9
3.3 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO MOLECULAR E IDENTIFICACAO............. 11
3.3.1 EXtragao do genoma Viral ... 11
3.3.2 Eletroforese em Gel em Campo PulSado .......c.ccceoevieviciicicve e 12
3.3.3 Anélises com Enzimas de ReSIIGAO ......ccccecvviiiiiiieneeeeee e 12
3.3.4 Amplificacdo (MUltipleX PCR).....cccoiiiiiieie ettt 13
3.3.5 Sequenciamento e Analise de Distanciamento Genético..........ccccceeeveeueennns 14
3.3.6 Determinacdo do perfil de Proteinas .......cccccocevviiiiiieieeie e 15
3.3.7 Analise morfolégica por Microscopia Eletrénica de Transmissao............ 16
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......coioeeieiieeteesesieeeses s sesasses s, 17
4.1 ISOLAMENTO DE BACTERIOFAGOS.......ocoooieieveeetereeeeeseesssssessses s 17
4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR E IDENTIFICACAO ......cccooovvveveeeesrcrrnen, 19
4.2.1 GENOMA VITAl .euiiiiiiiiiiiiiee ettt sttt bbbt benneenean 19
4.2.2 ANAlISE A€ RESIIGAD ....oviviiiieiei e s 21
4.2.3 Amplificacdo por MUltipleX PCR ... 23
4.2.4 SEQUENCIAMENTO ..oiuiiiiiiiieee ettt bttt sb bbbt nbe s 25
4.2.5 Perfil de ProteiNas ..ot 28
4.2.6 Analise morfologica por Microscopia Eletrénica de Transmisséo............. 30
5 CONCLUSAOD ...ttt 32
B PERSPECTIVAS ...t e e e sae e e nnaeeaa 33
7 REFERENCIAS ...ttt st 34



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Placas de lise obtidas a partir do soro 03 coletado no Laticinio A

Figura 2 — Genoma viral extraido a partir dos bacteriéfagos isolados e
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%. .......ccccccvevviveiicieiicsiennn, 20
Figura 3 — Eletroforese em campo pulsado para estimativa do tamanho do
genoma dos isolados LIMG1 € LIMGA. ... 21
Figura 4 — Perfil de clivagem enzimatica do bacteriofago LIMG1 pelas
enzimas EcoR | e Hae lll e do bacteriéfago LIMG3 pela enzima EcoR I. ..... 22
Figura 5 — Multiplex PCR para identificacao dos bacteriéfagos isolados. .... 24
Figura 6 — Confirmagdo da transformacdo de bactérias DH5a com a
sequéncia de DNA viral amplificada. ..........cccoooevieiiiiii e 25
Figura 7 — Alinhamento de sequéncias entre o isolado LIMG1 e outros fagos
O GIUPO 936. ...ttt 27

Figura 8- Distancia evolutiva resultante do alinhamento das sequéncias do

isolado LIMG1 e de outros fagos de Lactococcus ja descritos........................ 27
Figura 9 — Perfil proteico dos bacteriofagos isolados.............cccceveniiiiiinnnns 29
Figura 10 — Perfil proteico do isolado LIMG1. ..........ccccoveiiiiiiiiiece e 29
Figura 11 — Micrografias Eletronicas de Transmissdo do bacteriéfago
LIM G T ettt bbbt r et e et e 31

Figura 12 — Micrografias Eletronicas de formas virais encontradas na

AMOSITA 3. e 31

Vi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Amostras de soro de queijo coletadas em laticinios da Zona da

Mata MINEITA.........ccviiiecce e e et re e s e e nre e sareenree s 9
Tabela 2 — Primers utilizados para classificacdo dos bacteriéfagos isolados
.................................................................................................................................... 13

Tabela 3 — Numero de placas de lise isoladas a partir das amostras
coletadas € SeUS NOSPEAEINOS.........cccviiiiie i 19
Tabela 4 — Isolados cujas sequéncias foram alinhadas com o fragmento
obtido para 0 fago LIMGT ... 26

Tabela 5 — Grupos virais baseados no padrao de perfil de proteinas ........... 30

vii



RESUMO

ELLER, Monique Renon, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2010. Caracterizagcdo de bacteriéfagos liticos isolados de soro de
qgueijos. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadores: Leandro
Licursi de Oliveira, Hilario Cuquetto Mantovani e Célia Alencar de Moraes.

Bactérias do Acido Lactico (BAL) podem ser infectadas e lisadas por
uma extensa faixa de bacteriéfagos, o que constitui reconhecidamente a
principal causa de fermentacdo falha ou lenta na industria de laticinios
moderna. Processos fermentativos contaminados prejudicam a qualidade do
produto ou causam até mesmo sua perda completa. Embora avancos
tecnoldgicos tenham reduzido a incidéncia destas infecgdes, eles certamente
nao as eliminaram. Assim, o objetivo deste trabalho foi o isolamento,
identificacdo e caracterizagdo molecular de bacteriéfagos liticos de
Lactococcus lactis a partir de soros provenientes de fermentagdes lacticas.
Para isto, amostras de soro foram coletadas em trés diferentes laticinios e, a
partir deles, foram isolados 17 bacteriéfagos, os quais foram propagados em
L. lactis cultivado em meio GM17 e caracterizados molecularmente
utilizando-se as técnicas de multiplex PCR, perfil de restricdo enzimatica de
DNA, perfil proteico, microscopia eletrbnica de transmissdo, clonagem e
sequenciamento. A extragdo do genoma dos bacteriéfagos isolados e sua
analise revelaram uma fita de DNA de 48 kb para o isolado LIMG1 e 42 kb
para o isolado LIMG4, enquanto o perfil de proteinas dos fagos permitiu a
distingdo de quatro grupos, sendo que a diferenciacdo entre eles foi

condizente com a amostra da qual foram isolados. A técnica de PCR,
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associada a analise microscoépica, confirmou a presenga de fagos do grupo
936, familia Siphoviridae, o0 mais abundante em laticinios em todo o mundo.
Foram encontrados fagos de cabega isométrica de 50 nm de diametro e
caudas longas de cerca de 180 nm de comprimento, sem placa basal. O
sequenciamento do genoma do isolado LIMG1 revelou alta identidade com
outros representantes do grupo 936, embora tenham sido encontradas duas

mutacdes pontuais que o diferenciaram dos demais.



ABSTRACT

ELLER, Monique Renon, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2010.
Characterization of Lytic Bacteriophages Isolated from Cheese Whey.
Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co-Advisers: Leandro Licursi de Oliveira,
Hilario Cuquetto Mantovani and Célia Alencar de Moraes

Lactic acid bacteria (LAB) can be infected and lysed by an extensive
range of bacteriophages, which is recognized as the main cause of failure or
slow fermentation in the modern dairy industry. Contaminated fermentation
processes affect product quality or even cause its complete loss. Although
technological advances have reduced the incidence of these infections, they
certainly do not eliminated it. The objective of this work was the isolation,
identification and molecular characterization of lytic bacteriophages of
Lactococcus lactis from sera from lactic fermentation. For this, serum
samples were collected from three different dairies facilities. From one of
them, were isolated 17 bacteriophages, which were propagated in L. lactis
grown in GM17 medium and molecularly characterized using the techniques
of multiplex PCR, DNA restriction profile, protein profile, transmission
electron microscopy, cloning and sequencing. The extraction of the genome
of bacteriophages isolated and its analysis revealed a strand of DNA of 48 kb
for phage LIMG1 and 42 kb for phage LIMG4, while phage protein profile
allowed the distinction of four groups, and the differentiation between them

was consistent with the sample from which they were isolated. The PCR,



coupled to microscopic analysis, confirmed the presence of members of the
group 936-type phages, Siphoviridae family, the most abundant in dairy
products worldwide. Phages contain isometric heads with 50 nm in diameter
and a 180 nm long tail, without basal plate. The amplified sequence of isolate
LIMG1 revealed high identity with other members of 936-type phages,

although two punctual mutations had differed LIMG1 from the others.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de leite e derivados no mundo,
sendo que o estado de Minas Gerais responde por cerca de 26% de toda a
producdo nacional, sendo o primeiro Estado em aquisicdo de leite. Deste
total, 21% séo utilizados como matéria-prima para a fabricagdo de queijos.

Na industria lactica, a maior parte dos fermentos utilizados na
producao de queijos & composta por diferentes cepas da bactéria
Lactococcus lactis. Porém, entre 1 e 10% destas fermentacdes € lenta ou
até mesmo falha para a produg¢do de acido lactico para a obtencao do pH
desejado. O principal motivo destas falhas sao infecgbes das bactérias
fermentativas por bacteriéfagos liticos especificos, o que contribui para a
diminuicdo da qualidade do produto final ou provoca até mesmo seu
descarte. Dados sugerem que, no Brasil, falhas fermentativas podem ocorrer
em intervalos de apenas dois meses em um mesmo laticinio, de acordo com
suas condigdes e instalagdes.

Assim, o estudo destas infecgbes e de seus agentes € de grande
importancia para a industria lactica em todo o mundo, pois permite sua
prevencdo e controle. Mesmo assim, no Brasil ha apenas um registro
isolamento e caracterizagdo destes agentes, o que gera um grande atraso
no desenvolvimento de novas tecnologias que possam diminuir os prejuizos
causados por estes virus todos o0s anos.

Portanto, o objetivo do nosso trabalho foi isolar e caracterizar

bacteriéfagos liticos de L. lactis a partir de soros provenientes de processos
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fermentativos em laticinios da Zona da Mata Mineira, a fim de prover
informacdes que possam auxiliar novas pesquisas para o desenvolvimento

de novos fermentos e implementacdo de planos de acdo contra estas
infecgdes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Bacteriofago, ou fago, € um termo geral que engloba todos os
virus que infectam hospedeiros pertencentes aos dominios Archaea e
Bacteria  (Ackermann, 2003). Os fagos foram  descobertos
independentemente por Frederick William Twort em 1915 e posteriormente
por Felix D’Hérelle em 1917. A natureza viral dos bacteriofagos foi
confirmada em 1940 com o advento do microscépio eletronico (Duckworth,
1976).

Bacteriéfagos de Bactérias Lacticas sdao formados por proteinas
que compdéem o capsideo (ou cabega) e uma cauda composta por uma
bainha separada ou n&do do capsideo por um colar. Dentro dela ha um tubo
chamado nucleo da cauda, e em sua porg¢ao terminal se encontra a placa
basal, a qual contém fibras e pinos. No interior do capsideo encontra-se o
material genético, que pode ser composto por uma fita simples ou dupla de
DNA ou RNA com a presenga, algumas vezes, de enzimas (Hassam &
Frank, 2001).

Os bacteriéfagos que infectam bactérias do acido lactico
geralmente consistem de uma cabecga isométrica ou alongada, e uma
seccdo de cauda. Sua classificacdo se baseia em caracteristicas
morfoldgicas, sorologia e homologia DNA-DNA. Seis tipos morfolégicos de
fagos lacticos sdo comumente encontrados. Esses incluem isométricos

pequenos, isomeétricos pequenos com colar, isométricos pequenos com

3



cauda curta, isométricos pequenos com cauda longa e isométricos grandes
e alongados (Lodics & Steenson, 1993). Assim, fagos de bactérias lacticas
sdo divididos em trés familias distintas, de acordo com seus morfotipos:
Myoviridae (cauda contractil), Siphoviridae (cauda longa nao-contratil), e
Podoviridae (cauda curta ndo-contratil), segundo a classificagcdo de Bradley,
1967, e representam 25%, 61% e 14%, respectivamente, dos fagos
caudados (ordem Caudovirales).

Os bacteri6fagos de bactérias do &acido lactico mais bem
caracterizados sao os morfotipos B1 e B2 (Siphoviridae) e C3 (Podoviridae),
que sao fagos de Lactococcus sp. e Lactobacillus plantarum. Atualmente,
dentre os bacteriéfagos de bactérias lacticas isolados, 26 de Lactococcus,
15 de Lactobacillus, um de Leuconostoc e 21 de Streptococcus ja tiveram
suas sequéncias gendmicas determinadas, de acordo com o banco de
genomas do Entrez Genome, do National Center for Biotechnology
Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.cgi?taxid=10239&type=6&nam

e=Phages, 18/08/2010).

Os fagos de L. lactis pertencem, em sua maioria, a familia
Siphoviridae e podem ser subdivididos em trés grupos principais, de acordo
com suas caracteristicas estruturais e moleculares. Os membros do grupo
de fagos do tipo 936 s&o virulentos e possuem uma cabega isométrica
pequena, e correspondem a aproximadamente metade de todos os
bacteriéfagos de L. lactis ja isolados. O grupo de fagos virulentos do tipo c2
possui cabega alongada, enquanto o grupo do tipo P335 possui fagos
virulentos e temperados, com cabecga isométrica pequena e placa basal
(Brussow, 2001). Fagos de L. lactis com caracteristicas distintas tém sido
isolados em menores propor¢des, sendo alguns deles membros da familia
Podoviridae.

Infecgdes por bacteriéfagos sdo causadas tanto por fagos liticos
como por fagos temperados. Infecgcbes por fagos liticos resultam na
liberagdo das particulas virais infecciosas (virions) no ambiente (Hassan &

Frank, 2001). Inicialmente, ocorre a adsorgao do virion na superficie da
4



célula bacteriana mediada pela placa basal, espiculas, ou fibras (Moineau,
2005). Essas estruturas virais reconhecem glicoproteinas de superficie, as
quais agem como sitios especificos de ligacdo. Apds a adsorg¢ao, o fago
injeta seu material genético dentro do hospedeiro, o qual tem seu
metabolismo normal desviado para a produgdo de material genético e
proteinas virais. Este processo termina com a montagem dos virions dentro
da célula hospedeira. Finalmente, o ciclo litico é completado quando
enzimas s&o produzidas e degradam o peptideoglicano da parede celular
bacteriana, levando a formagcao de poros na mesma. Os eventos que se
seguem levam a um desequilibrio osmoético e consequente lise bacteriana,
ocorrendo assim liberacdo das particulas infectivas do fago para o meio
circundante (Moineau, 2005).

Fagos temperados podem incorporar seu material genético ao
cromossomo do hospedeiro ou ainda permanecer como um plasmideo na
célula. Este material genético é replicado juntamente com o genoma
bacteriano e repassado para as células-filhas a cada divisdo celular. Ele é
mantido até que condicdes especificas estimulem sua excisdo e posterior
expressao, caracterizando o inicio do ciclo litico. A condicdo de lisogenia é
comum em Lactococcus (Davidson et al., 1990) e Lactobacillus (Sechaud et
al., 1988), e em industrias de produtos lacticos pode ser responsavel por
falhas fermentativas por destruicdo das culturas de Bactérias Lacticas
(Shimizu-Kodata et al., 1983).

Industrias baseadas em fermentagbes bacterianas em larga-
escala podem ser divididas em trés classes, representando maiores niveis
de pureza de cultura e esterilidade de meios: produg¢ao alimenticia, produtos
quimicos e industrias farmacéuticas e de biotecnologia. Segundo Bogosian
(2006), na industria alimenticia, o numero de fermentagdes lacticas perdidas
em decorréncia de contaminagdes por bacteriéfagos tem sido estimado na
faixa de 1 a 10%. A ocorréncia de contaminagbes estd associada as
condicbes nao-estéreis empregadas ou ao uso de matérias-primas

contaminadas.



Em 2001, 1023 linhagens de células de Bactérias Lacticas eram
usadas para as fermentagdes em todo o mundo. Dentre elas estdo varios
géneros economicamente significativos e espécies que incluem Lactococcus
lactis, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e  Streptococcus
thermophilus (McGrath et al., 2002). Com esse uso comercial extensivo, o
interesse no estudo destas bactérias cresceu consideravelmente (Moineau,
2002).

O desenvolvimento de fermentos pode ser afetado por uma série
de fatores ambientais, tais como a presenca de inibidores de crescimento,
restos de desinfetantes nos equipamentos e por contaminacdo por
bacteriéfagos. A presenca de qualquer um desses fatores resulta em falha
na fermentacdo ou, no minimo, na geragao de produtos de baixa qualidade,
com consequentes perdas econdmicas (Josephsen & Neve, 1998).

Na década de 1930, H. R. Whitehead e G. A. Cox, do Instituto de
Pesquisa Lactica da Nova Zelandia, descobriram que bacteriéfagos que
infectam L. lactis constituiam a principal causa de falhas na fermentagcao do
leite. Atualmente, a infeccdo por fagos de culturas “starter” constitui
reconhecidamente a principal causa de fermentacdo falha ou lenta na
industria de laticinios (Dinsmore et al., 1998, McGrath et al., 2004). Ataques
por fagos levam a variagdes de gosto e textura entre produtos, e até mesmo
a falhas completas de fermentacao (Moineau et al., 2002).

Os fagos podem ser transferidos de uma fermentagcdo para a
préxima via soro, aerosol, poeira, etc. Os tanques de fermentacdo sao
estruturas de grande porte e o leite usado para o preparo do queijo muitas
vezes nao pode ser aquecido o suficiente para destruir os fagos sem que
ocorra uma diminuicdo na qualidade do produto (Bogosian, 2006).
Processos fermentativos contaminados significam tanto a perda do produto
como da matéria-prima utilizada na preparacido do meio de cultura. Além
disso, ainda ha prejuizo pelos custos associados a limpeza e a perda de
tempo nas industrias. Investigacbes de controle de qualidade e a
implementagcdo de planos de acdo corretiva estdo adicionados aos custos

associados com o surto de bacteriéfagos (Bogosian, 2006).



Na tentativa de conter as contaminagdes por bacteriéfagos, uma
variedade de praticas tém sido desenvolvidas, dentre elas a adaptacao de
industrias, aumento da higienizagdo, mudangas de processos, meios de
crescimento seletivos, rotacdo de culturas, e desenvolvimento de linhagens
resistentes a fagos (Moineau et al., 2002; del Rio et al., 2007).

Atualmente, um grande numero de fagos de bactérias do leite tem
sido caracterizado por meio de diversas técnicas, incluindo a microscopia
eletrénica (McGrath et al., 2004), o perfil de proteinas (Dinsmore et al.,
1998), sorologia (McGrath et al., 2004), hibridagdo DNA-DNA (Nielsen et al.,
1987; Josephsen et al., 1998), padrdoes de digestdo enzimatica (Oliveira et
al., 1995; Madera et al., 2004), PCR (del Rio et al., 2007; Binetti et al., 2008),
sequenciamento gendmico (Dinsmore et al., 1998; del Rio et al., 2007) e até
mesmo sistemas de detecgao “online” e biosensores (McGrath et al., 2002).

O advento de ferramentas para a pesquisa em biologia molecular,
como sequenciadores automaticos de DNA e bioinformatica, tem permitido
uma analise detalhada de um numero cada vez maior de genomas de
bacteriéfagos o que, por sua vez, facilita o desenvolvimento e otimizagao de
ferramentas genéticas tanto para pesquisa de base como para a obtengao
de cepas bacterianas resistentes (McGrath et al., 2002). Embora estes
avangos, em conjungdo com programas de sanitizagdo, tenham reduzido a
incidéncia de infecgbes por bacteriofagos, eles certamente ndo as
eliminaram (McGrath et al., 2004). Assim, a identificacao e caracterizagao de
fagos de Bactérias Lacticas s&o consideradas de grande importancia na
industria para a melhoria de seus sistemas de prevencao e controle de

infecgdes.



3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Imunovirologia
Molecular e Glicoimunologia do Departamento de Biologia Geral e no Centro

de Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa.

3.1 AMOSTRAGEM

Neste estudo foram utilizadas amostras de soro resultantes de
processos fermentativos para producao de queijos em laticinios da Zona da
Mata Mineira. Em cada uma delas foram coletados trés litros do soro
resultante de fermentacdes, falhas ou ndo, que utilizaram culturas de

Lactococcus lactis.



Tabela 1 — Amostras de soro de queijo coletadas em laticinios da Zona da

Mata Mineira

Laticinio Amostra Produto da Fermentacao
01 Queijo Mussarela*
A 02 Queijo Mussarela*
03 Queijo Cottage
B 04 Queijo Mussarela
C 05 Queijo Minas Frescal

* Soros obtidos de fermentagbes distintas.

Em geral, a coleta do soro ocorreu apds o processo completo de
fermentagdo. Apenas a amostra 03 foi coletada a partir de um processo em
que ocorreu falha fermentativa, ou seja, o pH desejado n&o havia sido
alcancado apo6s o término do tempo de fermentagdo determinado pelo
Laticinio. Portanto, coletaram-se 3 litros do leite que seria descartado devido
a esta falha.

Apos a coleta, a amostra 03 foi deixada por dois dias a 37 °C para a
obtencdo do soro e, em seguida, todas as amostras foram centrifugadas

para remog¢ao do excesso de gordura e posteriormente filtradas.

3.2 ISOLAMENTO DE BACTERIOFAGOS

O meio de cultura para manutencao das culturas bacterianas foi o
meio liquido LDR 12% (Leite Desnatado Reconstituido). Além disso, foi
utilizado o meio M17 (HIMEDIA, USA) liquido, semi-solido (0,7% agar) e
sélido (1,5% agar) - (Sambrook e Russell, 2001), ou meio M17 acrescido de
Glicose a 0,5 % (meio GM17).

As amostras de soro foram centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos.
O sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 uym para eliminanyo de restos

bacterianos. As partvculas virais foram, em seguida, precipitadas com 10%
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Polietilenoglicol (PEG) 8.000 e 1,0 M NaCl por 48 horas a 4 °C e
centrifugadas a 11.000 g por 20 minutos. O precipitado foi ressuspendido em
2 mL de tampéo SM (0,1 M NaCl; 0,01 M MgS0,.7H,0; 0,05 M Tris—ClI, pH
7,5) (Sambrook e Russell, 2001) seguindo-se a adi¢do de igual volume de
cloroféormio. Ap6s decantagao e centrifugagao (4.000 g, por 10 minutos) a
4°C, a fase aquosa contendo os fagos foi transferida para microtubos de
1,5mL. Este concentrado foi a fonte de bacteri6fagos utilizada para o
plagueamento.

O plaqueamento de bactérias foi realizado utilizando-se culturas de
Lactococcus lactis subsp. lactis (cepa H16) e Lactococcus lactis subsp.
cremoris (cepa R14) em fase exponencial de crescimento para cada
concentrado viral.

Uma aliquota de 300 pyL do concentrado viral foi misturada a 200 uL
de cada cultura bacteriana e a suspensao resultante foi incubada por 20
minutos a 30 °C. A mistura foi transferida para tubos contendo 3 mL de meio
M17 semi-sdlido, fundido, a 45 °C. Apds agitacdo manual, a mistura foi
vertida em placa de Petri contendo meio M17 solidificado. As placas foram
incubadas por 18 horas a 30 °C. Placas de lise individuais foram utilizadas
como fonte para propagacgao dos fagos em cultura liquida. Este protocolo foi
repetido ao menos duas vezes para garantir o isolamento do fago.

De acordo com o resultado do isolamento, 1 mL da cultura
bacteriana em fase log de crescimento foi inoculada em 100 mL de meio
GM17 contendo CaCl, 10 mM e incubada até atingir uma densidade Optica
(D.O.600) de 0,6. A suspensdo de células resultante foi infectada com o
concentrado viral em uma multiplicidade de infeccdo de 0.1 para 1 e
incubada a 30 °C por 30 horas. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a
10.000 g durante 15 minutos e filtrada em membrana de 0,22 pym. O filtrado
foi utilizado para os ensaios de extragdo e analise gendmica. Uma aliquota
de 50 mL foi retirada e, a partir dela, as particulas virais foram precipitadas
com 10% PEG 8.000 e 1,0 M NaCl por 48 horas a 4 °C e centrifugadas a
11.000 g por 20 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de

tampao, o PEG foi retirado pelo tratamento com cloroféormio e a suspenséao
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final foi estocada a 4 °C para ser utilizada, posteriormente, para os ensaios

de perfil protéico e microscopia eletrénica.

3.3 ENSAIOS DE CARACTERIZAGAO MOLECULAR E IDENTIFICACAO

3.3.1 Extracdo do genoma viral

A extragdo gendmica viral foi realizada como descrito por
Sambrook e Russell (2001). Um volume de 750 pyL de cada amostra
contendo os bacteriéfagos foi tratado com proteinase K 50 uyg/mL e SDS
0,5%, seguindo-se incubagdo a 56 °C por 90 minutos. Apos resfriamento a
temperatura ambiente, os tubos foram tratados em duas etapas — a primeira
utilizando igual volume de fenol-cloroférmio 1:1 e a ultima com a adigao de
cloroférmio puro. Apds a transferéncia da fase aquosa para novos tubos, o
conteudo foi precipitado por meio da adicdo de igual volume de isopropanol,
incubacéo a 4 °C por duas horas e centrifugagéo a 11.000 g por 20 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento, apdés secagem por meia hora
a temperatura ambiente, foi ressuspendido em agua Milli-Q autoclavada. O
acido nucleico obtido foi avaliado em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta. Para a analise da
composi¢cao do genoma viral, o conteudo extraido foi submetido a digestao
por DNAse | 1 ug/mL ou RNAse A 1 ug/mL durante 60 minutos a 37 °C,
antes de ser submetido a eletroforese em gel de agarose como descrito

anteriormente.
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3.3.2 Eletroforese em Gel em Campo Pulsado

O tamanho do genoma dos isolados foi estimado por meio de
eletroforese em gel em campo pulsado. Para isso, 20 yL do DNA extraido
foram adicionados a 20 uL de tampao TBE 2,0%. As amostras foram entao
submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 1,0% em campo pulsado
a 6 V/cm?, sob angulo de 120 graus, com tempo de troca de 1 a 6 segundos
a 14 °C. Em seguida, o gel foi corado com brometo de etideo e visualizado

sob luz ultra-violeta.

3.3.3 Analises com Enzimas de Restri¢do

As digestbes enzimaticas foram realizadas utilizando-se as
enzimas EcoR [, Hind Ill e BamH | (Fermentas) e Hae Il (Invitrogen), de
acordo com a recomendagdo dos fabricantes. Para isto, até 1 ug do DNA
viral foi adicionado a uma mistura contendo o tampao enzimatico e agua.
Esta mistura foi levada ao banho-maria a 80 °C por 10 minutos e entdo a
37°C por 10 minutos e, em seguida, 1 U da respectiva enzima foi adicionada.
A mistura foi incubada por 3 horas a 37 °C e submetida a uma eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e o DNA foi

visualizado sob luz ultravioleta.
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3.3.4 Amplificacao (Multiplex PCR)

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo dos segmentos do

genoma de cada bacteridfago isolado foram aqueles descritos por del Rio e

colaboradores (2007) para regides conservadas dos trés principais grupos

conhecidos de fagos de Lactococcus lactis (tabela 2).

Tabela 2 — Primers utilizados para classificacdo dos bacteriéfagos isolados

Oligonucleotideo Sequéncia Amplicon (pb)
335A 5 GAAGCTAGGCGAATCAGTAAACTTGCTAG 3’ 196
335B 5 CGGCTATCTCGTCAATTGTTCCGGTTGC 3

936A 5 ATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAAGCGG 3’ 318
936B 5 GTTGCTTCTGCTGTTGGTGTCAAATGAGGA 3’

C2A 5 CAATCGAAGCAGGTGTAAAAGTTCGAGAAC 3 444

c2B 5 GCTTTATCCATTTGTAGGTATGCTTCTGCC 3

Para a amplificacdo das sequéncias a partir do DNA extraido foi

utiizada uma mistura de 5 pug de DNA, tampao especial para PCR
(Phoneutria), dNTP 0,5 mM, 0,2 pmol de cada primer, 1,5 U de Taqg DNA

Polimerase (Phoneutria) e o volume de 20 uL foi completado com agua Milli-

Q. As misturas foram colocadas em um termociclador MasterCicler Personal

(Eppendorf) e os produtos amplificados através do seguinte protocolo: 94 °C

por 3 minutos para a desnaturacéo inicial das fitas, 40 ciclos de 94 °C por 30

segundos, 50 °C por um minuto e 72 °C por um minuto e, por fim, uma

extensao final a 72 °C por 7 minutos. O resultado foi analisado por

eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo e

visualizado sob luz ultravioleta.
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3.3.5 Sequenciamento e Analise de Distanciamento Genético

Os produtos de PCR foram clonados em vetor de clonagem
pGEM-T Easy Vector System (PROMEGA) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Para amplificacdo dos plasmideos gerados,
células de Escherichia coli DH5a competentes foram transformadas por
meio de choque térmico a 42 °C por 90 segundos, recuperadas em meio LB
a 37 °C e 180 rpm por 2 horas e plaqueadas em meio seletivo contendo
ampicilina a 50 pg/mL. A presenca do inserto nas colénias selecionadas foi
confirmada por meio de PCR. Para isto, foram utilizados os primers relativos
a sequéncia clonada, de acordo com o protocolo descrito no item anterior.
Uma aliquota das col6nias selecionadas foi congelada e mantida a -80 °C e
outra foi utilizada para extracao e purificagdo do DNA plasmidial.

As colbnias recombinantes selecionadas foram cultivadas
separadamente em 5 mL de meio LB/Ampicilina (50 pg/mL) durante 16
horas a 37 °C e 180 rpm. O DNA plasmidial dessas colbnias foi extraido
utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps (PROMEGA), de acordo com
as orientacdes do fabricante. Para isto, 3 mL de cada uma destas solugdes
foi centrifugado e seu sobrenadante foi descartado. O sedimento foi
suspenso em 250 pL de solugdo de suspensao celular e, em seguida, foram
adicionados a ela 250 pyL de solucédo de lise celular e 10 pL de Protease
Alcalina. O conteudo foi incubado por até 5 minutos a temperatura ambiente
e, apos adicao da solugcao de neutralizagao, os tubos foram centrifugados e
o sobrenadante foi transferido para membranas onde o DNA foi retido. Apos
duas lavagens destas membranas utilizando solugédo de lavagem, o DNA foi
eluido em 40 yL de agua Milli-Q a 80 °C. Para confirmar a presenga dos
insertos foram realizados ensaios utilizando a enzima EcoR |, segundo as

recomendac¢des do fabricante.
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O DNA plasmidial foi enviado para sequenciamento no Laboratério de
Genbmica da Universidade Federal de Vigosa, utilizando como primer uma
sequéncia do plasmideo comercial utilizado.

As andlises filogenéticas foram realizadas em matrizes de
sequéncias alinhadas pelo software BLAST e posteriormente analisadas

pelo CLUSTALW, utilizando a opc¢ao “neighbor-joining and bootstrap.

3.3.6 Determinacéo do perfil de proteinas

O padrao de proteinas totais de cada bacteriéfago foi obtido a
partir de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes,
conforme descrito por Sambrook and Russell, 2001. Para isso, 10 yL da
suspensao de fagos foram adicionados de 15 pL do tamp&o de amostra
redutor (Tris-HCI 50 mM; glicerol 10%; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%,
uréia 4 M; mercaptanol 0,5 mL) e incubados a 95 °C por 5 minutos. As
amostras e o marcador de peso molecular foram aplicados em géis de
poliacrilamida 1,5 mm a 15% e a eletroforese conduzida em tampéo de
corrida (Tris 25 mM; EDTA 1,95 mM,; glicina 0,12 M; SDS 0,1%; pH 8,3) sob
corrente constante de 80 V durante 5 horas. As bandas protéicas foram
visualizadas ap0s coloragao pelo método da prata amoniacal. Para tanto, a
eletroforese foi interrompida e o gel rapidamente lavado com agua destilada
e fixado por 1 hora em uma solugédo com 50% de metanol e 12% de acido
acético. Apos a fixagao, o gel foi deixado por 1 minuto em solugéo tiossulfato
de sodio 0,02%, lavado 3 vezes com agua destilada e incubado em uma
solugédo de prata amoniacal a 3% por 1 hora em uma camara escura. Apos
incubacéo, o gel foi revelado em uma solugéo contendo 48 mL de Carbonato
de sddio 6%, 100 pL de formaldeido e 1,5 mL de Tiossulfato de sddio 0,02%

e a reacao foi interrompida adicionando-se acido acético glacial.

15



3.3.7 Analise morfolégica por Microscopia Eletrénica de Transmissao

Uma aliquota de 1 pL da solugdo contendo os fagos foi aplicada
sobre uma tela de microscopia eletrénica (MET) de 200 mesh, de cobre,
previamente revestida com FORMVAR®. As telas foram incubadas a
temperatura ambiente por 5 minutos e secas. Cada tela foi corada com
acetato de uranila 2% e incubada a temperatura ambiente pelo tempo
minimo de 40 minutos, procedendo-se a deposicdo da tela na caixa de
armazenamento. As telas foram submetidas a Microscopia Eletrdnica de
Transmissao, no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da UFV e os
dados foram analisados posteriormente para avaliagdo dos comprimentos
totais, comprimentos das caudas e didmetros dos capsideos de cada
bacteriéfago. Quando necessario, diluigbes da solugao foram realizadas para

a obtengao de imagens com maior qualidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DE BACTERIOFAGOS

Todas as trés amostras coletadas no Laticinio A propiciaram a
obtencdo de placas de lise, tanto em colonias de L. lactis subsp. lactis
quanto de L. lactis subsp. cremoris (Figura 1). Nao foram obtidas placas de
lise a partir das amostras coletadas nos laticinios B e C. Um segundo
isolamento foi realizado a partir de cada placa de lise obtida. Cada uma
delas foi novamente incubada com ambas as estirpes H16 e R14, porém
nenhuma delas foi capaz de gerar novas placas de lise em ambas as
estirpes durante o segundo isolamento. Assim, 17 isolados foram obtidos,
todos provenientes do Laticinio A (Tabela 3). Porém, existe a possibilidade
de que os bacteriofagos isolados a partir de uma mesma placa durante o
segundo isolamento sejam provenientes de um unico bacteriéfago, uma vez

que foram provenientes de uma mesma placa de lise.
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Figura 1 — Placas de lise obtidas a partir do soro 03 coletado no Laticinio A

Houve a formagao de placas de lise nas placas contendo os soros
resultantes das amostras coletadas no Laticinio A, tanto nas placas
contendo coldnias de L. lactis subsp. lactis quanto de L. lactis subsp.
cremoris (Tabela 3). O mesmo n&o foi observado para as placas contendo
os soros provenientes dos Laticinios B e C. Um segundo isolamento foi
realizado a partir de cada placa de lise obtida. Cada uma delas foi
novamente incubada com ambas as estirpes H16 e R14, porém nenhuma
delas foi capaz de gerar novas placas de lise em ambas as estirpes durante
0 segundo isolamento. Assim, 17 isolados foram obtidos, todos pertencentes
ao Laticinio A. Porém, existe a possibilidade de que os isolados obtidos a
partir de uma mesma placa durante o segundo isolamento sejam

provenientes de um unico bacteriéfago.
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Tabela 3 — Numero de placas de lise isoladas a partir das amostras

coletadas e seus hospedeiros

Amostra Laticinio | N.° de placas de lise isoladas | Identificac@o Hospedeiro
01 A 3 18.1 (LIMG3) R14

18.2 (LIMG4) R14

18.3 (LIMG5) R14
02 A 12 11.1 (LIMG6) H16

12.1-12.7 (LIMG7-13) | H16
19.1-19.3 (LIMG14-16) | R14

32.1 (LIMG17) R14
03 A 2 20.1 — LIMG1 R14
23.1 — LIMG2 R14
04 B ; :
05 C - -

A nomeacdo de cada bacteriofago isolado seguiu sua ordem de
isolamento, precedida pela abreviatura LIMG, relativa a Laboratério de

Imunovirologia Molecular e Glicoimunologia.

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR E IDENTIFICAGAO

4.2.1 Genomaviral

Para a propagacgao dos bacteriéfagos foram utilizados trés controles:
0 primeiro contendo somente o meio (controle negativo: C-), o segundo
contendo a cepa H16 sem fagos e a ultima contendo a cepa R14 sem fagos.
Dentre os bacteriofagos isolados neste trabalho, 11 foram propagados com
sucesso, sendo eles: LIMG1 e LIMG2 (amostra 03), LIMG3 e LIMG4
(amostra 01) e LIMG6-8 e LIMG10-13 (amostra 02). Apés filtragdo em
membrana 0,22 uym, a extragdo do genoma viral foi realizada para todas as

amostras propagadas e também para os controles. As amostras foram entao
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submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com

brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta (Figura 2).
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Figura 2 — Genoma viral extraido a partir dos bacteriéfagos isolados e

submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Apos extragao do genoma viral foram realizados ensaios de digestéao

com as enzimas DNase | e Rnase A. O genoma de todos os isolados é

composto por DNA, uma vez que o tratamento com a enzima DNAse |

provocou sua degradacdo. Como esperado, o tratamento com a enzima
RNase A nao teve efeito algum sobre o genoma extraido.

Através de uma eletroforese em campo pulsado foi constatado

que os genomas dos isolados LIMG1 e LIMG4 possuem aproximadamente

48 kpb e 42 kpb, respectivamente. O DNA extraido do restante dos isolados
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nao estava em concentracado suficientemente alta para a realizagdo deste

ensaio e, por isso, nao foi possivel a determinagao de seu comprimento.

Marcador 1
Marcador2

LIMG1
LinG4

50 kph

23 kph|

Figura 3 — Eletroforese em campo pulsado para estimativa do tamanho do
genoma dos isolados LIMG1 e LIMG4.

4.2.2 Anélise de Restricao

Apoés a clivagem do genoma do isolado LIMG1 pelas enzimas
EcoR | e Hae Ill foram encontrados quatro (19,0; 12,0; 9,0; 7,5 kb) e sete
(20,0; 7,5; 6,5; 5,0; 4,5; 2,5; 2,1 kb) fragmentos, respectivamente, enquanto
a clivagem do genoma do isolado LIMG3 pela enzima EcoR | gerou trés
fragmentos (20,0; 6,7; 6,3 kb) (Figura 4). As demais reagdes de clivagem
realizadas resultaram em apenas um fragmento. Todas as reag¢des foram

repetidas pelo menos duas vezes para cada isolado.
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Figura 4 — Perfil de clivagem enzimatica do bacteriofago LIMG1 pelas

enzimas EcoR | e Hae Ill e do bacteriéfago LIMG3 pela enzima EcoR |.

Loof et al. (1983) realizou o perfil de digestdo enzimatica do
bacteriéfago lactococcico PO08, o qual faz parte do grupo 936. Embora
analises por bioinformatica tenham revelado um numero predito de 10
fragmentos resultantes da clivagem do genoma deste fago pela enzima Hind
[l (Coveney e colaboradores, 1987), apenas um fragmento foi observado
nos ensaios laboratoriais, assim como ocorreu para grande parte das
clivagens neste trabalho. O mesmo resultado foi obtido por Oliveira e
colaboradores (1995) em relagdo ao genoma de seus isolados.

As clivagens do genoma do isolado LIMG1 pelas enzimas EcoR |
e Hae Il deram origem a quatro e sete fragmentos principais,
respectivamente, enquanto que a clivagem do isolado LIMG3 pela enzima
EcoR | deu origem a trés. Estes resultados estdo de acordo com aqueles
obtidos por Loof e colaboradores para o bacteriéfago P008. Eles obtiveram
um perfil composto por 4 e 6 fragmentos a partir da clivagem do genoma
deste fago pelas enzimas EcoR | e Hae lll, respectivamente. Oliveira e

colaboradores também obtiveram resultados semelhantes ao submeterem
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0s genomas de seus isolados a clivagens pela enzima EcoR |, a qual gerou
perfis contendo de 3 a 5 fragmentos de DNA.

ApoOs a analise dos fragmentos gerados pelas clivagens pdde-se
confirmar o comprimento de 48 kpb estimado na Eletroforese em Campo
Pulsado para o bacteriéfago LIMG1. Em seu perfil de restricdo pelas
enzimas EcoR | e Hae Ill foram observados 4 e 7 fragmentos,
respectivamente, e as somas de seus tamanhos resultou em cerca de 48-50
kpb. Assim, considerando os erros relativos ao processo, pode-se confirmar

que o isolado LIMG1 possui um genoma de aproximadamente 48 kpb.

4.2.3 Amplificacdo por Multiplex PCR

Os isolados LIMG1 e LIMG2 (amostra 03) e LIMG3 e LIMG4
(amostra 01) tiveram uma parte de seu genoma amplificado e um fragmento
de aproximadamente 320 pb foi obtido (Figura 5). Assim, de acordo com del
Rio (2007), estes isolados pertencem ao grande grupo de bacteriéfagos do
tipo 936, familia Siphoviridae. Estes bacteri6fagos representam a maioria
dos fagos isolados em Laticinios de paises como a Argentina, Nova Zelandia
e nos Estados Unidos (Raiski & Belayasova, 2009) e sdao compostos por
uma cabega isométrica pequena, seguida por um colar e uma cauda longa
nao-contractil, além de possuirem um genoma de DNA linear fita dupla de
cerca de 30 kpb, com extremidades coesivas. Alguns representantes deste
grupo sao os fagos P008, com 29,7 kb (Jarvis, 1991); bLI170, com 31,8 kb
(Crutz Le-Coq, 2002); bIBB29: 29,3 kb (Hejnowicz, 2008); e sk1: 28,4 kb
(Chandry, 1997);

Os bacteriéfagos LIMG1 e LIMG4, portanto, contém o maior
genoma registrado até entdo para membros do grupo de fagos do tipo 936.
Assim, este trabalho consiste no primeiro relato de membros deste grupo de

fagos com genoma contendo mais de 40,0 kb.
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Figura 5 — Multiplex PCR para identificagdo dos bacteridfagos isolados.

A banda de 318 pb resultante da amplificagdo de parte do genoma dos isolados LIMG1,
LIMG2, LIMG3 e LIMG4 indica que estes isolados sdo membros do grupo de fagos do tipo
936.

Nao houve amplificagdo dos controles negativos e das sequéncias
do restante dos isolados. Assim, estes fagos podem pertencer a outros
grupos menos comuns de bacteriofagos de Lactococcus lactis ou possuirem
alteragdes gendmicas que impediram o anelamento correto dos primers
durante a reagdo. Esta ultima hipétese deve ser considerada, j4 que os
primers utilizados foram desenhados baseados em sequéncias de
bacteriéfagos isolados principalmente em paises europeus. A medida que
um maior numero de bacteriéfagos tiver seus genomas sequenciados, novos

oligonucleotideos deveréao ser testados e validados.
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4.2.4 Sequenciamento

Foram obtidas duas colénias recombinantes a partir do inserto da
amostra LIMG1, e uma reacdo de PCR confirmou a presenga do inserto
(Figura 6A). Procedeu-se a extragdo do DNA plasmidial e sua purificagéo
(Figura 6B). O plasmideo extraido foi clivado com a enzima EcoR | e o
fragmento gerado foi de pouco mais de 400 pb (Figura 6C), consistente com
o tamanho do fragmento inserido (318 pb) acrescido de parte do genoma

plasmidial clivado pela enzima (122 pb).

Figura 6 — Confirmacdo da transformacdo de bactérias DH5a com a

sequéncia de DNA viral amplificada.

A: Amplificacdo da sequéncia clonada apoés sele¢do das bactérias recombinantes; (C1 e C2:
colbnias transformadas; M — Marcador Molecular de 100 pb); B: Extracdo plasmidial (M —
Marcador molecular: DNA gendémico do fago A clivado com Hind Ill); C: Clivagem do DNA
plasmidial com a enzima EcoR | (M — Marcador molecular de 1.000 pb). Fragmentos de 400
pb correspondentes a sequéncia clonada adicionada de parte do genoma plasmidial.
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Através da analise pelo software BLAST, sequéncias contidas no
GeneBank para diferentes bacteriéfagos do grupo 936 foram alinhadas
apresentando alta identidade, como mostra a tabela 04. Porém, duas
mutagdes pontuais puderam ser observadas, como evidenciado na Figura
07.

Tabela 4 — Isolados cujas sequéncias foram alinhadas com o fragmento

obtido para o fago LIMG1

Isolado GeneBank Ano* Origem Grupo Identidade
sk1 AF011378.1 1997 Australia 936 93%
P008 AF011378.1 2006 Alemanha 936 91%
p2 GQ979703.1 2010 Canada 936 90%
SL4 FJ848881.1 2009 Canada 936 93%
bIL170 AF009630.1 2002 Franca 936 95%
biIBB29 EU221285.1 2009 Poldnia 936 93%
CB19 FJ848885.1 2009 Canada 936 95%
CB13 ACU46826.1 2009 Canada 936 96%
CB14 ACU46881.1 2009 Canada 936 96%
Q7 AAF85635.1 2000 Canada 936 94%
Q42 AAF85634.1 2000 Canada 936 96%
F4-1 P26596.1 2009 EUA 936 96%
712 ABB77578.1 2006 Irlanda 936 91%
jiv0 ABB77632.1 2006 Irlanda 936 90%
P335 DQ838728.1 2008 Franca P335 17%
c2 L48605.1 1996 Nova Zelandia c2 10%

*Ano de publicagao da sequéncia no banco de dados do GeneBank.
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skl
Q42
F4-1
bIL170
SL4
CB13
CB14
LIMG1
CB19
bIBB29
P00S
Q7

p2

712
jjso

skl
Q42
F4-1
bIL170
514
CB13
CB14
LIMG1
CB19
bIBB29
P0OOS
Q7

p2

712
1350

PADDVPDHGVKKGATIULOGEMVFIQT DQALKEDILGQQRTENGLGWSPTGNWKTKC
PADDVPDHGVKKGAT|LILOGEMVEFIOT DOALKEDI LGOQRTENGLGHSPTGNWKTKC
PADDVEDHGVKKGATL] QGEMVFIQT DQALKEDILGQORTENGLGWSPTGNWKTKC
PADDVPDHGVKKGATIL] QGEMVFIQTDQALKEDILGQQRTANGLGWSPTGNWKTKC
PADDVPDHGVKKGA i} QGEMVFIQT DOALKEDILGOORTANGLGWSPTGNWKRKC
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Figura 7 — Alinhamento de sequéncias entre o isolado LIMG1 e outros fagos

do grupo 936.

As sequéncias alinhadas foram analisadas através do software

CLUSTALW juntamente com as sequéncias correspondentes dos fagos

P335 e c2, principais representantes dos respectivos grupos, gerando um

filograma baseado nas distancias evolutivas geradas pelas diferengas entre

as sequéncias dos isolados pelo método Neighbor Joining (Figura 08).
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Figura 8- Distancia evolutiva resultante do alinhamento das sequéncias do

isolado LIMG1 e de outros fagos de Lactococcus ja descritos.
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O bacteriéfago isolado neste trabalho se manteve agrupado com
os demais fagos do grupo 936, como esperado. Porém, péde ser observado
certo distanciamento deste fago em relacdo a maioria, uma vez que o
fragmento do genoma analisado possui as duas mutagdes pontuais citadas
anteriormente. Além disso, a alta identidade de LIMG1 em relagao ao isolado
blBB29 também pode residir no fato de haver entre eles uma mutagdo em
comum — onde ha um residuo de serina nos demais bacteriéfagos, LIMG1
possui uma arginina, um aminodacido basico, enquanto bIBB29 possui uma
isoleucina. Além disso, LIMG1 possui também um residuo de valina na
posicdo 20 da sequéncia analisada (Figura 07), enquanto os demais
possuem um residuo de leucina. Devido ao pequeno tamanho do fragmento
analisado, poucas alteracdes se tornam significativas na arvore filogenética,
o que é reforcado pelo fato do alto grau de conservagao desta sequéncia

entre um mesmo grupo.

4.2.5 Perfil de proteinas

Quatro grupos distintos de bacteriofagos puderam ser
diferenciados através de seus perfis proteicos, e sua divisdo € condizente
com o local de onde foram isolados (Tabela 5). Assim, bacteriofagos
isolados a partir de uma mesma amostra apresentaram, em geral, um perfil
proteico semelhante. Como controles negativos foram utilizados o meio de
cultura ndo inoculado, o meio contendo a bactéria H16 e o meio contendo a
bactéria R14. Todos os controles foram submetidos aos mesmos
tratamentos das demais amostras e apresentaram o resultado esperado.

Uma vez que os bacteriéofagos LIMGS8, LIMG11 e LIMG13 séo

provenientes de uma mesma placa de lise no isolamento inicial (primeira
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repeticdo), o fato de possuirem perfis distintos reforca a importancia da

repeticdo deste processo para a garantia do isolamento de um unico fago.

Figura 9 — Perfil proteico dos bacteriéfagos isolados.
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Figura 10 — Perfil proteico do isolado LIMG1.

Crutz-Le Coqg, em 2006, realizou uma reconstrucao tridimensional da
proteina estrutural da cauda de um bacteriéfago do grupo 936 e obteve uma
equivaléncia com proteinas globulares de aproximadamente 20 kDa, o que
estaria de acordo com a proteina predominante encontrada para o isolado
LIMG1, a qual possui aproximadamente 17 kDa (Figura 09).
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Ainda segundo Crutz-Le Coq, uma proteina estrutural de 38 kDa é o
principal componente da cabeca de fagos deste grupo. Assim, o perfil
proteico obtido para o isolado LIMG1 corrobora com aqueles obtidos em

todos os demais ensaios deste trabalho.

Tabela 5 — Grupos virais baseados no padrao de perfil de proteinas

Grupo J Bacteridfago

Amostra Especificidade J Numero de bandas principais L

1 LIMG1 03 R14 3
2 LIMG3 e LIMG4 01 R14 4
3 LIMG6, LIMG11; LIMG13 02 H16 2
4 LIMG8 02 H16 5

4.2.6 Analise morfolégica por Microscopia Eletrénica de Transmisséao

O bacteriéfago LIMG1 possui um tamanho médio de 230 nm, com
uma cauda de 180 nm de comprimento e uma cabega isométrica com um
diametro médio de 50 nm, como foi determinado por microscopia eletronica
de transmissdo. Nenhuma placa basal foi observada. Essas caracteristicas
sdo consistentes com as de bacteriéfagos do grupo 936. Este grupo possui
cabecas isométricas com 45-65 nm de didametro, colar, uma cauda de 10-14
nm de didametro e 100-200 nm de comprimento, além de auséncia de placa
basal, diferentemente do grupo de bacteriéfagos P335 (Jarvis et al., 1991;
Deveau et al., 2006). Variagdes nas dimensdes morfolégicas sdo comuns
entre membros de um mesmo grupo e ndo sado determinantes para a
classificagado destes virus. No Brasil, o unico registro de bacteridfagos de
bactérias lacticas a que tivemos acesso foi de fagos isolados por Marcia
Rosa de Oliveira e colaboradores, 1995. Eles isolaram 10 diferentes fagos
0s quais continham cabecas isométricas de 43 nm de diametro e caudas de

142 nm de comprimento (Oliveira, 1995).
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Figura 11 - Micrografias Eletronicas de Transmissao do bacteri6fago
LIMG1.

Uma segunda micrografia foi realizada utilizando o soro da
amostra 03 sem isolamento. Além de estruturas semelhantes a particula viral
LIMG1, também foram verificados bacteriofagos de cabega isométrica e
caudas de menores comprimentos, além da presenga rara de bacteriéfagos
de cabeca alongada (Figura 12). E provavel que estes bacteriéfagos sejam
especificos para outras espécies bacterianas nao utilizadas neste trabalho
como, por exemplo, Streptococcus thermophillus ou Lactobacillus sp., os
quais sao, como Lactococcus lactis, fermentos amplamente utilizados em

processos fermentativos para producao de queijos e iogurtes.

200 nm

Figura 12 — Micrografias Eletrbnicas de formas virais encontradas na

amostra 03.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados pelo presente trabalho pode-se concluir
que:

- Dezessete bacteriéfagos foram isolados a partir de trés amostras coletadas
em um laticinio, dos quais onze foram propagados com sucesso; quatro
deles em L. lactis subsp. cremoris e sete em L. lactis subsp. lactis.

- Os isolados possuem genoma composto por DNA, com cerca de 48 kb
(LIMG1) e 42 kb (LIMG4);

- Dentre os 17 fagos obtidos, pelo menos quatro pertencem ao grupo 936,
familia Siphoviridae;

- Os fagos LIMG1 consistem de particulas de cabega isométrica com cerca
de 50 nm de didmetro e caudas longas, sem placa basal, de 230 nm de
comprimento;

- Os bacteriofagos isolados foram apresentaram quatro diferentes perfis de
proteinas;

- A anadlise da sequéncia amplificada para o fago LIMG1 revelou uma alta

identidade com outras sequéncias de fagos do grupo 936.
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6 PERSPECTIVAS

Analises ainda deverao ser realizadas para o isolado LIMG1, visto
que ele foi responsavel por um episddio de fermentacao falha no Laticinio A.
Dentre essas analises estdo a purificagcdo e o sequenciamento da regiao N-
terminal da proteina principal do isolado LIMG1, uma componente da cauda
de aproximadamente 17 kDa. Considerando-se que este bacteridfago foi
isolado a partir de uma fermentacgéao falha para produgédo de queijo Cottage,
percebe-se que o Brasil necessita de programas mais efetivos para o
conhecimento, prevencéo e controle desses bacteri6fagos, visto que a falha
nos processos fermentativos pode ocorrer a cada dois meses num mesmo
Laticinio, provocando diminuicdo na qualidade do produto final ou até
mesmo sua perda.

O conhecimento acerca das caracteristicas destes bacteridfagos,
assim como de sua estrutura, podera ser utilizado posteriormente para a
confecgdo de fermentos resistentes através de técnicas de Biologia
Molecular ou ainda para a elaboracdo de estratégias de prevencao de
infecgbes ou descontaminagdo de ambientes, diminuindo assim os prejuizos
causados por esses agentes em industrias de produtos lacteos em todo o

mundo.
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