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RESUMO

DIAS, Roberto Sousa. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Junho de 2011. Isolamento,
purificacdo e caracterizagdo molecular de bacteriéfagos especificos
para Escherichia coli causadora de mastite bovina. Orientador: Sérgio
Oliveira de Paula. Co-orientadores: Leandro Licursi de Oliveira, Francisco
Murilo Zerbini Junior, Marcia Rogéria de Almeida Lamego.

A mastite bovina causa sérios prejuizos tanto ao produtor, quanto a
indstria de produtos lacteos. E causada por diversos patégenos, divididos em
dois grupos principais: ambientais e contagiosos. Enquanto o numero de casos de
mastite contagiosa vem diminuindo, os casos causados por patdégenos ambientais
aumentam, sendo a Escherichia coli o principal agente etiologico. Ha um
significativo aumento no numero de novos casos causados por essa bactéria,
sendo atualmente o principal responsavel por casos de mastite que culminam com
a morte do animal. O surgimento cada vez mais frequente de linhagens multi-
droga resistentes e altamente patogénicas torna necessario o estudo de
alternativas ao uso da antibioticoterapia. Assim os bacteriéfagos, virus que
infectam bactérias e sdo altamente especificos, surgem como uma opg¢ao viavel
devido principalmente ao baixo custo e a rapidez com que € possivel isolar um
novo fago especifico a linhagens resistentes. Estudos recentes da genética dos
fagos e bacteriana tornam mais seguro o uso da fagoterapia, o que torna

necessario estudos moleculares, visando obter dados com relagdo a possivel
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utilizacdo dos mesmos na fagoterapia. Neste contexto, foram isolados 15
bacteriéfagos especificos para linhagens de Escherichia coli isoladas em
rebanhos acometidos pela mastite bovina. Os isolados foram caracterizados com
relacdo ao seu perfil protéico, evidenciando a presenca de 2 proteinas de baixo
peso molecular, composicdo gendmica de DNA dupla fita com cerca de 44 kb.
Com o objetivo de reduzir os custos e o tempo na obtengdo de suspensdes com
alto grau de pureza, foi padronizada uma metodologia de purificagdo por
cromatografia de troca ibnica em um sistema FPLC, sendo possivel a obtencéo de

suspensdes virais com grau de pureza apreciavel.



ABSTRACT

DIAS, Roberto Sousa. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, June, 2011. Isolation,
purification and molecular characterization of bacteriophages specific for
Escherichia coli causing bovine mastitis. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co-
advisers: Leandro Licursi de Oliveira, Francisco Murilo Zerbini Junior, Marcia Rogéria

de Almeida Lamego.

The bovine mastitis causes serious damage to both the producer and the
dairy industry. Caused by various pathogens, divided into two main groups:
environmental and contagious. While the number of cases of contagious mastitis
has decreased, cases caused by environmental pathogens is greatest, and
Escherichia coli the primary etiologic agent. There is a significant increase in the
number of new cases caused by this bacterium, which is currently the main driver
of mastitis cases that culminate in the death of the animal. The frequent
emergence of multi-drug resistant strains and highly pathogenic becomes
necessary to study alternatives to the use of antibiotics. So bacteriophages,
viruses that infect bacteria and are highly specific, appear as a viable option mainly
due to the low cost and speed with which you can isolate a specific new phage
against resistant strains. Recent studies of the genetics of bacterial phages and
make safer the use of fagoterapia, necessitating molecular studies, to obtain data
regarding the possible use of them in fagoterapia. In this context, were isolated 15
bacteriophages specific to Escherichia coli strains, isolated in herds affected by

bovine mastitis. The isolates were characterized with respect to their protein
X



profile, indicating the presence of two proteins of low molecular weight,
composition of double-stranded DNA genome of about 44 kb. In order to reduce
costs and time to obtain suspensions with a high degree of purity, was a
standardized methodology for purification by ion exchange chromatography in a

FPLC system, it is possible to obtain viral suspensions with a appreciable purity.
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1. Introducéo

A mastite pode ter etiologia infecciosa ou nao-infecciosa (Bradley,
2002), sendo a infecciosa que gera mais prejuizos econdmicos em
rebanhos leiteiros (Wilson et al, 1997; Pitkala et al, 2004; Zhao e Lacasse,
2008) o que a torna um problema mundial, que leva a perdas
multibilionarias (Sordillo e Streicher, 2002). Organismos tao diversos como
bactérias, micoplasmas, leveduras e algas podem estar implicadas como
causas da doenca. Com relagdo a classificacdo dos patdgenos, estes
podem ser divididos em contagiosos ou ambientias (Watts, 1988; Blowey e
Edmondson, 1995; Bradley, 2002). A mastite ambiental vem aumentando
em alguns paises e rebanhos, na mesma velocidade com que o controle da
mastite contagiosa vem obtendo sucesso (Lam et al, 1996; Kaipainen et al,
2002, Peeler et al, 2002), sendo que os principais ambientais sao
Enterobacteriacae (particularmente E. coli) e Streptococcus uberis (Bradley,
2002). Diferente das linhagens enteropatogénicas e bacterémicas, as quais
sdo um numero relativamente baixo de sorotipos de E. coli (China e
Goffaux, 1999), os isolados de mastite pertencem a um numero muito
grande de grupos sorologicos que, apesar de ndo patogénicas, podem
adquirir genes que as convertem em linhagens patogénicas (Shpigel et al,
2008). Escherichia coli ndo sobrevive bem no ambiente, sendo as espécies
naturalmente susceptiveis a ampicilina. No entanto, atualmente cerca de
50-60%, tanto de linhagens isoladas de humanos quanto ambientais, séo
resistentes a ampicilina (Wu et al, 1992; Stapleton et al, 1995; French,
2010). Carbapenemas s&o agora o ultimo recurso no tratamento de E. coli
multi-droga resistente (MDR) e a emergéncia de organismos resistentes aos
carbapenemas e, portanto, um motivo de preocupacao.
Organismos portadores do gene da carbapenemase sdo raros em muitas
partes do mundo, mas tem havido relatos do aumento desses organismos
(Nordmann et al, 2009; French, 2010). A resisténcia bacteriana aos
antibioticos fez com que houvesse um maior interesse pela fagoterapia
(Merril et al, 1996). Esse interesse vem sendo observado na literatura
cientifica, parte deriva de uma série de experimentos conduzidos com

lisinas de fagos (Loeffler et al, 2001; Schuch et al, 2002), do grande numero



de experimentos com com animais utilizando fagos viaveis como agentes
antibacterianos (Merril et al, 1996; Biswas et al, 2002; Westwater et al,
2003) e de revisbes histéricas da experiéncia soviética com a fagoterapia
(Carlton, 1999; Sulakvelidze et al, 2001).



2. Revisao bibliografica

2.1 Mastite Bovina

A inflamacgao protege o tecido contra infecgdes e injurias, no entanto
pode ter consequéncias deletérias quando ndo devidamente regulada.
Notavelmente, as trés semanas que antecedem o parto até as trés primeiras
semanas de lactacdo tém sido reconhecido como um periodo onde os
mecanismos chave da regulacédo do sistema imunologico do hospedeiro sdo
alterados dramaticamente. Como consequéncia, o rebanho leiteiro esta
mais susceptivel a doencas metabdlicas e infecciosas durante o periodo
perinatal (Drackley et al, 2001; Goff, 2006; Sordillo et al, 2009). Desordens
ocorridas durante este periodo podem grandemente impactar a eficiéncia na
produtividade durante a lactagcdo (Sordillo e Aitken, 2009). Sordillo et al
(2009) observou que a tremenda carga metabdlica experimentada pelo
gado leiteiro durante o periodo perinatal pode interferir no sutil balango
existente entre a inducdo da resposta imune e o fim do processo
inflamatorio, o que deixa o gado mais susceptivel a varias doengas de
grande importancia econdmica, dentre elas a mastite, uma inflamagéo da
glandula mamaria. Em suma, células epiteliais bovinas podem ser
danificadas durante uma infecgao intramamaria por 1) liberagado de variados
produtos celulares e extracelulares de patégenos bacterianos; 2) enzimas
lisossomais e produtos oxidativos liberados de fagdcitos durante a
fagocitose de organismos invasores e 3) proteases do sangue e citocinas

liberadas durante a resposta imune.

Pode ocorrer naturalmente necrose do tecido epitelial mamario
durante a mastite clinica, bem como durante mastites experimentais mais
severas. Em casos moderados de mastite causada por Escherichia coli,
ocorre um dano minimo ao tecido alveolar, como demonstrado por Frost et
al (1980). Neste experimento ele mostrou que as principais mudangas foram
superficiais e confinadas ao epitélio da cavidade do teto, seios lactiferos e
dutos largos, sem sérios envolvimentos do tecido secretor. Em casos mais

graves, a infeccdo progride via sistema de dutos, causando uma reacéo



inflamatdria limitada, mas com intenso comprometimento do tecido secretor
(Frost e Brooker, 1986).

A mastite pode ter etiologia infecciosa ou nao-infecciosa (Bradley,
2002), sendo a infecciosa que gera mais prejuizos em rebanhos leiteiros
(Wilson et al, 1997; Pitkala et al, 2004; Zhao e Lacasse, 2008) o que a torna
um problema mundial, que leva a perdas multibilionarias (Sordillo e
Streicher, 2002). Organismos tao diversos como bactérias, micoplasmas,
leveduras e algas podem estar implicadas como causas da doenga. Com
relagdo a classificagcdo dos patdégenos, estes podem ser divididos em
contagiosos ou ambientais (Watts, 1988; Blowey e Edmondson, 1995;
Bradley, 2002).

Na esséncia, os patdégenos contagiosos podem ser considerados
como organismos adaptados a sobreviverem dentro do hospedeiro, em
especial no interior da glandula mamaria. S&do capazes de estabelecer
infecgdes sub-clinicas, as quais tipicamente se manifestam como uma
elevacdo na contagem de células somaticas (predominantemente
neutréfilos e células epiteliais) presentes no leite e se dispersam entre as
vacas do rebanho no periodo de lactagdo ou proximo a este (Radostits et al,
1994; Bradley, 2002).

A mastite sub-clinica é a principal forma de mastite presente nos
rebanhos atuais, excedendo 20 a 50% de casos da doenca (Wilson et al,
1997; Pitkala et al, 2004; Zhao e Lacasse, 2008). O custo desse tipo de
mastite é dificilmente quantificavel, mas muitos especialistas concordam que
o custo para o produtor médio é maior que da mastite clinica. No entanto,
considerando uma prevaléncia de 45% de mastite sub-clinica, o custo tem
sido estimado em torno de $180 a $320 dolares por caso (Zhao e Lacasse,
2008). Aproximadamente 70% desse custo esta associado com a redugao
na produgao de leite e em grande parte resulta de danos irreversiveis ao

tecido mamario (Oliver e Calvinho, 1995).

Em contraste aos patdgenos contagiosos, patdégenos ambientais séo
bem descritos como invasores oportunistas da glandula mamaria, pouco

adaptados a sobreviverem dentro do hospedeiro, normalmente invadem,
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multiplicam, induzem resposta imune no hospedeiro e sado eliminados
rapidamente. A mastite ambiental vem aumentando em alguns paises e
rebanhos, na mesma velocidade com que o controle da mastite contagiosa
vem obtendo sucesso (Lam et al, 1996; Kaipainen et al, 2002, Peeler et al,
2002;). Os principais patégenos contagiosos compreendem Staphylococcus
aureus, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus agalactiae; os
principais patégenos ambientais sdo Enterobacteriacae (particularmente E.
coli) e Streptococcus uberis (Bradley, 2002). A maioria das bactérias
coliformes isoladas é caracterizada como E. coli, sendo também a principal

causa de mastite crénica (Shpigel et al, 1998, Grohn et al, 2005).

As infecgbes se originam em ambientes contaminados com fezes do
gado e invadem o ubere via o canal do teto (Eberhart, 1984; Kaipainen et al,
2002). O teto e o canal do teto s&o as primeiras linhas de defesa da
glandula mamaria. A queratina presente no canal do teto prové uma barreira
quimica e fisica contra a penetracao bacteriana (Capuco et al, 1992).
Contudo, bactérias podem escapar aos mecanismos de defesa naturais
pela multiplicagdo ao longo do canal do teto (especialmente apds a
ordenha) ou pela propulsao pela cisterna do teto causada por flutuagées do
vacuo durante a ordenha. Apods superar as defesas anatdbmicas, para
estabelecer a doencga, as bactérias devem também evadir dos mecanismos
celulares e humorais de defesa (Sordillo e Streicher, 2002). A imunidade
inata € mais ampla e com resposta mais rapida (Beutler, 2004; Burvenich et
al, 2007), sendo na glandula mamaria bovina o sistema mais importante de
defesa, pois a eliminagdo de apenas um conjunto de células efetoras (por
exemplo, neutréfilos) pode ser suficiente para causar uma profunda

imunodeficiéncia (Jain et al, 1971; Burvenich et al, 2007).

Em vertebrados, a resposta inata celular € amplamente dependente
de células mieldides. Células fagocitarias engolfam e destroem os
patdgenos. Os fagdcitos polimorfonucleares (os quais incluem neutrdfilos,
basdfilos e eosinofilos) tem importédncia chave na contengdo da infecgéo.
Em particular, neutréfilos sdo exterminadores especializados, contando com
um amplo espectro de ferramentas, com as quais destroem patégenos

invasores (Beutler, 2004). Essas células migram do sangue para a glandula
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mamaria (Paape et al, 2000; Burvenich et al, 2007) e sao as principais
células efetoras do sistema imune inato bovino, sendo amplamente
estudadas nos ultimos 30 anos (Burvenich et al, 2007). No entanto, a
protecao oferecida por essas células so é efetiva se ha um rapido influxo de
neutréfilos com subsequente fagocitose (Paape et al, 2002; Paape et al,
2003). Apos ativacdo, liberam granulos protéicos e cromatina que juntas
formam redes extracelulares (NET do inglés neutrophil extracellular traps)
que se ligam a bactéria. Os NET’s degradam fatores de viruléncia e levam a
morte bacteriana. Atividade bactericida de histonas tem sido observada ha
algum tempo (Hirsch, 1958) e recentemente foi mostrado fazer parte do

material liberado por neutréfilos estimulados (Burvenich et al, 2007) (Figura

1).

Estudos recentes demonstraram que E. coli invade as células da
glandula mamaria por uma via endocitica modificada, podendo ser
encontrada em reservatorios intracelulares, in vivo e in vitro, o que indica
que o estabelecimento desses reservatérios sdo um relevante mecanismo
de persisténcia usado por essas bactérias no ambiente do ubere (Passey et
al, 2008). Caso a infeccdo persista, o numero de células somaticas
presentes no leite continua a aumentar, concomitantemente, os danos ao
tecido sdo agravados. Os alvéolos presentes na glandula mamaria
comecam a perder a integridade estrutural e a barreira hemato-leite é
alterada, essas modificacbes levam a entrada de fluido extracelular na
glandula e sua mistura ao leite. Mudangas visiveis no leite e no ubere
comegam a ocorrer, podendo incluir: inchago, vermelhiddo, formacédo de
coagulos e a produgdo de leite aguado. Por definicdo, este € o inicio dos
sintomas clinicos (Zhao e Lacasse, 2008). Em sua forma mais severa, com
multiplicagdo bacteriana descontrolada, todo o epitélio dos seios lactiferos é
perdido, gerando hemorragia no tecido intersticial, levando o animal a o6bito
por toxemia dentro de poucas horas apds a infec¢gdo (Burvenich et al,
2003). A severidade da doenga varia consideravelmente variavel entre os

animais (Zhao e Lacasse, 2008).

Diante da realidade atual nos rebanhos leiteiros e dos prejuizos

causados pela mastite, € de suma importancia o estudo de métodos de
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controle da infecgao, principalmente causadas por bactérias ambientais,
sobretudo E. coli, evitando assim prejuizos ao produtor e consequente
melhora na qualidade de vida, seja pelo aumento da produtividade do

rebanho e ou pelo aumento do valor agregado ao produto.
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Figura 1 A fisiopatologia da mama infectada por E. coli patogénica da glandula mamaria (MPEC,
do inglés mammary pathogenic Escherichia coli). O esquema mostra a replicagdo no espaco alveolar. LPS
interage com receptores do tipo Toll (TLR) e sinalizam a ativacdo de macréfagos alveolares (M®), que
produzem citocinas inflamatérias (IL1B, TNFa) e quimiocinas (KC, MIP2), resultando no recrutamento de
neutréfilos (PMN, polimorfonucleares) e no trafego através do epitélio alveolar (TJ, do inglés tight junction)
para o espaco alveolar. O recrutamento de neutréfilos leva a morte bacteriana através de fagocitose e pela
formacéo de redes extracelulares de neutréfilos (NET). A invaséo do epitélio induz megalocitose, necrose e
apoptose. A fungéo das células dendriticas alveolares mamarias (DC, do inglés dendritic cell) é atualmente
desconhecida (Shpigel et al, 2008).

2.2 Escherichia coli

O sistema de classificagdo atual agrupa os seres vivos em trés

dominios: Bacteria, Archaea (formalmente chamada Archaeabacteria) e os



Eucarya. As eubactérias sao divididas entre dois grandes grupos,
conhecidos como Gram-positivas e as Gram-negativas, baseado no teste de
coloracdo de Gram (Snyder e Champness, 2007). E. coli € um dos
organismos mais estudados no filo Proteobacteria. Sdo classificadas como
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae, tendo certa importancia
devido a sua capacidade de fermentar lactose. Mais de 700 linhagens
antigenicamente diferentes ou sorotipos foram classificados, baseado nos
antigenos O, H e K. Existem duas classes distintas de coliformes: linhagens
que sao inofensivas (linhagens nao-patogénicas) e linhagens que causam
uma variedade de infecgbes tipicas (linhagens patogénicas) (China e
Goffaux, 1999; Burvenich et al, 2003).

O habitat natural de E. coli € o intestino de mamiferos (Shpigel et al,
2008), onde vivem milhdes de células, fazendo parte da microbiota intestinal
de humanos e animais. Elas aderem as mucosas do intestino grosso, onde
funcionam como uma barreira a proliferacdo de bactérias patogénicas, por
possuirem atividade antagonista. Sdo massivamente secretadas com as
fezes no ambiente, sendo assim ubiquo ao ambiente bovino (Jones, 1990;
Burvenich et al, 2003). Linhagens encontradas em leite mastitico séo
similares aos isolados em fezes (Burvenich et al, 2003). E.coli se
comportam como patdgenos oportunistas, no entanto tem havido um
aumento substancial nos casos de mastite causados por esse patdégeno e
atualmente ja4 é aceito como a principal causa de o&bitos por mastite
(Menzies et al, 1995).

Diferente das linhagens enteropatogénicas e bacterémicas, as quais
sdao um numero relativamente baixo de sorotipos de E.coli (China e Goffaux,
1999), os isolados de mastite pertencem a um numero muito grande de
grupos sorologicos que, apesar de ndo serem patogénicas, podem adquirir
genes que as convertem em linhagens patogénicas (Shpigel et al, 2008).
Sao classificadas por antigenos de superficie, mas com uma camada
interna comum a todos os sorotipos (Dosogne et al, 2002a; Burvenich et al,
2003).



Apesar de ser caracterizado como um patdégeno ambiental, a
adaptacido de E. coli ao bovino como hospedeiro, vem sendo observada
(Bradley e Green, 2001; Barkema et al, 2009). At¢é o momento, ndo ha
relatos de transmissao contagiosa, no entanto medidas de biosseguranca
para evitar a transmissdo de linhagens completamente adaptadas a
glandula mamaria podem tornar-se necessarias (Barkema et al, 2009).
Patogenos coliformes sdo o agente etiolégico mais comumente isolado de
casos severos, clinicamente diagnosticados em fazendas leiterias com bom
manejo (Anderson et al, 1982; Hogan et al, 1989; Burvenich et al, 2007) ou
alta produtividade de leite (Shum et al, 2009).

A membrana externa de bactérias Gram-negativas difere em
estrutura da membrana interna, e da membrana plasmatica de bactérias
Gram-positivas. Uma das caracteristicas mais distintas € a presenca de
proteinas integrais, conhecidas como porinas, e a alta permeabilidade
causada por elas, devido a formagao de canais de transporte, um numero
aproximado de 20.000 por célula (Nikaido, 2003; Rakhuba et al, 2010).
Outra diferenca marcante é a presenca de uma camada externa formada
por um unico glicolipideo — o Lipopolissacarideo (LPS), exclusivo de
bactérias Gram-negativas (Rakhuba et al, 2010), que pode agravar a
infeccdo. Em estudo, Dosogne et al (2002b) obteve 16,8 ug de LPS partindo
de um indculo inicial de 10° UFC/mL, incubadas por 6 horas. Sendo a
quantidade de LPS calculada para o leite produzido por um quarto infectado
10° vezes maior que o valor encontrado no sangue (Van Den Berg et al,
1992; Burvenich et al, 2003), podemos perceber a importancia dessa
endotoxina. Proteinas localizadas na membrana e varios sitios presentes no
LPS servem como receptores para bacteriéfagos (Lindberg, 1973; Rakhuba
et al, 2010).

Espécies de E. coli encontradas no ambiente s&do naturalmente
susceptiveis a ampicilina. No entanto, atualmente cerca de 50-60%, tanto
de linhagens isoladas de humanos quanto ambientais, s&o resistentes a
ampicilina, normalmente devido a producao de duas B-lactamases, TEM1 e
TEM2. (Wu et al, 1992; Stapleton et al, 1995; French, 2010). Muta¢gdes em

TEM1 e TEM2 tem resultado em novas [(3-lactamases com amplo espectro
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de acao, que conferem a E. coli resisténcia a segunda e terceira geragao de
cefalosporinas. Os genes que codificam estas enzimas estdo usualmente
localizados em plasmideos transferiveis e normalmente sdo associados com
resisténcia a aminoglicosideos e outros antibidticos (French, 2010).
Carbapenemas sao agora o ultimo recurso no tratamento de E. coli multi-
droga resistente (MDR). A emergéncia de organismos resistentes aos
carbapenemas e, portanto, um motivo de preocupacao.
Organismos portadores do gene da carbapenemase sdo raros em muitas
partes do mundo, mas tem havido relatos do aumento desses organismos.
Esse aumento se deve a transmissdo mediada por plasmideos em
Klebsiella pneumoniae (KPC), principalmente em algumas
partes da China, Israel, Grécia, América do Sul e nos EUA (Nordmann et al,
2009; French, 2010). Recentemente foi relatado enterobactérias,
particularmente E. coli e K. pneumoniae, produtoras de uma nova e
transmissivel carbapenamase, New Dehli metallo-B-lactamase 1 (NDM-1)
(Kumarasamy et al, 2010; French, 2010). Estes organismos s&o incomuns,
mas sua frequéncia tem aumentado e sao resistentes a quase todos os
antimicrobianos. Tem sido encontrado na india, Paquistdo, e no Reino
Unido, com evidéncias de dispersdo intercontinental, sendo agora os
coliformes multi-droga resistentes uma séria ameaga a saude publica
(French, 2010). Ensaios clinicos e estudos experimentais tém,
repetidamente, demonstrado pouco ou nenhum beneficio na utilizacdo da
antibioticoterapia no tratamento de mastite clinica ou subclinica causada por
coliformes em bovinos (Kirk e Barlett, 1984; Jones, 1990; Burvenich et al,
2007). Essas observagdes indicam a necessidade urgente de buscar novas
formas para prevenir ou tratar a mastite causada por coliformes (Burvenich
et al, 2007). Além do problema causado pela resisténcia, surtos recentes
com linhagens de E. coli altamente virulentas vem sendo amplamente
divulgados nos meios de comunicagao, com casos registrados em 8 paises
europeus, entre eles Alemanha, Austria, Dinamarca, Holanda, Noruega,

Espanha, Suécia, Suica e Gra-Bretanha (Ultimo Segundo, 2011).

Os resultados e dados apresentados mostram a necessidade de

alternativas a antibioticoterapia, uma vez que os antibioticos de ultima
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geracao ja vém sendo desafiados por linhagens resistentes. Neste contexto,
os bacteriofagos surgem com uma alternativa viavel e promissora. Devido
ao baixo custo e a rapidez com que um fago especifico para uma

determinada bactéria pode ser isolado.
2.3 Bacteriofagos

Bacteriofagos sdo amplamente distribuidos e exibem dramaticas
manifestagcbes na ecologia bacteriana, tanto em meio liquido quanto em
meio soélido. Alguns pesquisadores ja sugeriam a presenga de
bacteriéfagos, no entanto estes estudos ndo davam suporte suficiente para
pesquisas futuras (Waldor et al, 2005). Hankin (1896) relatou que as aguas
dos rios Jumma e Ganges teriam a capacidade de matar alguns tipos de
bactérias, especialmente do Vibrio cholerae. Ele mostrou que essa
capacidade asséptica era filtravel e sensivel a fervura, o que o levou a crer
que se tratava de uma substancia quimica volatil (Hankin, 1896; Waldor et
al, 2005). Em 1901, Emmerich e Low descreveram uma substancia presente
em culturas autolisadas que tinha a capacidade de lisar diversas culturas,
efeito curativo em infecgcdes experimentais e provia imunidade profilatica a
inoculacdes subsequentes. Estes experimentos iniciais foram limitados a
observagbes em culturas liquidas ja que no inicio da bacteriologia as
culturas eram conceitualizadas como um organismo em si € ndo como uma
populacdo dindmica de células individuais. Os primeiros € mais claros
experimentos usaram o espalhamento de culturas em meio sdlido e se
basearam na observagao de bacteridlise, isto € placas de lise (Waldor et al,
2005). Frederick W. Twort publicou artigo em 1915, em que notou o
crescimento de algumas col6nias contaminantes de micrococcus, e que
algumas possuiam aparéncia mucéide, aquosas ou vitreas. Ele interpretou
esses resultados como sendo algo semelhante a uma doenga infecciosa
aguda de micrococcus (Twort, 1915). Independentemente, em 1917 Félix
d’'Herelle descreve um “micrébio” antagonista as bactérias, lisando-as em
culturas liquidas e formando manchas discretas, as quais ele chamou de
placas, na superficie de agar com bactérias semeadas. Pensando em se
tratar de ultra-virus que invadem bactérias e se multiplicam, tais organismos

foram denominados bacteriéfagos (d’Herelle, 1917).
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Algumas das mais importantes descobertas na area da genética
foram realizadas por meio de estudos com bacteriofagos, ou
resumidamente fagos. Os fagos séo seres n&o vivos, com material genético
envolto em uma capa protéica e/ou uma membrana. Por se tratar de seres
com vida intracelular obrigatoria, os virus ndo podem se multiplicar fora das
células bacterianas. No entanto, se encontram um tipo bacteriano
susceptivel, inserem seu material genético, DNA ou RNA, que utiliza a
maquinaria celular no sentido de produzir mais fagos. Carregam apenas
uma copia de cada gene, o que torna o isolamento de fagos mutantes
relativamente simples, ja que todos os mutantes irdo apresentar o fenétipo
desejado, sem que haja a necessidade de cruzamentos (Snyder e
Champness, 2007).

Logo apds sua descoberta, os fagos foram usados para combater
patdgenos bacterianos (Levin e Bull, 1996; Weinbauer, 2004). No entanto, a
fagoterapia foi abandonada no ocidente, devido principalmente a resultados
ambiguos e a descoberta dos antibidticos. Em alguns paises da Europa
Oriental e os que formavam a Unido Soviética, a fagoterapia continuou a ser
utilizada (Weinbauer, 2004). A ameaca de resisténcia aos antibiéticos

renovou o interesse pela fagoterapia (Merril et al, 1996).

Um novo dominio biolégico foi proposto, ao lado dos dominios
celulares Bacteria, Archaea e Eukarya, o dominio Akamara (akauapa; do
grego sem camara ou vazio), i.e., agentes infecciosos acelulares contendo
acido nucléico como genoma (Hurst, 2000, Weinbauer, 2004). Uma possivel
estrutura organizacional deste dominio foi sugerida com dois reinos e varios

filos e classes, como mostrado na figura 2.
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DOMAIN Akamara (acellular infectious agents)

KINGDOM Eﬂrw Vfa-owﬁ and virusoids)

PHYLUM Deoxyribovira (DNA viruses) Ribovira (RNA viruses) Firoida (viroids and
N S vinasoids)

CLASS DS DMNA SS5SDNA DS RNA +55 RNA -S5 RNA
ORDER Candovirales
FAMILIY Mvoviridae

GENUS  Cyanostylovirus

SPECIES  AS-1

Figura 2 Estrutura organizacional do dominio proposto Akamara,dando énfase a classificacdo do
Cyanostylvirus presente na familia Myoviridae (Weinbauer, 2004)

Varios passos durante o ciclo de vida dos fagos sdo comuns a todos
0s virus: adsorc¢ao, liberagdo do acido nucléico do capsideo, expressao e
replicagcdo, montagem, liberagdo e transmissdo (Duckworth, 1987). A
adsorgcao dos bacteriofagos ocorre em duas etapas. Na primeira, a
adsorcado ocorre pela interacdo com uma estrutura definida na superficie
celular (ap6s um contato inicial) e é reversivel, podendo ainda o fago perder
a interacdo com o receptor, culminado com a nao infeccdao da célula.
Durante a segunda etapa, uma ligagao irreversivel ocorre entre a estrutura
fagica (por exemplo fibras da cauda) e o receptor presente na superficie
bacteriana. Apds a adsorc¢do, a parede celular € permeabilizavel (pelo uso
de enzimas presentes na cauda ou capsideo, por exemplo) possibilitando a
insercao do material genético viral, enquanto o capsideo permanece fora da
célula. Apds a inoculagdo do genoma, este pode seguir dois caminhos, ser
integrado ao genoma do hospedeiro ou permanecer no citoplasma. Para os
virus, este € um estagio onde o genoma do fago existe dentro do
hospedeiro, mas fora do seu genoma, no entanto a expressao génica,

replicacdo do genoma e morfogénese ocorrem normalmente (Weinbauer,
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2004). O periodo de laténcia é a fase da infeccdo onde nao ha fagos livres
ou extracelulares detectaveis e descreve a fase do ciclo que varia entre a
adsorgao e a lise celular. O periodo anterior a montagem dos capsideos e
inclusdo dos genomas é conhecido como periodo de eclipse. O periodo de
crescimento é caracterizado pela liberacdo de fagos maduros para o meio
ambiente, devido a lise celular e a detec¢cdo de fagos livres (virions). O

numero de virions liberados por célula para o meio € chamado o burst size.

Fagos caudados causam a lise celular por um sistema duplo de lise,
constituido por hidrolases de peptidoglicanos (endolisinas), que atacam a
mureina presente na parede celular, e holinas, que danificam a membrana
plasmatica e permitem que as endolisinas tenham acesso ao peptidoglicano
(Ackermann, 1999). Podem também ser liberados por brotamento ou
extrusdo. O estagio extracelular termina com a inviabilidade do fago ou uma
nova infecgdo. Os fagos mostram varios ciclos de vida: litico, lisogénico,
pseudolisogénico e infecgdes crbnicas (Figura 3). No ciclo litico, os fagos
(liticos ou virulentos) direcionam a maquinaria do hospedeiro para a
producdo de novos fagos, os quais sdo liberados pela lise celular. O ciclo
lisogénico se caracteriza pela manutencdo do genoma (lisogénico ou
temperado) em um estado de dorméncia (profago), em que se replica
juntamente com o genoma do hospedeiro, até que o ciclo litico seja
induzido. A decisédo lisogénica dos fagos temperados, pelo estabelecimento
do préfago ou nao, acontece apos a introducdo do material genético no
interior celular. Infecgdes crénicas ocorrem quando uma célula é infectada e
a progénie viral € constantemente liberada por brotamento ou extrusdo. Em
infeccbes persistentes (Pseudolisogenia, estado de carreador), fagos
multiplicam em uma fracdo da populagdo. Pseudolisogenia e estado de
carreador sdao amplamente usados como sinénimos, no entanto estado de
carreador é mais estritamente utilizado para bactérias contendo profago na

forma de plasmideo (Ackermann e Dubow, 1987; Weinbauer, 2004).
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Figura 3 Os diversos ciclos de vida dos bacteri6fagos sé&o apresentados. Infecgdes crénicas, com o
brotamento ou extrusao de virions; ciclo litico, levando a lise celular; pseudolisogenia, algumas células se
mantém néo infectadas e lisogenia, onde é observada a presenca do préfago (Weinbauer, 2004). No
entanto, tais classificacdes sdo provavelmente uma simplificacdo da diversidade de ciclos de vida dos
bacteridfagos (Lenski, 1988)

A observacéo de que 96% dos fagos isolados de procariotos sao
caudados (Ackermann, 1996) sugere que a maioria dos bacteriofagos
pertencem ao grupo monofilético de fagos caudados (ordem Caudovirales).
Possuem DNA de fita dupla como material genético e sao divididos em trés
familias, de acordo com caracteristicas bioquimicas e moleculares da cauda
(Ackermann, 1999), com uma cauda longa e flexivel (Siphoviridae), fagos
com cauda contratii (Myoviridae) e fagos com cauda muito curta
(Podoviridae) (Weinbauer, 2004). A origem dos fagos caudados ocorreu
antes da separagao dos trés dominios Bacteria, Archaea e Eukarya, tendo
provavelmente cerca 3,5-3,7 bilhdes de anos. Fagos sao relatados para
Eubacteria e Archaea, considerando sua presencga para células do dominio

Eukarya uma duvida (Ackermann, 1999, Hendrix et al, 1999).

Um renovado interesse na fagoterapia vem sendo observado na
literatura cientifica. Parte desse interesse deriva de uma série de

experimentos conduzidos com lisinas de fagos (Loeffler et al, 2001; Schuch
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et al, 2002), do grande numero de experimentos com animais utilizando
fagos viaveis como agentes antibacterianos (Merril et al, 1996; Biswas et al,
2002; Westwater et al, 2003) e de revisbes historicas da experiéncia

soviética com a fagoterapia (Carlton, 1999; Sulakvelidze et al, 2001).
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3. Justificativa

A mastite bovina causa sérios prejuizos, tanto aos produtores rurais
quanto a industria de laticinios, além de significar sérios riscos a saude dos
consumidores. A mastite ambiental vem aumentando em alguns paises e
rebanhos, na mesma proporgao com que a mastite contagiosa vem obtendo

sucesso no controle.

A antibioticoterapia ainda € o método mais utilizado no tratamento e
prevencado da mastite, no entanto o surgimento de linhagens mais virulentas
e resistentes aos antibiéticos comumente utilizados traz a necessidade de
novas alternativas a antibioticoterapia. Nesse contexto, os bacteridfagos
surgem como uma alternativa viavel, pois o isolamento de um novo
bacteriéfago contra bactérias resistentes € mais rapido e com custo

reduzido, quando comparado a obtengcao de um novo antibidtico.

Sendo a Escherichia coli um dos principais patdgenos ambientais, o
estudo de alternativas no controle do patdgeno é algo necessario,
principalmente apds os recentes surtos de linhagens altamente virulentas.
Neste trabalho buscamos isolar e caracterizar, tanto molecular quanto
morfologicamente bacteriofagos especificos para Escherichia coli isolada
em casos de mastite clinica e sub-clinica de rebanhos leiteiros da Regiédo da
Cidade de Vicosa/MG, além de padronizar um método de purificagao de

bacteriéfagos caudados por cromatografia de troca idnica.
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4. Material e métodos

4.1 Isolamento e Caracterizacdo Molecular

4.1.1 Linhagens de Escherichia coli

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho fazem parte da
colecao de patdgenos causadores de mastite do Laboratério Imunovirologia
Molecular do Departamento de Biologia Geral (DBG) - Universidade Federal
de Vicosa (UFV). S&o linhagens isoladas do leite de animais com mastite
clinica e sub-clinica: E. coli 28, E. coli 29, E. coli 30 e E. coli 31. As
amostras de leite foram estriadas em placa de Petri com agar-sangue de
ovino e em agar McConkey de cada uma das amostras coletadas e
incubadas a 37°C, por 24 horas. Logo apés, foi feita coloragdo de Gram a
partir das colbnias 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 utilizado o kit Bactray | (Laborclin, céd. LB 880108).
4.1.2 Estoques bacterianos

Estoques bacterianos utilizados durante o0s ensaios com
bacteriéfagos foram obtidos seguindo metodologia descrita por Sambrook e
Russell, 2001. Bactérias foram estriadas em placas contendo meio Luria -
Bertani, composto por Triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%,
pH 7,0) suplementado com 1,4% de agar bacteriolégico (LB-agar) e
incubadas a 37°C. Colbnias isoladas foram cultivadas em meio LB liquido
sob as mesmas condi¢gdes. Apds o periodo de incubagdo, com as culturas
em fase log (considerada aqui culturas com DO igual a 0,5), foram
centrifugadas a 4000xg por 20 minutos e o precipitado ressuspenso em 2
mL de MgSO4 10 mM. A densidade 6ptica medida no comprimento de onda
de 600 nm (DOeno) foi ajustada para 2. Este estoque bacteriano foi utilizado
nos ensaios posteriores de plagueamento. As linhagens utilizadas foram

mantidas em glicerol 50% a temperatura de -20°C para estudos futuros.
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4.1.3 Isolamento de bacteriéfagos a partir de amostras
liquidas

O isolamento dos bacteridfagos seguiu metodologia descrita por Tanji
et al (2008) com modificagdes. Amostras liquidas foram colhidas nas
centrais de captacdo da rede de esgoto do Servico Auténomo de Agua e
Esgoto (SAAE) da cidade de Vigosa, acondicionadas em tubos de 50 mL
protegidos da luz solar, sendo mantidos no gelo durante todo o transporte.
Em laboratorio foram centrifugadas a 12.000xg por 15 minutos para
precipitacdo de particulas maiores. O sobrenadante foi transferido para
tubos novos e a esse adicionado polietilenoglicol (PEG, massa molecular
8.000) na concentragao final de 10% (m/v). Os tubos foram mantidos
durante a noite a 4°C e em seguida centrifugados a 11.000xg por 20
minutos, visando a precipitacdo das particulas virais. O precipitado
resultante foi suspenso em 5 mL de tampéo de diluicao de fago (SM: 5,8 g
de NaCl, 2,0 g de MgS0,4.7H,0, 50 mL Tris-HCI 1M pH 7,5, 5 mL gelatina
2% e H20 q.s.p 1L) e extraido uma vez com igual volume de cloroférmio. O
cloroférmio e os restos celulares foram removidos por centrifugacao
(4000xg, 10 minutos, 4°C). O concentrado viral resultante foi mantido a 4°C
e serviu como fonte de bacteri6fagos para o plaqueamento, por até 10

meses.
4.1.4 Plagueamento de bacteriéfagos

As suspensdes obtidas no processo de isolamento foram testadas
quanto a presenca de particulas virias viaveis pelo método de ‘pour plate’,
seguindo metodologia descrita em Sambrook e Russell, 2001. Aliquotas de
100 uL das suspensdes foram incubadas com 100 pL do estoque bacteriano
(linhagem E. coli 30, escolhido aleatoriamente entre as linhagens presentes
na colegcdo de patdogenos causadores de mastite do Laboratorio de
Imunovirologia — DBG/UFV e utilizado em todos os procedimentos de
propagacao), por 30 minutos e a estas adicionado 3 mL de LB acrescentado
de agar bacteriolégico na concentragcdo de 0,7%, fundido a 55°C. Apds
homogeneizagdo com o auxilio de uma micropipeta, a mistura resultante foi

vertida em placa de cultura contendo LB-agar. Apdés a solidificacédo a
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temperatura ambiente, as placas foram incubadas por 1 hora sem inversao,
visando facilitar a dispersdo dos fagos e aumentar o didmetro da placa de
lise. Em seguida, as placas foram invertidas e mantidas por 24 horas em
estufa a 37°C. No dia seguinte, a presenca de placas de lise foi observada
para cada amostra. Placas de lise individuais foram colhidas com o auxilio
de ponteiras para servir como fonte de propagacédo de fagos em cultura
liquida. A repeticdo deste procedimento, por trés vezes para cada placa,

sugeria a obtencgéo de fagos isolados.
4.1.5 Propagacao de bacteriéfagos a partir de placas de lise

A linhagem bacteriana de isolamento foi ativada pela incubagao a
temperatura de 37°C, até atingir com DOgy entre 0,7 e 0,5 foi entéo
repicada em 15 mL de meio LB até atingir DOggo igual a 0,5. Placas de lise
individuais foram adicionadas e incubadas por 12 horas sem agitacéo, a
37°C. Apds o periodo de incubagao foi adicionado igual volume de LB
estéril, sendo incubado por 4 horas sob as mesmas condigdes. Em seguida
foi acrescentado cloroférmio 10% (v/v) e NaCl 1M, com o objetivo de lisar as
bactérias e dissociar os fagos dos restos celulares. As misturas foram
homogeneizadas e mantidas a 4°C por 1 hora, seguido por centrifugacao a
5000xg, por 20 minutos a 4°C para sedimentacdo de restos celulares e
separacao de fases. A fase aquosa foi cuidadosamente recolhida e
transferida para tubos estéreis, sendo armazenados a 4°C. As amostras
foram plaqueadas em seguida para avaliagcdo do sucesso da técnica e

viabilidade dos fagos, sem a adi¢gao de mitomicina.
4.1.6 Propagacao de bacteriéfagos em meio liquido

A metodologia empregada seguiu procedimento descrito por
Sambrook e Russell, 2001, com algumas modifica¢gdes. Foram adicionados
100 pL (aproximadamente 10° UFC/mL) de culturas bacterianas (DOggo 0,5)
e 100 pyL das suspensdes de fagos a 250 mL de meio BHI. As culturas
foram mantidas a 37°C sem agitacdo até a completa lise celular, seguida
pela adi¢cado de cloroformio e NaCl e posterior centrifugagdo para separagao

das fases. Este procedimento visou obter um numero maior de particulas

20



virais infectivas. Posteriormente, as suspensdes obtidas foram esterilizadas

por filtragdo em membrana de 0,22 ym (Millipore, Billerica, MA, USA).
4.1.7 Titulagdo de bacteriofagos

Foram realizadas diluicbes seriadas das suspensdes fagicas a serem
tituladas e plaqueadas conforme descrito no item 3.1.4. As faixas de diluicdo
empregadas foram determinadas empiricamente, obtendo diluicbes
maximas da ordem de 107"°. As placas foram mantidas em estufa, apds
solidificacdo, sob temperatura de 37°C por um periodo de 8 a 12 horas.
Apoés este periodo foi observada a formacdo de placas de lise. Para a
obtencdo do titulo viral, foram levadas em consideracdo diluicbes onde o
numero de placas de lise variava entre 30 e 300. O titulo viral foi expresso
em unidades formadoras de placas/mL (UFP/mL), e foi determinado pelo

uso da seguinte formula:

Numero de placas de lise X fator de diluigao

= UFP/mL

Volume da diluigdo (mL)

4.1.9 Extracdo de material genético viral

A extracao foi realizada pelo método com Proteinase K (Sambrook e
Russell, 2001). Foram adicionados Proteinase K 50 pyg/mL e SDS 0,5% (p/v)
a suspensao viral. As amostras foram incubadas por 1 hora a 56°C, apos o
periodo de incubagdo foi adicionado igual volume de fenol equilibrado
(Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, Missouri, USA). Os tubos foram agitados por
10 segundos, e as fases separadas por centrifugagdo a 5000 rpm por 5
minutos. A fase aquosa foi recolhida e a ela adicionado igual volume de
uma solugdo 1:1 fenol-cloroférmio. A fase aquosa foi adicionado igual
volume de cloroférmio e apdés nova centrifugacdo a fase aquosa foi
recolhida e misturada a etanol gelado na proporgdo de 2:1, visando a

precipitacdo do DNA. A mistura foi mantida em gelo por 30 minutos e entao
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centrifugado a 15.000xg por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

precipitado ressuspenso em agua deionizada.
4.1.10 Anélise da composicao do material genético viral

O material genético obtido foi tratado com enzimas capazes de
degradar RNA (Ribonuclease A, Fermentas International, Inc. Canada) ou
DNA (Desoxirribonuclease |, Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, Missouri, USA),
conforme recomendacdo do fabricante. Apds os tratamentos as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo TBE 1X
(Tris 0.89 M - Borato 0.89 M - EDTA 0.02 M), sob uma voltagem de 90V
(Ogden e Adams, 1987).

4.1.11 Eletroforese em campo pulsado

O tamanho dos genomas virais foi determinado por eletroforese em
campo pulsado, realizada em gel de agarose 1% em solugdo TBE 0,5X a
14°C por 14 horas, com uma voltagem de 6 V/cm. O tempo de pulsagao
variou de 5 a 10 segundos. O gel foi analisado apds coloragao com brometo

de etidio 0,5 pg/ml e visualizado com luz ultravioleta.

4.1.12 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condic¢des
desnaturantes (SDS-PAGE)

Para obtencdo de proteinas em quantidade suficiente, cerca de 10
mL da suspensao viral foram concentrados pela adicdo de PEG 8.000,
seguida por incubacédo a 4°C e posterior centrifugagcdo. O precipitado foi
ressuspenso em 1 mL de agua destilada e deionizada. As proteinas foram
entdo precipitadas com acido tricloroacético na concentragao final de 10%.
O precipitado protéico foi suspenso em 30 uL de H,O destilada e tampao de
amostra 1X. A corrida foi realizada em gel de poliacrilamida 14%, em
condi¢gbes desnaturantes a uma voltagem constante de 190 V seguindo o
protocolo descrito por Laemmli, 1970. O gel foi corado com Coomassie®
Brilliant Blue G-250 e descorado em solugcdo contendo metanol 50%/acido

acético 30%.
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4.1.13 Andlise de antigenicidade e reatividade cruzada dos
isolados virais

Camundongos Swiss com 5 semanas de idade foram inoculados com
proteinas de concentrados virais, divididos em grupos de 4 animais para
cada isolado, obtidas pela metodologia citada no item 3.1.12. As proteinas
foram solubilizadas em tampao PBS 1X (NaCl 0,13 M, KCI 2 mM, Na;HPO,4
9 mM, KH,PO4 1 mM), e inoculadas com duas doses de reforgo, todas
tendo PBS como veiculo. A administracdo seguiu protocolo descrito por
Galikowska et al (2011), com algumas modificagdes. A primeira inoculagao,
assim como as seguintes, foram por via intraperitoneal, tendo sido realizada
uma dose de reforco com uma semana apos a primeira inoculagédo, e uma
segunda dose de refor¢go apés mais uma semana, visando estimular a maior
proliferacdo de clones de linfocitos produtores de anticorpos especificos aos

bacteriéfagos.

4.1.14 “Western Blot” das proteinas virais

Proteinas virais foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des desnaturantes, seguindo procedimento descrito
no item 3.1.12. As proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, utilizando tampao de transferéncia PBS-tween (PBS 1x
acrescentado de tween 20 a 0,5% (v/v)) usando sistema de transferéncia
Digel DGV10. A transferéncia se deu por duas horas a 190v e foi
confirmada por coloragdo em Ponceau (Ponceau S 0,1% (p/v), metanol 5%
(v/v). O bloqueio foi realizado com BSA 0,5% por um periodo de 15 a 30
minutos. A membrana foi lavada 3x com PBS-tween e adicionado o
anticorpo primario (policlonal 1:100) obtido pela imunizagdo de
camundongos, item 3.1.13. Apds o periodo de incubagcdo de 1 h a
temperatura ambiente, a membrana foi novamente lavada 3x com PBS-
tween e adicionado o anticorpo secundario conjugado com fosfatase
alcalina (1:100). Apos adi¢ao do revelador a reagao foi observada por um
periodo minimo de 10 minutos. Seguindo metodologia de Towbin et al

(1979), com modificacoes.

4.2 Purificacdo de bacteriéfagos
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Na etapa de purificacdo foi utilizada coluna DEAE-Sephadex A50,
contendo dietilaminoetil (OCH,CH;N+H(CH2CHs;)2) que se comporta como
uma base fraca e matriz formada de dextrana. Apds o empacotamento a
coluna foi conectada a um sistema cromatografico LKB FPLC (GE

Healthcare, Pennsylvania, USA).
4.2.1 Padronizacao das condicdes de pH

A padronizagdo das condi¢gdes de iniciais se deu pela analise do
ponto isoelétrico, valor de pH no qual a carga liquida é igual a 0, das
proteinas que compdem o capsideo viral (todo o procedimento de
padronizagao foi realizada com o fago 008). Para tanto, foram realizados
ensaios em diferentes valores de pH, onde pudemos determinar o pH no
qual a carga liquida da particula viral € negativa, possibilitando sua ligagao
aos granulos da resina. Uma quantidade de 0,1 g de resina DEAE-
Sephadex A-50 foi equilibrada com 10 lavagens de 10 mL dos tampdes com
os valores de pH a serem testados (4,5-9,5). Em seguida 5 mL das
suspensdes virais foram misturados com igual volume dos tampdes
indicados e mantidos sob agitagdo em tubos Falcon® de 15 mL, por no
minimo 30 minutos. Apds o periodo de agitagao, os tubos foram mantidos a
temperatura ambiente, por 15 minutos, para completa sedimentacdo da
resina. Foi analisada a presenga de material genético no sobrenadante,
seguindo metodologia descrita no item 3.1.9. A auséncia do genoma do
bacteriéfago no sobrenadante indicava a ligagdo das particulas virais a

resina .

4.2.2 Otimizacdo das condicdes de eluicdo dos

bacteriéfagos

Foram testados trés eluentes, sendo um com baixo pH (5,5) e dois
com altas concentracbes salinas (1M e 2M) em pH 7,5. Apdés a
homogeneizac&o das suspensdes virais com a resina, a mesma foi lavada
10 vezes com 10 mL de solugdo com baixa salinidade (Tris-HCI pH 7,0/0,5M
NaCl). A presencga de contaminantes foi observada por espectrofotometria
no ultravioleta (UV). A resina foi eluida com diferentes tampdes e a

presenca do virus no sobrenadante foi analisada por eletroforese em gel de
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agarose e métodos espectrofotométricos. Todo o procedimento de

padronizagao foi realizado em tubos Falcon de 15 mL.
4.2.3 Cromatografia de troca ionica

Os ensaios cromatograficos foram realizados em coluna empacotada
com resina DEAE-Sephadex A-50, (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, Missouri,
USA) conectada a um aparelho LKB - FPLC (GE Healthcare, Pennsylvania,
USA). A coluna foi equilibrada com 10 volumes do tamp&o A (0,5 mM Tris-
HCI, pH 7,5). Um volume de 25 mL da amostra foi misturado com igual
volume do tampédo A, visando manter a suspensdo em pH ideal. Apds a
passagem da amostra a um fluxo continuo de 0,3 mL/min, o fluxo de B (2M
NaCl, 0,5 mM Tris-HCI, pH 7,5) foi elevado para 100%. Os picos coletados
tiveram a presenca e a pureza dos virus confirmada por eletroforese em gel
de agarose e por varredura em espectrofotdmetro Evolution 60 (Thermo

Scientific), com o comprimento de onda variando de 220 a 320nm.

4.2.4 Andélise morfolégica por microscopia eletronica de

transmissao (MET)

Aliquotas com a presenca de particulas virais confirmadas foram
utilizadas. Um volume de 10 pL foi pipetado sobre um grid (200 mesh),
previamente coberto com Formvar. O grid permaneceu incubado a
temperatura ambiente por 5 minutos e o excesso de liquido retirado com
papel de filtro. As particulas virais aderidas foram contrastadas com acetato
de uranila 2% por 20 segundos e analisadas em microscépio eletronico
Zeiss EM 109 TEM operando a 80 Kv, no Nucleo de Microscopia e
Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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5. Resultados

5.1 Estoques bacterianos

Os estoques bacterianos se mostraram viaveis e foram utilizados por
até duas semanas. Nao foram utilizados estoques bacterianos por mais de

duas semanas devido a relatos da literatura (Sambrook e Russell, 2001).
5.2 Isolamento viral

Foi isolado um total de 15 bacteriéfagos, todos da rede de esgoto da
cidade de Vigosa. Estes foram nomeados da seguinte maneira:
UFVEcophage001 (001), UFVEcophage002 (002), UFVEcophage003 (003),
UFVEcophage004 (004), UFVEcophage005 (005), UFVEcophage006 (006),
UFVEcophage007 (007), UFVEcophage008 (008), UFVEcophage009 (009),
UFVEcophage010 (010), UFVEcophage011 (011), UFVEcophage012 (012),
UFVEcophage013 (013), UFVEcophage014 (014) e UFVEcophage015
(015). Sendo mantidos a 4 °C para utilizagado nos experimentos.

5.3 Propagacéo viral

Ambas as propagagdes foram bem sucedidas, no entanto a
propagacao em pequena escala, a partir da placa de lise, se mostrou mais
eficiente. A técnica nos permite obter um volume menor, no entanto com
titulos extremamente altos. Foi observado aumento no titulo de
bacteriéfagos apdés a adicdo de Mitomicina C a cultura de E.coli, um
antibiotico isolado do Streptomyces caespitosus, soluvel em agua e
solventes orgénicos com massa molecular de 334 daltons (Verweij e
Pinedo, 1990). A Mitomicina C €& um alquilante (eletrofilico) que forma
ligacdes covalentes com o material genético em qualquer estagio do ciclo
celular, o que bloqueia a replicagdo do DNA (Jampel, 1992), causando a
ativagdo dos mecanismos de reparo e do sistema SOS (Snyder e
Champness, 2007). A ativacdo do sistema leva a clivagem de proteinas
virais que inibem a entrada em ciclo litico. O sucesso da propagacéao foi
confirmado pela presenga do material genético viral nas suspensdes por

meio de plaqueamento.

26



5.5 Extracao e andlise da composi¢cdo do material genético viral

O procedimento de extracdo do material genético viral se mostrou
eficiente, pois foi possivel detectar a presenca do material genético em
todas as amostras, apesar do baixo rendimento obtido para algumas
amostras. O material genético obtido foi tratado com nucleases e analise
por eletroforese indicou que os genomas se mostraram resistentes a RNase
e sensiveis a DNase, o que indica genoma constituido de DNA (Figura 4). A
analise por eletroforese em campo pulsado, relevou que os genomas virais

apresentavam aproximadamente 44 kb (Figura 5).

M 002 Dnase Rnase 003 DNase Rnase 006 DNase RNase

23 kb —
9,4 Kb m—
6,5 kb

4,3 kb )y

2,3 kb s
2 Kb w—

Figura 4 Analise da composicdo gendmica de alguns bacteriéfagos. A figura mostra os bacteriéfagos 002,
003 e 006 tratados com DNase (Dnase) e RNase (Rnase). A auséncia de genoma integro quando tratado
com DNase, indica se tratar de material genético constituido de acido dexorribonucléico (DNA). Os
mesmos tratamentos foram repetidos para os demais isolados e 0 mesmo resultado foi encontrado.
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Figura 5 Analise por PFGE dos genomas virais mostrando as bandas respectivas aos genomas virais,
com cerca de 44 kb, indicado pela seta. Foram utilizados os seguintes marcadores: MN - -+ MonoCut; CC
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— Pulse Field - Concatamers. Alguns genomas nao sao apresentados nesta figura, mas outros resultados
demonstram que também possuem genomas com aproximadamente 44 kb.

5.6 SDS-PAGE

A analise por SDS-PAGE revelou a presengca de trés proteinas
principais constituintes das particulas virais, duas com massas moleculares
de 26,9 kDa e 23,4 kDa, e a terceira com cerca de 87 kDa. Os isolados
apresentaram, além das duas mais conservadas, algumas outras proteinas
com massas moleculares em torno de 132 kDa, 77,4 kDa e 7 kDa. Essas
proteinas foram comuns a mais de um fago, estando presentes em mais de
um isolado, sendo que alguns continham duas ou mais das proteinas

citadas (Figura 6).
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Figura 6 A — Anadlise por SDS-PAGE do perfil protéico dos isolados virais. As cabecas de seta amarelas
mostram proteinas que sdo comuns a apenas alguns isolados, enquanto as cabegas de seta vermelhas
mostram proteinas conservadas em todos os isolados. B - Perfil do fago 008 apds propagagéo,
evidenciando as bandas mais intensas referentes ao fago, primeiro fago a obtermos altos titulos.

5.7 Western blot

Os anticorpos obtidos contra todos os isolados virais foram utilizados
no ensaio de “Western blot”. Os resultados sugerem que as duas proteinas
principais, com massas moleculares iguais a 26,9 kDa e 23,4 kDa,
observadas no SDS-PAGE, possuem capacidade antigénica, induzindo a
producao de anticorpos especificos. No entanto, apresentaram reatividade
cruzada entre os isolados analisados, demonstrando haver epitopos

antigénicos comuns entre eles (Figura 7).
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Figura 7 Foi analisada a reatividade cruzada entre os 15 bacteriéfagos isolados. Os bacteriéfagos foram
testados contra anticorpos especificos contra outro isolado. M - marcador de peso molecular; 2.2 - 002
incubado com anticorpos anti 002; 3.2 - 003 incubado com anticorpos anti 002; 2.3 - 002 incubado com
anticorpos anti 003; 3.3 - 003 incubado com anticorpos anti 003; 4.4 — 004 incubado com anticorpos anti
004; 6.4 - 006 incubado com anticorpos anti 004; 4.6 — 004 incubado com anticorpos anti 006; 6.6 — 006
incubado com anticorpos anti 006.

5.8 Condi¢cdes de adsorcao

Pela andlise da presenca do material genémico, foi observado que a
partir do valor de pH 6,5 ha uma significativa redu¢do na quantidade de
material genético presente no sobrenadante, estando completamente
ausente a partir do valor de pH 7,0. Estes resultados sugerem que as
proteinas constituintes do capsideo viral possuem ponto isoelétrico proximo
ao pH 6,5 e adquirem carga negativa liquida a partir do pH 7,0,

permanecendo ligado a resina (Figura 8).
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Figura 8 Gel de agarose revelando a presenga do genoma do fago 008 no sobrenadante apds agitacéo
em presenga da resina, do pH 4,5 ao pH 6,0. Em valores de pH acima de 6,0 n&o foi possivel observar o
genoma viral no sobrenadante, o que indica que a permanéncia das particulas virais ligadas a resina. Em
pH 6,5 ainda podemos observar algum material genético, o que ndo ocorre em valores superiores. M —
Marcador de peso molecular 71 Hind Ill.

5.9 Condic¢des de eluicéo

Apenas o pH 5,5 foi incapaz de interferir nas interagdes eletrostaticas
entre a resina e as particulas virias, assim como as concentragdes de 0,5 M
e 1,0 M de NaCl em tampéao Tris-HCI, pH 7,5. Porém quando utiliza-se o
tampao com concentragdo de 2 M de NaCl foi possivel observar a presenga
dos bacteriéfagos no sobrenadante apds agitagéo do fago 008, previamente
agitado em presenga da resina com concentragdo salina inferior, a qual

garantiu a permanéncia dos fagos ligados a resina (Figura 9).

M 55 55 05 05 10 1,0 M__S/NaCl 2.0M_20M

Figura 9 Gel de agarose do genoma viral eluido com 2 M e auséncia do mesmo nas outras condi¢cdes
analisadas: baixo pH (pH 5,5), baixa salinidade (NaCl 0,5 M) e salinidade média (NaCl 1,0 M).

5.10 Cromatografia de trocaibnica

A andlise cromatografica sugeriu a presenga dos bacteriéfagos

em mais de uma aliquota (aliquotas 21, 22, 23 e 24) (Figura 10), no entanto
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a aliquota 24, que concorda com o pico de absorbancia, apresentou maior
concentracdo protéica, evidenciado por uma maior absorbancia no
comprimento de onda de 280 nm e maior grau de pureza quando
comparado com as demais aliquotas, demonstrando pela observagao de
proteinas adicionais presentes tanto no pool quanto no concentrado com
PEG (Figura 11).
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Figura 10 Varreduras realizadas em espectrofotdbmetro das aliquotas 21, 22, 23 e 24, com comprimento
de onda variando de 220 nm a 320 nm, a fim de analisar a concentragao protéica e inferir sobre a pureza
das aliquotas.
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Figura 11 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢ées desnaturantes (SDS-PAGE) mostrando na
ordem: M - marcador de peso molecular, P - pool aliquotas 21, 22 e 23, 24 - aliquota 24, C - fago nao
purificado concentrado com polietilenoglicol 8000 kDa (PEG8000). As setas vermelhas indicam algumas
proteinas virais; as setas amarelas indicam proteinas contaminantes presentes no pool das aliquotas 21,
22 e 23.

5.11 Analise morfolégica por microscopia eletrébnica de

transmissao

A analise morfologica por microscopia eletrbnica de transmissao
demonstrou que o isolado 008 é um fago caudado, portanto pertencente a
ordem Caudovirales, com cabeca icosaédrica de aproximadamente 57 nm

de largura, cauda curta nao-contrati com 36 nm de comprimento. Tais
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caracteristicas morfolégicas, relacionadas ao tamanho do genoma o

classificam dentro da familia Podoviridae (Figura 13).

A eficiéncia ndo pode ser analisada devido as dificuldades no
plagueamento, encontradas durante parte dos experimentos. Sendo este o
ultimo passo para obtermos uma metodologia rapida, barata, confiavel e

com bom rendimento na purificagdo de bacteriéfagos.
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Figura 12 Microscopia eletronica de transmissé@o da aliquota 24, contrastado com acetato de uranila 2%.
As setas indicam particulas virais. As cabegas de seta mostram a regido de intersecéo entre a cabecga e a
cauda, curta e ndo-contratil. E possivel observar em A, onde foi visualizado um campo maior do grid, uma
regido com poucos contaminantes, sugerindo uma boa pureza da amostra. As barras valem: A, Ce D —

200 nm; Be E—-100 nm.




6. Discussao

Neste trabalho foram utilizados bacteriéfagos isolados na rede de
esgoto da cidade Vigosa/MG, Brasil. O isolamento a partir da rede de
esgoto se mostrou eficiente contra linhagens bacterianas isoladas em casos
clinicos de mastite bovina. Foram testados isolamentos em outros
ambientes, entre eles o cérrego Sdo Bartolomeu, a lagoa e o estabulo da
UFV. No entanto, a rede de esgoto mostrou resultados mais interessantes,
tendo sido o unico lugar onde o procedimento de isolamento obteve
sucesso, possivelmente devido se tratar de bacteriéfagos contra uma

enterobactéria (Shpigel et al, 2008).

O procedimento de propagacao a partir de placa de lise foi bastante
eficiente, o que nao foi observado com a propagacgao liquida, podendo ser
obtidos titulos mais altos. Apds o isolamento, cujo procedimento se
assemelha com a propagacéo a partir da placa de lise, os bacteriéfagos
foram obtidos por meio da propagacao liquida. No entanto, com a repeticéo
do procedimento por cerca de trés vezes os titulos virais cairam
vertiginosamente, sendo possivel observar poucas placas de lise por mL,
inviabilizando a titulagédo. A presencga dos bacteri6fagos nas suspensoes era
evidenciada pela presenca do material genético (Figura 4) e das proteinas
virais (Figura 6). Inicialmente imaginou-se ser a concentragao, bacteriana e
fagica, o fator chave na eficiéncia da infeccédo viral. Wiggins e Alexander
(1985) demonstraram que partindo da concentracdo de E. coli de 100
UFC/mL e de fagos de 1000 UFP/mL, poderia demorar em média 4000 min
para um fago fazer contato com uma célula, entretanto quando a
concentracdo bacteriana subia para 10° UFC/mL esse tempo era reduzido
para 4 min. Diante desse resultado, a propagagao a partir da placa de lise

foi retomada, agora induzida com Mitomicina C, obtendo 6timos resultados.

A relacédo do estado fisiologico e a decisdo entre o ciclo litico e
lisogénico ja havia sido descrita por Echols, 1986. Além do estado
fisiolégico, outro fator para a obtengdo de altos titulos foi a adicdo de
Mitomicina C, a qual interfere na replicacdo, ativando o sistema SOS e

induzindo os fagos a entrarem em ciclo litico pela clivagem da proteina ClI,
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um repressor ligado a genes relacionados ao ciclo litico (Waldor et al, 2005).
O estado fisiologico teve forte influéncia sobre a decisdo entre os ciclos
liticos e lisogénicos. No entanto foi observado um aumento significativo nos
titulos obtidos na presenga da Mitomicina C. Durante as propagacdes
liquidas, os fagos se mantinham em estado de lisogenia estavel, que era
quebrado pela adigdo de um agente causador de danos ao DNA
(Mitomicina). A presenca do material genético viral observado durante as
propagacoes liquidas pode ser devido a liberagdo de fagos sem indugéo,
originalmente chamada liberacdo de fagos espontdnea (Lwoff, 1953). Os

dados sugerem se tratar de isolados lisogénicos.

Todos os 15 bacteriéfagos isolados possuem dupla fita de DNA como
material genético, podendo pertencer aos 96% dos bacteriofagos
pertencentes ao grupo monofilético dos fagos caudados (ordem
Caudovirales) (Ackermann, 1996), na qual os membros possuem genoma
composto por dupla fita de DNA e sao divididos em trés familias:
Podoviridae, Siphoviridae e Myoviridae, por suas caracteristicas de cauda,

bioquimicas e moleculares (Weinbauer, 2004).

A andlise de composi¢cao gendémica foi realizada por eletroforese em
gel de agarose simples, esta se mostrou satisfatéria nesse tipo de analise,
no entanto nao apresentava resolugdo suficiente para estimarmos o
tamanho preciso do genoma viral. Para isso, utilizamos o PFGE no qual
obtivemos um valor de aproximadamente 44 kb, possibilitando sua
classificagdo em qualquer uma das 3 familias, que possuem genomas
variando de 19 kb (Podoviridae) a 170 kb (Myoviridae) (Ackermann, 1998).
Foram realizados diversos ensaios de PFGE para a determinacdo do
tamanho do genoma de todos os bacteriéfagos, no entanto, devido a baixa
concentracao viral o genoma de alguns isolados eram nitidamente visiveis
em alguns ensaios, enquanto outros nao, ja em outros ensaios outros
isolados eram visiveis, de maneira que no final todos possuiam o tamanho
determinado, mas em ensaios diferentes, tendo sido apresentado o ensaio

onde foi possivel observar o maior niumero de isolados.
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O perfil protéico apresentado na figura 6 diverge entre os fagos,
sendo que algumas proteinas estdo presentes em todos os isolados,
algumas apontadas com setas vermelhas, com massas moleculares de 26,9
e 23,4 kDa. Outras (marcadas com setas amarelas), com massas
moleculares de 98,2 e 10,6 kDa no UFVEcophage 004, 132,16 e 87,25
kDa no UFVEcophage002, sendo possivel observar a presenca de uma
banda com massa molecular semelhante também no isolado 008, marcada
com a seta laranja. Sao relatadas enzimas presentes na cauda de fagos
especificos para E.coli com atividade endosialidasica, o fago K1F possui
uma endosialidase com 119 kDa (Waldor et al, 2005), um valor aproximado
ao encontrado para as maiores proteinas encontradas em alguns isolados
(p. e. 132,16 kDa no isolado UFVEcophage 002). Fagos possuindo
endosialidases sdo comumente encontrados na familia Podoviridae (Waldor
et al, 2005). Devido a baixa massa molecular das proteinas comuns a todos
os isolados, levantamos a possibilidade de se tratarem de proteinas
ribossomais, ja que estas possuem massas moleculares, em sua grande
maioria, com valores abaixo de 20 kDa, para ambos as sub-unidades (30s e
50s), no entanto sao observadas proteinas com massas variando entre 10,9
a 65 kDa para a subunidade 30s e entre 9,6 a 31,5 kDa para a sub-unidade
50s, ndo podendo ser descartada a possibilidade de serem proteinas
bacterianas (Dzionara et al, 1970). No entanto quando conseguimos obter
titulos mais altos percebemos que as bandas vistas anteriormente
continuavam presentes e agora mais intensas, evidenciando se tratarem de

proteinas virais (Fig 6b).

Visando analisar a imunogenicidade dos isolados virais, devido a
importancia da resposta imune numa possivel fagoterapia, camundongos
“Swiss” foram utilizados para a produgcdo de anticorpos especificos,
utilizados nos ensaios de “Western blot”. A inoculacdo das proteinas virais
foi intraperitoneal, j4 que estudos anteriores mostraram n&o haver
diferengas significativas entre as vias de inoculagédo (Adams, 1959). Até o
inicio da década de 50, acreditdva-se que cada fago possuia um unico
antigeno, o qual induzia a produgdo do anticorpo neutralizante. Lanni e

Lanni (1953) apresentaram evidencias claras da existéncia de, no minimo
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dois antigenos distintos no fago T2, sendo um localizado na cauda, alvo do
anticorpo neutralizante. O segundo, provavelmente presente na cabecga,
participa da agregacao especifica e na fixagdo do complemento, estando os
dois epitopos antigénicos presentes em proteinas da superficie viral
(Adams, 1959). Os nossos resultados corroboram com o observado por
Adams (1959), podendo ser observadas duas proteinas com atividade
imunogénica (Figura 7). Tais proteinas demonstraram possuir homologia em
seus epitopos antigénicos, sendo observada reatividade cruzada entre os
isolados 2 e 3, e entre os isolados 4 e 6. Estes resultados sédo coerentes, ja
que todos os fagos isolados possuem perfis protéicos semelhantes e fagos
induzem produgao de anticorpos anti-fagos (Budynek et al, 2010) entre eles
anticorpos neutralizantes (Adams, 1959), que podem interferir na eficiéncia

da fagoterapia.

A utilizagao de particulas virais em terapias requer um alto grau
de pureza desses isolados. O procedimento deve ser rapido, para que seja
possivel o isolamento, propagacado e purificagdo de particulas virais em
curto espaco de tempo, sendo capaz assim de atender demandas
induzidas. Deve também ser barata, para que o tratamento de um rebanho
seja viavel economicamente ao pecuarista leiteiro, seja ele de grande,

meédio ou pequeno porte.

A cromatografia de troca i6nica € a técnica mais popular na
purificacdo de peptideos, proteinas, oligonucleotideos, acido nucléico e
moléculas carregadas. A popularidade se deve, sobretudo, ao alto poder de
resolucdo, alta capacidade, simplicidade e controlabilidade. Esta técnica foi
utilizada na purificagdo de fagos filamentosos (Monjezi et al, 2010), no
entanto ndo ha relatos de sua utilizagdo em fagos caudados. Assim,
buscava-se uma metodologia rapida de obtenc¢ao do valor de pH ideal para
ligacdo das particulas virais a resina DEAE. No trabalho foram realizados
ensaios com 11 diferentes valores de pH (4,5-9,5), objetivando encontrar o
ponto isoelétrico (pl) do conjunto de proteinas formadoras do capsideo viral,
sendo este um fator importante na determinagdo do pH de ligagédo das
mesmas a resina. Buscou-se condi¢gdes onde as particulas virais possuiriam

carga liquida negativa, possibilitando sua adsorgcédo integra a resina de
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carga positiva. Pela observacado dos resultados foi possivel perceber que
em pH 4,0 ha uma pequena redugédo na quantidade de material genético, o
que pode ser causado pelo baixo pH em que a analise foi realizada,
comprometendo a eficiéncia da técnica de extracdo por fenol-cloroférmio.
Sendo o interesse obter particulas virias para sua utilizagdo em
fagoterapias, obter condi¢cdes de ligacdo em pH 7,5, proximo ao fisiolégico
7,4 é de extrema importancia para sua aplicacao, além de estar num valor

préximo ao do tampao SM, no qual os fagos séo estocados (Figura 8).

Foram analisadas condicbes de eluicdo, duas diferentes
concentracdes de salinidade e em pH 5,5. Foram testados os valores de 0,5
M, 1,0 M e 2 M de NaCl em tampao Tris-HCI, pH 7,5. O valor de pH 5,5 foi
testado devido a observagao no primeiro ensaio de que em tal pH o virus
era incapaz de se ligar a resina. Os resultados sugerem que, uma vez a
interacdo entre os fagos carregados negativamente e a resina
positivamente, tenha sido feita, a redugao no pH nao é capaz de desfazer a
interacdo eletrostatica (Figura 9). Pela analise das curvas obtidas, foi
possivel perceber uma maior concentracdo de acido nucléico no pico 24
que nos demais, indicando a presenca de um numero maior particulas
virais, a grande inflexdo também nesta aliquota mostra uma baixa
contaminagdo com proteinas n&o virais (Figura 10). O que €& possivel
observar melhor na figura 11 onde ha a presenga das proteinas virais no
pool das aliquotas anteriores, coincidente com proteinas presente no pico
24, entretanto no pico 24 podemos ver as proteinas presentes na figura 8
(as comuns a todos, marcadas em vermelho e a de massa mais alta,
indicada com seta laranja), no entanto ndo vemos varias proteinas

presentes no pool.

Outro método utilizado visando obter maiores informagdes com
relacdo a morfologia viral e pode oferecer uma idéia do grau de pureza foi a
microscopia eletronica de transmissao, na qual € possivel visualizar os
fagos caudados em areas limpas do grid (Figura 12), o que demonstra alto
grau de pureza, sem contaminantes ou artefatos, confirmando o observado

no SDS-PAGE. Unindo as imagens obtidas, com os dados moleculares, é
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possivel caracterizar os fagos isolados dentro da familia Podoviridae, como
um P22-like phage (Ackermann, 1998).
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7. Conclusdes

« Os fagos UFVEcophage 001-015 possuem perfis protéicos
semelhantes, com algumas variagdes nas proteinas de alta massa

molecular;

* Os bacteriéfagos isolados sao do tipo P22-like, temperados, e
aparentemente sofrem influéncia do estado fisiologico do hospedeiro na
decisdo entre ciclo litico e lisogénico, sendo a mitomicina C um agente

capaz de induzir todos os fagos isolados a entrarem no ciclo litico;

» A cromatografia de troca ibnica demonstrou ser uma técnica mais
rapida e menos laboriosa na obtencdo de purificados virais, quando

comparado a ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de césio;

+ Foram isolados e proliferados nesse trabalho 15 bacteri6fagos
temperados, todos possuindo como material genético uma dupla fita de
DNA de aproximadamente 44 Kb, sendo todos da ordem Caudovirales e da

familia Podoviridae;

Foram obtidas suspensdes com alto grau de pureza pela técnica de
cromatografia de troca ibnica, no entanto, sdo necessarios estudos futuros

com o objetivo de definir o rendimento da técnica.
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