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RESUMO

A salmonelose € uma zoonose que representa um sério problema de saude
publica mundial, devido: a sua alta prevaléncia, a dificuldade de seu controle, ao
seu carater endémico, a morbidade e a mortalidade. O conhecimento da
ocorréncia das diferentes sorovariedades de S. enterica em diferentes regides e
paises pode ajudar no rastreamento e reconhecimento de patdégenos emergentes,
e assim implementar politicas de tratamento e prevencao.

A grande maioria das sorovariedades expressa dois tipos diferentes de
antigenos flagelares codificados pelos genes fliC (fase 1) e fljB (fase 2), sendo
assim denominadas bifasicas. Contudo, algumas sorovariedades expressam
apenas uma das fases, e sdo denominadas monofasicas. E possivel que a
variacao de fase flagelar em S. enterica esteja associada a uma funcao de escape
do sistema imunolégico, por aumentar o repertério de antigenos expressos pela
célula bacteriana, evitando temporariamente a resposta imune celular. Assim
sendo, S. enterica bifasicas possuiriam uma vantagem seletiva sobre as
monofésicas, porém isso nao é totalmente verificado nos estudos epidemiolégicos,
pois no Estado de Sao Paulo, S. enterica 1,4,[5],12:i:-, (monofasica) € uma das
mais comumente associadas aos casos de diarreia e/ou infec¢des sistémicas em
pacientes humanos. De fato, a partir da década de 1990 houve um aumento
significativo da S. enterica 1,4,[5],12:i:- em muitos paises.

Sequéncias de profagos sdo muito comuns em S. enterica, sendo de

conhecimento que esses fagos codificam varios fatores que contribuem para

XV



patogenicidade, diversidade genética e/ou caracteristicas que aumentam o
desempenho. Coculturas experimentais de linhagens de S. enterica podem induzir
espontaneamente profagos, que matam bactérias sensiveis, e assim a indugéo
espontanea de fagos em uma populacdo lisogénica acentua a competitividade
entre populagoes.

Neste estudo foram analisadas culturas puras de S. enterica Enteritidis
(bifasica) adicionadas de fagos liticos induzidos de S. enterica 1,4,[5],12:i:-, bem
como coculturas entre as duas sorovariedades citadas, nas quais foram
observadas inducdes espontdneas de fagos associados a alta densidade
populacional e alteragcbdes das taxas de crescimento em ambos os estudos,
corroborando a hipétese de que S. enterica monofasica pode alterar a dindmica
populacional a seu favor, pela liberagcdo de fagos liticos a outra sorovariedade,
interferindo no crescimento populacional de S. enterica Enteritidis, € que o
sucesso evolutivo de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- pode estar associado a fagos liticos
atuando como um regulador na ecologia bacteriana. Esses dados podem mudar
nosso conhecimento sobre a interagdo bactéria-fago de uma simples relacédo

parasita-hospedeiro para uma coevolucao de duas vias entre seus genomas.

Palavras chave: Salmonella enterica Enteritidis, Salmonella enterica 1,4,[5],12:i:-,

variacao de fase flagelar, fagos.
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ABSTRACT

Salmonellosis is a zoonosis that is a serious public health problem
worldwide, due to its high prevalence, difficulty controlling, their endemicity,
morbidity and mortality. The knowledge of the occurrence of different serovars of
S. enterica in different regions and countries can help in tracking and recognition of
emerging pathogens and thus implement policies for treatment and prevention.

The majority of serovars express two different types of flagellar antigens
encoded by genes: fliC (phase 1) and fljB (phase 2), so called biphasic. However,
some serovars express only one of the phases and are termed monophasic. It is
possible that flagellar phase variation of S. enterica is associated with an escape
function of the immune system to increase the repertoire of antigens expressed by
the bacterial cell temporarily preventing cellular immune response. Thus, S.
enterica biphasic would have a selective advantage over monophasic, but this is
not fully verified in epidemiologic studies, because in the State of Sdo Paulo, S.
enterica 1,4,[5],12:i:-, (monophase) is the one most commonly associated with
cases of diarrhea and/or systemic infections in human patients, in fact, from the
1990s there was a significant increase of S. enterica |,4,[5],12:i:- in many countries.

Prophages sequences are very common in S. enterica, with the knowledge
that these phages encode several factors that contribute to pathogenicity, genetic
diversity and/or characteristics that increase fitness. Cocultures experimental
strains of S. enterica prophages can induce spontaneous, killing susceptible
bacteria, and thus the spontaneous induction in a population of lysogenic phage

enhances the competitiveness between populations.
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This study analyzed pure cultures of S. enterica Enteritidis ( biphasic )
added lytic phage induced from S. enterica |,4,[5],12:i:-, as well as cocultures
between the two serovars cited where inductions were observed spontaneous
phage associated with high population density and changes in growth rates in both
studies, supporting the hypothesis that S. enterica monophase can alter the
population dynamics to their advantage by releasing lytic phage to another serovar,
interfering with the population growth of S. enterica Enteritidis and the evolutionary
success of S. enterica |,4,[5],12:i:- may be associated with lytic phages acting as a
regulator in bacterial ecology. These data may change our understanding of
bacteria- phage from a simple parasite-host coevolution for a two-way between

their genomes.

Keywords: Salmonella enterica Enteritidis, Salmonella enterica 1,4,[5],12:i:-,

flagellar phase variation, phages.
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1. INTRODUCAO

1.1 Salmonelose

1.1.1 Salmonela

Salmonela é um bacilo gram-negativo, flagelado e anaerébico facultativo,
nao formador de esporos, capaz de infectar o homem e muitos outros animais
domeésticos e selvagens, e € considerada uma das principais causas de mortes
por ingestdo de alimentos contaminados, além de provocar grandes encargos

econdmicos em todo o mundo (1-3).

1.1.2 Taxonomia

Este género é dividido taxonomicamente em duas espécies: Salmonela
enterica e Salmonela bongori (4). Salmonela enterica consiste de seis subgrupos
(ou subespécies), grupo | (S. enterica subespécie enterica), Il, llla, lllib, IV e VI.
Somente S. enterica subespécie enterica é de relevancia clinica, pois seus
integrantes incluem os patégenos associados com enterites, infecgdes sistémicas
e febre tifoide. Outras subespécies e S. bongori sdo normalmente isoladas do
meio ambiente ou de répteis, e geralmente ndo sao clinicamente importantes (1).

Sorovariedades de S. enterica subespécie enterica sdo usualmente
nomeadas geograficamente pelo lugar onde foram isoladas (Ex.: Saint Paul, New
Port ou Derby) ou ao tipo de doenca que estdo associadas (Ex: Typhi, Enteritidis,
Typhimurium). Esse nome é escrito em letras romanas, mas sem estarem em

itlico e a primeira letra em maiusculo (5).
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Diferentes sorovariedades podem infectar diferentes hospedeiros e esta

caracteristica também pode ser utilizada na identificagdo das Salmonelas (6).

1.1.3 Variacao de fase flagelar

O flagelo bacteriano tem por funcéo principal a mobilidade, mas contribui
também na patogenicidade e na formacdo de biofilme. Ele é composto por
subunidade proteica chamada flagelina (7). Mais de 40 genes estao associados a
sua funcado, montagem e estrutura (8). A flagelina é importante no processo de
patogénese de varias bactérias que infectam o trato intestinal, rins e sistema
respiratério (9).

A grande maioria dos isolados de S. enterica expressa dois tipos diferentes
de antigenos flagelares, codificados pelos genes: fliC (fase 1) e fljB (fase 2), sendo
assim denominadas bifasicas. Contudo, algumas sorovariedades expressam
apenas uma das flagelinas, e sdo denominadas monofasicas. Outras ainda nao
possuem flagelos (10).

Em uma cultura de S. enterica, apds algumas divisbes celulares, podemos
encontrar parte das bactérias expressando antigeno flagelar de fase 1 e outras
expressando de fase 2, pois ao se proliferar elas podem produzir células que
expressam um ou outro antigeno flagelar (3, 11).

Esse sistema de variacdo de fase flagelar € dependente do operon fljBA e
da recombinase Hin. A funcdo desta recombinase é inverter uma sequéncia de
aproximadamente 1 Kb do cromossomo bacteriano que contém o promotor dos

genes fljB e fljA. Quando o promotor estd posicionado em orientacdo que dirige a
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transcricao desses genes, esta posicao é denominada ON. Neste caso, o0 antigeno
flagelar de fase 2 (FIjB) e a proteina regulatéria FIjA sdo expressos; FljA é um
inibidor pés-transcricional de fliC, o gene regulador da flagelina de fase 1. Nessa
situacao, nao ocorre a producao de FIliC e portanto temos a expresséao da flagelina
de fase 2. Porém, na orientagéo invertida (denominada como OFF), fljB e fljA nao
séo transcritos, pois o promotor esta voltado para a diregdo contraria a do operon
fiBA. A nao producéo de FljA leva a producédo de FIliC, que deixa de ser reprimido.
Nesse caso, temos a producao do antigeno flagelar de fase 1. Esses genes estao
em diferentes locais no cromossomo bacteriano (7, 12).

S. enterica 1,4,[5],12:i:- é um sorotipo antigenicamente semelhante a S.
enterica Typhimurium, que tem a férmula antigénica 4,5,12:i:1,2 (10, 13), porém
nao tem a capacidade de expressar o antigeno flagelar de fase 2 (sendo assim
denominada monofésica), que em Salmonelas bifasicas é representado pela
formula 1,2 (14).

A variacdo de fase flagelar pode estar relacionada ao escape do sistema
imunoldgico, por aumentar o repertério de antigenos expressos pela célula
bacteriana (15), porém o papel biolégico desta variacdo ainda nao foi

completamente elucidado (12).

1.1.4 Salmonelose

A salmonelose é uma zoonose que representa um sério problema de saude

publica mundial, devido: a sua alta prevaléncia, a dificuldade de seu controle, ao
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seu carater endémico, a morbidade e a mortalidade, decorrentes da infeccao
causada por esta bactéria (16).

Em humanos, a salmonelose é contraida geralmente através de alimentos
contaminados, em sua maioria de origem animal (ovos, leite e carne), mas
podendo ocorrer por contaminacdo em vegetais e alimentos manipulados. Os
micro-organismos causadores podem estar em toda cadeia alimentar, desde a
producdo primaria até nos alimentos encontrados em estabelecimentos de
alimentagao tais como lanchonetes e restaurantes (2, 17).

Outra forma de contaminagdo menos comum aos humanos se da através
do contato com animais de estimagao, como iguanas, cobras, tartarugas e alguns
tipos de aves, ou através de atividades profissionais onde o contato com esses
animais é frequente (3).

Clinicamente, as Salmonelas sao divididas em duas categorias, as tifoides
(S. Typhi e S. Paratyphi), que causam a febre tifoide ou paratifoide, e as nao
tifoides (varias sorovariedades, como S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Choleraesuis), que causam diarreia e até infecgdes sistémicas (18).

O sistema imune dos hospedeiros possui receptores que tem a capacidade
de detectar macromoléculas de micro-organismos patogénicos. Em bactérias
gram-negativas esses elementos incluem os lipopolissacarideos e proteinas da
membrana externa. Apds chegarem ao trato intestinal, salmonelas invadem as
células epiteliais, como as células M localizadas nas placas de Payer, em um
processo semelhante a endocitose. Outra barreira inata do sistema imunolégico do

hospedeiro € composta por macrofagos situados na submucosa do intestino.
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Salmonelas que causam infecgdes sistémicas conseguem invadir estas células de
defesa, aparentemente por macropinocitose induzida. Uma vez dentro, elas
conseguem sobreviver e se reproduzir dentro de um endossomo, produzindo e
injetando proteinas no citosol do hospedeiro (3, 19).

Apébs a morte do macréfago, as bactérias podem se disseminar no sangue,
atingindo outros 6rgaos, como o figado, o baco, e a medula 6ssea. Os sinais e
sintomas clinicos sdo decorrentes da multiplicacao bacteriana no trato intestinal
associada ao processo invasivo e inflamatério e a disseminacao bacteriana pelo
organismo hospedeiro (3).

Os sintomas da salmonelose aparecem entre 12 a 72 horas apés o contato
com a bactéria. Podem ocorrer febre, dor abdominal, nadusea, vomitos e diarreia. A
duracao dos sintomas é de 4 a 7 dias e, geralmente, a remissdo da doenca é
espontanea, porém em idosos, em criangas abaixo de 2 anos e imunossuprimidos

pode haver complicacdes, sendo necessario o uso de antibiéticos (20).

1.1.5 Epidemiologia

A sorotipagem de S. enterica e uma importante
ferramenta que ajuda pesquisadores em saude publica a melhor compreender e
definir a epidemiologia das infeccdes em uma determinada area geografica (21).

O conhecimento da ocorréncia das diferentes sorovariedades de S. enterica
em diferentes regides e paises pode ajudar no rastreamento e reconhecimento
desse patégeno, permitindo o estabelecimento de estratégias de controle

epidemioldgico (22).
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No Brasil existem iniciativas no sentido da elaboracdo de um sistema de
informacdo sobre salmonelose. Dados epidemiolégicos sobre doencgas
transmitidas por alimentos (DTA) sao constantemente atualizados pela Unidade
Técnica de Doencas de Veiculacdo Hidrica e Alimentar (UHA) - Coordenacao
Geral de Doencas Transmissiveis (CGDT) - Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS), 6rgao ligado ao Ministério da Saude (23).

Dados de 1999 até 2008 mostram que houve 6.602 surtos da doenca no
Brasil, principalmente devido a ingestao de alimentos, e desses, 43% dos agentes
etiolégicos foram identificados como S. enterica (24). Dados ainda mais recentes,
envolvendo agentes etiolégicos identificados em surtos alimentares de 2011,
mostram que houve 356 casos relatados, dos quais aproximadamente 19% foram
identificados, e destes, em 19 casos o0 agente era S. enterica (23).

Apesar da melhoria das condi¢des sanitarias, principalmente incrementadas
no Estado de Sao Paulo, a salmonelose ainda € a maior causa das infeccdes
intestinais reportadas no sistema de saude. Em estudos feitos entre os anos de
1996-2003 foram isoladas 68 sorovariedades diferentes de um total de 3.554
amostras de S. enterica de origem humana, que foram recebidas e analisadas no
Laboratério de Enteropatégenos do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, vindo de
diferentes localizacdes geograficas no Estado de Sao Paulo (21).

A caracterizacado das sorovariedades de S. enterica comecou no Estado de
Sédo Paulo em 1950 no Instituto Adolfo Lutz e os dados obtidos sao

periodicamente publicados. Durante todo o periodo em que as pesquisas estao se
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desenvolvendo, tem havido uma substancial mudanca na epidemiologia da
salmonelose no tocante as sorovariedades isoladas (21).

Nos Estados Unidos, S. enterica 1,4,5,12:i:- ocupou o sexto lugar entre os
casos relatados no ano de 2006 (14). A sorovariedade 1,4,[5],12:i:-, foi isolada,
pela primeira vez, em S&o Paulo na década de 70. Durante os anos de 1996-2000
dados mostraram que das sorovariedades de S. enterica isoladas houve
predominancia do sorotipo Enteritidis (67%); 0 segundo sorotipo mais
frequentemente isolado foi o Typhimurium (5,2%). Em terceiro lugar aparece
1,4,[5],12:i:- com 5,1%, sendo mais predominante em criangas com idade inferior a
1 a 4 anos, sendo esse dado semelhante em outros paises (21).

Esse isolamento de S. enterica 1,4,[5],12:i:-, no Brasil e também em
diferentes paises, e sua associacdo com varias infeccdes em humanos conflita
com sugestbes prévias sobre a importdncia da variacdo de fase flagelar na
patogenicidade de S. enterica. Ndo foi observada diferenga significativa entre
patogenicidade nas linhagens com e sem variacao de fase flagelar (21).

E dificil ter dados precisos a respeito da propagacdo da sorovariedade
1,4,[5],12:i:-, pois muitos casos nao sao notificados corretamente, devido a falta de
métodos adequados para fazer uma identificacdo e diferenciacao precisa entre
essa sorovariedade e a sorovariedade Typhimurium (25).

Dentre os varios fatores que contribuem para mudancas epidemiolégicas
em bactérias um deles esta intrinsecamente ligado a bacteriéfagos integrados ao

genoma (profagos), que conferem ao hospedeiro vantagens seletivas, tais como a
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codificacdo de fatores de patogenicidade, diversidade genética e/ou

caracteristicas que aumentam o desempenho (26-29).

1.2 Bacteriéfagos

Bacteri6fagos sao virus que infectam bactérias e arqueias e sao as
entidades biolégicas mais abundantes em todo mundo, podendo ser encontrados
em todos os ambientes permissiveis a vida (oceanos, solo, alimentos, trato
gastrintestinais, esgotos, entre outros) (30). Por serem tdo abundantes,
desempenham um papel fundamental nos ecossistemas, influenciando a ecologia
e a evolugdo bacterianas, mantendo e balanceando sua diversidade (31-33).

Os Dbacteriéfagos, ou simplesmente fagos, foram descobertos
independentemente por Frederick William Twort e Félix Hubert d’Herelle nos
primérdios do século XX (34). Como outros virus, fagos ndo sdo considerados
formas de vida por definicao, pois sdo destituidos de estruturas celulares, e sao
dependentes de uma célula para reproducéo (34).

Eles ocupam uma posi¢ao Unica na biologia, pois s6 se tornam parte de um
sistema vivo apds infectar uma célula hospedeira e se integrar a ela, adquirindo
autonomia, que é uma caracteristica dos seres vivos, e por meio de um complexo
mecanismo ativam suas propriedades metabdlicas e sintéticas (35).

Quando um virus se encontra no estado extracelular, ele ¢é
metabolicamente inerte, ndo realizando fung¢des biossintéticas, e nesse formato de
particula viral € denominado virion. Os virions transportam todo o genoma viral, e

eventualmente proteinas acessérias, e sdo capazes de infectar uma célula
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hospedeira (36). Eles sdo parasitas intracelulares obrigatérios, carregando seu
genoma para uma célula suscetivel com a finalidade de produzir progénie. Cada
particula viral (virion) é composta por acido nucleico que pode ser DNA ou RNA,
fita simples ou fita dupla, sendo ainda envolto por uma capa proteica ou
lipoproteica chamada de capsideo. A associacdo do acido nucleico com a
capsideo leva o nome de nucleocapsideo (30).

Na natureza, estima-se que a ordem de grandezas dos bacteriéfagos seja
em torno de 10°° a 10*2 particulas virais. Muitos genomas ja foram observados e
desses, 96% correspondem ao virus caudados, pertencentes a ordem
Caudovirales (37). Essa se divide em trés familias: Myoviridae, com cauda
contratil (24,5%); Siphoviridae, ou virus com cauda longa e ndo contratil (61%), e,
finalmente, Podoviridae, ou virus com cauda curta (14%). Os demais fagos (3,7%)
apresentam morfologias distintas (poliédricos, filamentosos ou pleomérficos). Eles
pertencem a 12 familias e 3 grupos com status de género. Algumas dessas

familias consistem de apenas um unico membro (37).

1.2.1 Ciclos reprodutivos

A diversidade de fagos, tipos hospedeiros e diferentes meio ambientes
implicam diretamente a existéncia de ciclos biolégicos diferentes (34).

No ciclo litico, também conhecido com virulento, o fago como um virion
injeta seu genoma na célula hospedeira, e apds a infeccdo assume o controle do
metabolismo do hospedeiro, fazendo com que a maquinaria molecular da bactéria

produza outros fagos. O ciclo litico € controlado por uma cascata de eventos, do
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qual cada conjunto de genes contém um regulador necessario a expressao do
préximo conjunto (30, 38). No ciclo litico, a bactéria hospedeira € rompida (lisada),
liberando uma progénie constituida de particulas virais, que por sua vez,
perpetuam o ciclo replicativo invadindo novas bactérias (34).

Os fagos podem também apresentar uma forma alternativa de existéncia, o
ciclo lisogénico, na qual seu genoma esta presente na bactéria em uma forma
latente, conhecida como profago. Essa forma de propagacao € conhecida como
lisogenia (38). No ciclo lisogénico, sendo os fagos denominados temperados, o
genoma viral é inserido no genoma bacteriano, entrando em um estado latente por
tempo indeterminado, e quando a bactéria se divide, ele é herdado da mesma
forma que os genes bacterianos. Isso ocorre até algum evento de inducao, quando
o fago entra em ciclo litico novamente (30, 39). Uma vez que a bactéria é
infectada por um fago temperado, as condicoes fisioldgicas da bactéria hospedeira
determinam a entrada no ciclo litico ou lisogénico (38). Se no inicio do processo
de infec¢do o estado metabdlico do hospedeiro permitir a expressao de proteinas
repressoras (produtos dos genes cl, cll e clll), os genes responsaveis pelo ciclo
litico sado reprimidos e a lisogenia é estabelecida, com a integracdo do genoma do
fago no genoma bacteriano. Niveis do produto do gene cll e da proteina Cro sao
determinantes para a escolha entre os dois ciclos, onde cll esta relacionado a
sintese do repressor € a manutengao da lisogenia, enquanto Cro inibe a sintese
do repressor e consequentemente inicia-se o ciclo litico (40, 41). Contudo, esse
estado quiescente ndo é permanente; situacdes adversas ao DNA, como agentes

quimicos (antibidticos, sinalizadores biolégicos e outros) e fisicos (luz ultravioleta,
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calor e outros) e outros fatores ambientais, podem desencadear alteracbes
fisiolégicas, onde os dominios C terminais da estrutura dimérica do repressor sao
clivados, dissociando-se do DNA, tendo-se inicio, assim, a expressao de genes
essenciais ao ciclo litico, que acabam por induzir o profago, que passa entao de
seu estado latente para a producdo da progénie viral, lisando assim seu
hospedeiro (34, 38, 42).

Acredita-se que a lisogenia é uma estratégia adaptativa que permite o virus
sobreviver a condicdes adversas, especialmente quando o niumero de hospedeiros
é baixo (27, 43).

Temos ainda outros dois ciclos: a infec¢gdo crénica, caracterizada por
bactérias infectadas que liberam uma progénie viral constante por extrusdo ou
brotamento, mas sem lise do hospedeiro, e a pseudolisogenia, em que os fagos
infectam apenas uma parcela da populagdo. Esses ciclos possuem um aspecto
intermediario entre os ciclos litico e lisogénico, pois, por um lado, o fago nao se
integra ao genoma bacteriano como no ciclo lisogénico, e, por outro, nem todas as

células infectadas sofrem lise como no ciclo litico (34, 44).

1.2.2 Profagos

O sequenciamento de genomas microbianos revelou que, em muitas
bactérias, uma consideravel propor¢do do genoma bacteriano corresponde a DNA
de fagos temperados. O genoma de S. enterica € constituido em meédia por 4,5a 5
Mb e desse montante, 500 a 600 Kb sao insercdes de elementos moveis, em sua

maioria profagos (45, 46). Esses elementos, em alguns isolados, contabilizam
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cerca de 10% a 20% do genoma e representam uma porcao significante na
diversidade genémica, podendo chegar a até 60% de sequéncias reconhecidas
como profagos ou como remanescentes deles (47).

Cada bactéria hospedeira é infectada por fagos especificos. Em alguns
casos fagos podem infectar diferentes subespécies de bactérias. Uma bactéria
pode ser infectada por varios tipos de fagos se eles ocuparem diferentes porcdes
do DNA bacteriano. Porém, cada fago temperado reprime especificamente a
infeccao por outros fagos contendo o0 mesmo repressor, protegendo o hospedeiro
contra superinfeccdo. Essa imunidade a superinfeccdo é consequéncia da
manutencao do estado de lisogenia, e protege o hospedeiro contra lise por fagos
similares (30, 39, 48).

Fagos e outros tipos de elementos genéticos (como plasmidios,
transposons e ilhas de patogenicidade) mediam a transferéncia horizontal de
genes (THG), muito importante na evolugao bacteriana. Esses elementos podem
carregar consigo genes que conferem vantagem seletiva para o hospedeiro, tais
como fatores de patogenicidade e/ou caracteristicas que aumentam a adaptacao
do hospedeiro (26, 27, 45).

Fagos temperados induzidos para o ciclo litico podem carregar consigo
partes do genoma bacteriano onde estavam inseridos. Quando esses fagos
novamente se inserem em um novo genoma também inserem genes bacterianos,
servindo como um veiculo promotor de recombinacao (30, 38).

Alteracdes fenotipicas do hospedeiro mediadas pela agcdo de um

bacteriéfago recebem o nome de conversao lisogénica, ou conversdo fagica,
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permitindo ganhos rapidos de funcdo. Esse fluxo de informagdes genéticas entre
micro-organismos é amplamente mediado por fagos, e facilita o aparecimento de
novas variedades genéticas mediando a adaptacao bacteriana ao ambiente (45,
46). Alguns fagos carregam partes de DNA que ndo sdo necessarias para seus
ciclos vitais; esses fragmentos genéticos podem codificar fatores de viruléncia em
bactérias patogénicas (48).

Essas descobertas tornaram claro que fagos de DNA desempenham um
papel importante na evolucao da patogenicidade de bactérias (49). Esses dados
tém mudado nosso conhecimento sobre a interacdo bactéria-fago de uma simples
relacao parasita-hospedeiro para uma coevolucao de duas vias entre genomas de
bactérias e fagos (50, 51).

S. enterica € um exemplo de patdgeno cujos fatores de viruléncia sao
codificados por profagos. Um estudo acurado de isolados de S. enterica
Typhimurium revelou diferentes sequéncias de aproximadamente quatro ou cinco
profagos completos (21, 46).

Em coculturas experimentais de sorovariedades diferentes de S. enterica
desprovidas ou nao de profagos especificos ocorrem rapidas mudancas na
proporcao celular, como resultado da indugdo de profagos que sao liberados e
lisam células bacterianas sensiveis ou se integram no genoma de outras,
contribuindo assim para a variabilidade populacional. Assim, a inducao
espontanea de fagos em algumas células lisogénicas acentua a competicao entre
diferentes populacdes, regulando um regime de selecao, que forca a manutencao

e propagacao do DNA viral. A julgar pela abundancia e diversidade de sequéncias
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de fagos nos genomas bacterianos, esses contribuem diretamente com o sucesso
evolucionario e a manutencdo da diversidade em comunidades bacterianas
naturais (47, 52).

Estudos recentes demonstraram que diferentes grupos de bactérias
ocupando um mesmo nicho apresentam comportamento de organismos
multicelulares e monitorando-se a densidade populacional foram detectadas vias
de sinalizacdo entre elas, catalisadas por pequenos compostos sinalizadores,
chamados de autoindutores, em um processo conhecido como Quorum-Sensing
(QS). Com poucos individuos ocupando um determinado espaco limitado, poucos
autoindutores sao produzidos; porém, com o aumento da populacdo ocorre
aumento concomitante na concentracdo desses autoindutores. As bactérias
detectam e respondem as esses sinais quando eles atingem um determinado
limiar, modulando a expressao de varios genes (53).

Esses sinais quimicos podem ativar o ciclo litico de profagos em certas
condicoes, especialmente quando a concentracao de células € elevada. Tem sido
observado que em culturas bacterianas crescidas até a fase estacionaria pode
haver inducdo espontanea de fagos associados a alta densidade populacional
(27).

No sobrenadante de algumas culturas de S. enterica crescidas até a fase
estacionaria com a contagem de individuos por volta de 10° UFC/mL sdo
encontrados fagos em uma titulagdo variando entre 10* e 10 *UFP/mL, induzidos

espontaneamente. Porém, esses paradmetros podem mudar drasticamente se a
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populacdo nao for clonal ou contiver outras bactérias ndo lisogénicas aqueles

fagos (47).

1.2.3 Ecologia

O ciclo lisogénico poderia ser assim uma adaptacao a partir de fagos liticos,
como uma forma de estabilizar as relagbées entre parasita e hospedeiro, pelas
quais ambos sobrevivem e sao beneficiados (44).

Podemos entdo considerar que as interacées entre fagos e bactérias
podem ser benéficas para ambos os lados, como visto na lisogenia. Nessa
interacdo, o fago confere a bactéria imunidade a superinfeccao por outros fagos
relacionados, evitando a entrada desses no ciclo litico, e pode conferir ao
hospedeiro um melhor crescimento populacional; a bactéria, por sua vez, confere
ao fago um ambiente estavel e o replica junto com seu genoma (44).

Em sistemas onde coexistam duas ou mais populacdes bacterianas, com
uma delas contendo profagos, esses podem colaborar na competicdo entre
bactérias. Assim, a liberagcdo espontdnea de profagos age como um agente
regulador na ecologia bacteriana (31).

A ocupacao de nichos bacterianos é amplamente mediada por fagos; eles
podem promover o equilibrio entre populagdes mais fracas, aumentando a
competitividade com as populacées dominantes, mantendo, assim, a diversidade
natural entre comunidades bacterianas (52). Para que esse processo ocorra,
algumas bactérias precisam entrar em um ciclo litico, ou seja, lisarem; isto pode

ser considerado como um “suicidio altruista”, muito caracteristico de organismos
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multicelulares; porém, a perda na populacdo é baixa, e é compensada pelos
ganhos competitivos entres as populagdes; portanto, fagos lisogénicos podem
atuar similarmente a toxinas para matar linhagens suscetiveis e melhorar a

competitividade de seus hospedeiros (44, 47, 50).
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto € verificar a existéncia de fagos lisogénicos em S.
enterica 1,4,[5],12:i:- com atividade litica sobre S. enterica Enteritidis, sugerindo
uma possivel vantagem evolutiva para S. enterica 1,4,[5],12:i:- sobre outras
sorovariedades.

Objetivos especificos:

o Verificar a presenca de fagos induziveis em linhagens selvagens de S.

enterica 1,4,[5],12:i:- e S. enterica Enteritidis;

e Analisar a susceptibilidade de linhagens selvagens de S. enterica

Enteritidis aos fagos lisogénicos induzidos de S. enterica 1,4,[5],12:i:-;

¢ Analisar a morfologia dos fagos lisogénicos induzidos, por microscopia

eletrbnica de transmissao, e caracterizar o genoma deles;

e Inferir 0 possivel papel dos fagos lisogénicos induzidos no sucesso
evolutivo de S. enterica 1,4,[5],12:i:-, através de cocultura com S.

enterica Enteritidis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas

As duas sorovariedades de S. enterica utilizadas neste estudo, Salmonella
enterica ,4,[5],12.:i:- (daqui por diante designada como STi) e Salmonella enterica
Enteritidis (daqui por diante designada como SE) (Tabelas | e Il), pertencem a
colecao de culturas do Laboratério de Genbémica e Biologia Molecular Bacteriana
do Instituto de Biologia, Unicamp, tendo sido isoladas de material biolégico
(hemocultura e coprocultura) entre 1998 e 2001 na Unidade de Emergéncia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdao Preto
(HCRP) e estocadas em biofreezer (-80°C). O uso de tais linhagens foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com humanos (HCRPn°2997/2005). Estoques
de trabalho dessas bactérias foram feitos, sendo que uma aliquota do estoque
permanente foi inoculada em meio liquido Luria-Bertani (LB) (54) e incubada a
37°C por 18 horas, aproximadamente, sem agitacdo. Em seguida, as amostras
foram semeadas em meio MacConkey (seletivo para enterobactérias e diferencial
para fermentacao de lactose) e Salmonella-Shigella (SS; seletivo e diferencial para
estes géneros) para uma rapida confirmagdo da identidade das colbnias
estocadas. Uma vez confirmada, as col6nias isoladas do meio MacConkey foram
novamente estocadas em biofreezer, utilizando meio LB, acrescido de glicerol

(20%), como crioprotetor.
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Tabela 1. Amostras de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi) utilizadas neste estudo.

Amostra

Origem

STi 607

STi 624

STi 633

STi 635

STi 607

STi 683

STi 691

STi 5697

STi 6229

STi 6234

STi6175

STi6195

Coprocultura
Coprocultura
Coprocultura
Hemocultura
Coprocultura
Coprocultura
Hemocultura
Coprocultura
Coprocultura
Coprocultura
Coprocultura

Coprocultura
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Tabela 2. Amostras de S. enterica Enteritidis (SE) utilizadas neste estudo

Amostra Origem
SE 600 Coprocultura
SE 601 Coprocultura
SE 602 Coprocultura
SE 606 Coprocultura
SE 618 Coprocultura
SE 672 Coprocultura
SE 676 Coprocultura
SE 678 Coprocultura
SE 679 Coprocultura
SE 636 Coprocultura

3.2 Inducao de bacteriofago de S. enterica 1,4,[5].12.:i:- e S. enterica

Enteritidis (SE)

As amostras bacterianas STi e SE selecionadas foram pré-cultivadas a
37°C durante a noite, em meio LB sem agitacdo. No dia seguinte 0,2mL de cada
cultura foram inoculados novamente em 10mL de LB, constituindo um in6culo

1:50. Essa nova cultura foi incubada a 37°C, com aeragao completa (200RPM) até

55



a fase exponencial de crescimento, estimada através da medicdo de densidade

6tica (DO) a A600nm. Os fagos foram entado induzidos por diferentes métodos.

3.2.1 Inducao de fagos por mitomicina C

Foram testadas duas concentracoes diferentes de mitomicina. Bactérias em
fase exponencial de crescimento receberam mitomicina C (antibidtico da familia
das aziridinas) na concentracao de 1 e 2%; foram homogeneizadas por agitacao
em VvOrtex e levadas novamente para aeragcédo (200 RPM) a 37°C por 1 hora. Apds
esse tempo de exposicao, a cultura foi centrifugada por 10 minutos a 12850G e o
precipitado ressuspendido em 10mL de meio LB novo, para remocao do
antibiético. As culturas induzidas foram, novamente, incubadas com agitacéo (200
RPM) a temperatura de 37°C por mais 3 horas para liberacao das particulas virais.
As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12850G e o sobrenadante
filtrado em membrana Millipore PES 0,22um. O filtrado contendo fagos induzidos
foi estocado em tubos esterilizados a uma temperatura de 4°C, protegido da luz

(28).

3.2.2 Inducao de fagos por Peroxido de hidrogénio (H20,)

Bactérias em fase exponencial de crescimento receberam peréxido de
hidrogénio (H-0. 2mM; Merck PA); foram homogeneizadas em vdrtex e levadas
novamente para aeracao (200 RPM) a 37°C por 1 hora. Apds esse tempo a cultura
foi centrifugada por 10 minutos a 12850G e o precipitado ressuspendido em 10mL

de meio LB novo, para remogéo do peroxido de hidrogénio. As culturas induzidas
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foram novamente incubadas com agitacédo (200 RPM) a 37°C por mais 3 horas,
para liberacdo das particulas virais. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12850G e o sobrenadante filtrado em membrana Millipore PES 0,22um.
O filtrado contendo fagos induzidos foi estocado em tubos esterilizados a uma

temperatura de 4°C, protegidos da luz (28).

3.2.3 Inducao de fagos por raio ultravioleta (UV)

Bactérias em fase exponencial de crescimento foram colocadas em placa
de Petri esterilizadas e levadas ao fluxo laminar com emissao de raios UV por um
periodo de 2 minutos. As culturas foram, novamente, levadas a aeragao (200
RPM) por um periodo de 3 horas a temperatura de 37°C. Apds esse periodo foram
centrifugadas por 10 minutos a 12850G e o sobrenadante filtrado em membrana
Millipore PES 0,22um. O filtrado contendo fagos induzidos foi estocado em tubos

esterilizados a uma temperatura de 4°C(42).

3.2.4 Inducao de fagos por exposicao a meio pré-condicionado

A inducao de fagos lisogénicos de STi capazes de lisar SE, via producao de
auto-indutores por SE, foi também verificada. Para isso, duas linhagens SE (SE
600 e SE 618) foram cultivadas em 10mL meio LB por 24 horas a 37°C sem
agitagao até a DO em torno de 0,8 a 1,0 (A600nm), que corresponde ao inicio da
fase estacionaria. A cultura foi centrifugada por 10 minutos a 12850G e o

sobrenadante filtrado em membrana Millipore PES 0,22um. Esse sobrenadante
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constituiu 0 meio pré-condicionado utilizado nos experimentos posteriores. O meio
LB foi utilizado como controle negativo.

Culturas novas de STi 633 e STi 691 foram inoculadas no meio
pré-condicionado e no controle (LB) e incubadas a temperatura de 37°C sem
agitacao. Apo6s 8 horas de crescimento foi medida a DO e feita a contagem de

fagos induzidos por plaqueamento.

3.3 Extracao do DNA dos bacteriéfagos

Uma aliquota de 3mL de fagos induzidos com titulo de aproximadamente
1,8x10° cada foi tratada com 5U de DNAse a 37°C por 1 hora. Foi adicionada
proteinase K na concentracao final de 0,5ug/mL e aquecido a 56°C por 1 hora.
Apés a digestao foi adicionado SDS na concentracao final de 0,5 % e igual volume
de fenol/cloroférmio; a mistura foi feita por inversao cuidadosamente. As amostras
foram centrifugadas a 5000G por 5 minutos a temperatura ambiente e a fase
aquosa recuperada. O procedimento de adicdo de fenol/cloroférmio e
centrifugagao foi repetido 3 vezes. Ao sobrenadante foi adicionado etanol a 4°C
em um volume 2,5 vezes ao da amostra e a prepara¢dao mantida a -20°C durante a
noite. No dia seguinte as amostras foram centrifugadas a 14000G por 20 minutos
a 4°C e o sobrenadante descartado cuidadosamente. Foram adicionados 500uL
de etanol 70% gelado, sem agitar a amostra. Novamente, uma centrifugacao a
14000G por 20 minutos a 4°C foi realizada. Os residuos de alcool do tubo foram
coletados e eles foram mantidos sobre papel absorvente por aproximadamente 30

minutos, para a completa secagem das amostras. Apds a secagem as amostras
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foram ressuspendidas com 200uL de agua deionizada, ultrafilirada e autoclavada,
sendo a preparagao mantida durante a noite a 4°C e posteriormente conservada a
-20°C.

Apé6s a extracdo, as amostras foram avaliadas por eletroforese em gel de
agarose 0,7% conduzida a 70V (5V/cm) por aproximadamente 2 horas. Como
marcador de peso molecular e referéncia para o genoma de fagos foi utilizado o

DNA do genoma do fago P22 (método de extracao rapida).

3.3.1 Extracao do DNA gen6émico (Extracao rapida)

Aliquotas de 10 puL contendo DNA foram misturadas a 4uL de SDS-EDTA
Dye mix (0,4% SDS, 30mM EDTA, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol
e 20% sacarose) e incubadas a 65°C por 10 minutos. Ap6s a extracdo as
amostras foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 0,7% conduzida a

70V (5V/cm) por 2 horas (54).

3.4 Suscetibilidades das bactérias SE aos fagos induzidos de STi

Dez linhagens diferentes de S. enterica Enteritidis foram utilizadas como
alvo para os testes de suscetibilidade a onze linhagens de S. enterica |,4,[5],12.:i:-,
utilizando-se protocolo modificado de plagueamento (54).

Uma aliquota de 500uL de cultura bacteriana crescida até fase exponencial
foi misturada com 3mL de meio semissoélido LB, fundido a 50°C. Apo6s agitacéao
manual a mistura foi despejada em placas de cultura contendo meio LB sélido. As

placas foram mantidas a temperatura ambiente, para solidificacdo do meio
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semissélido e receberam aliquotas de 5ul de suspensdo de bacteriéfagos
(triplicata), cuidadosamente pingadas sobre a superficie do meio. As placas foram,
em seguida, incubadas novamente a temperatura ambiente até secagem das
gotas. Foram entédo incubadas durante a noite em estufa a 37°C. A observagao de
placas de lise nos pontos que receberam as gotas foi realizada no dia seguinte. O
teste cruzado de suscetibilidade das onze linhagens de STi pelo filtrado induzido

de SE também foi realizado com a mesma metodologia descrita.

3.5 Titulacao de bacteriéfagos — Unidades Formadoras de Placas (UFP)

Basicamente o mesmo protocolo de titulagdo de fagos descrito no item
anterior (3.4) foi utilizado. Diluicées seriadas (fator 10) dos fagos induzidos (5uL)
foram colocadas sobre o meio semissélido em triplicata e apdés a secagem das
gotas as placas foram levadas a estufa 37°C por 24 horas.

As placas de lise que se formaram sobre o “tapete” de bactérias foram
contadas e o titulo de bacteriéfagos expresso em unidades formadoras de placas

(UFP) determinado de acordo com a férmula abaixo:

Numero de placas de lise 1000 pL

— = PFU/mL
Volume da diluigdo(uL) x Fator de diluicdo mL

3.6 Curvas de crescimento bacteriano

3.6.1 Curvas de crescimento bacteriano: Culturas puras
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Duas linhagens de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi 633 e STi 691) e duas
linhagens de S. enterica Enteritidis (SE 600 e SE 618) foram escolhidas para os
ensaios de cocultura. Curvas de crescimento de 24 horas e 107 horas foram
inicialmente realizadas para cada linhagem em separado. As curvas empregaram
meio LB e foram incubadas sem agitacdo a 37°C, partindo de um in6culo 1:100 da
linhagem selecionada em fase exponencial (DO 0,6 com leituras A 600nm).

Foram realizadas amostragens a cada 2 horas na curva de 24 horas e a
cada 12 horas nas curvas de 107 horas. Em cada amostragem foram medidas a
densidade 6tica (DO), a titulagao bacteriana (UFC) por plagueamento de gota, na
qual cada diluicdo seriada (fator 10) foi aplicada em triplicata sobre meio LB e
incubadas durante a noite a 37°C, para determinagdo do numero médio de
unidades formadoras de col6nias (UFC) no dia seguinte, e a titulagédo viral (UFP)
por plagueamento, empregando a linhagem SE 618 como indicadora.

Adicionalmente, aliquotas da cultura foram coletadas para extracao de DNA

e armazenadas a -20°C, apos centrifugacao e descarte do sobrenadante.

3.6.2 Curva de crescimento bacteriano em cocultura

Apés a realizacao das curvas de crescimento das amostras STi (633 e 691)
e SE (600 e 618) separadamente, curvas de crescimentos com as misturas
(coculturas) de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi) e S. enterica Enteritidis (SE) foram
realizadas. Quatro curvas de crescimento, em ftriplicata, foram acompanhadas

novamente com 0s mesmos parametros das curvas separadas.
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As linhagens STi 633 e STi 691 foram cocultivadas com as linhagens SE
618 e SE 600, aos pares. As misturas envolveram proporcées 1:1 de cada

linhagem, confirmadas posteriormente por plaqueamento e determinacao da UFC.

3.7 Teste de queda do crescimento de S. enterica Enteritidis pela acao de

fagos liticos de S. enterical,4.[5].12.:i:- Saeni 633 e Saeni 691

3.7.1 Padronizacao da curva de crescimento de S. enterica Enteritidis (SE)

A padronizagdo do crescimento das amostras SE 600 e 618 foi realizada
em ftriplicata. As amostras foram inoculadas em meio liquido Luria-Bertani (LB) e
incubadas a 37°C, sem agitacdo, durante a noite. Apds, essa cultura foi diluida em
20mL de LB na proporcao 1:50 com agitacao (200 RPM) a 37°C. Apds uma hora
foram feitas a medicdo de DO (A 600nm) e a determinagdo da CFU; essas
medidas foram realizadas, novamente, nos tempos de 2 horas e 2,5 horas de

crescimento da cultura.

3.7.2 Curvas de crescimento das SE 600 e 618 com os fagos liticos Saeni 633
e Saeni 691

As amostras bacterianas SE 600 e 618 selecionadas foram pré-cultivadas a
37°C durante aproximadamente 18-20 horas até a fase estacionaria, em meio LB.
Essa cultura foi diluida em 20mL de LB na propor¢céo 1:50 e novamente levada ao
crescimento com agitacdo (200 RPM) a 37°C até atingir a DO 0,5 (A 600nm) que
na curva de padronizagcdo, o numero de UFC nessa DO, corresponde a

aproximadamente 5 x10”. Ao atingir essa DO foi feita a contagem de UFC para
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que fosse feita a comparagdo com o numero de fagos adicionados na cultura e
que fosse estimada a proporcdo entre bactérias SE e fagos induzidos de STi

(MDI). Apés a adicao dos fagos, foram medidas a DO e a UFC a cada hora.

3.8 Reacoes de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR)

Para quantificacdo da propor¢do de DNA genbémico entre S. enterica
1,4,[5],12.:i:;- (STi) e S. enterica Enteritidis (SE) nas coculturas foi utilizado a

técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (RT-PCR).

3.8.1Confeccao dos Iniciadores (Primers)

As sequéncias escolhidas para desenhar os iniciadores foram feitas a partir
de genes preservados relacionados a diferengas antigénicas (Tabela 3).

Foram realizadas buscas de alinhamentos de nucleotideos, utilizando o
programa on line BLAST (Basic Local Alignment Search  Tool)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), para confirmacdo de sequéncias Unicas em cada
um dos genomas das sorovariedades, menos invA (presente em ambas).

Os iniciadores utilizados para a Reacdo de Polimerase em Cadeia em
Tempo Real (RT-PCR) foram desenhados a partir do programa Primer Express
3.0, Applied Biosystems (Foster City, EUA). Ao todo, 50 pares de iniciadores foram
sugeridos pelo programa e dois pares de cada gene foram escolhidos, baseados
em menor nimero de autoanelamento e maior temperatura de desnaturacao

(Tabela 4).
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As reacbdes foram realizadas em termociclador da marca Applied
Biosystems (Foster City, EUA), modelo Step One Plus, do Laboratério de
Biotecnologia do Departamento de Bioquimica do Instituto de Biologia da
Unicamp. As regibes escolhidas foram baseadas em sequéncias ja descritas e
depositadas no Gene Bank: S. enterica Typhimurium LT2 (55) para STi e S.

enterica Enteritidis PT4 isolado P125109 (56) para SE.

Tabela 3. Genes alvos utilizados nos experimento de RT-PCR.

Nome . Presente na o
Descricao do gene ] Referéncia
do gene Sorovariedade
invA Proteina de invasao ambas (2)
fliC Proteina estrutural flagelar STi (57)
rfbJ  Biossintese do antigeno O4 STi (58)
fliB Proteina estrutural flagelar SE (59)
prot6E Biossintese da fimbria SE (57)

Os iniciadores foram confeccionados pela empresa IDT Integrated DNA
Technologies (Coralville, EUA). Como solugdo estoque, os iniciadores foram
diluidos em uma concentragcdo de 1nmol/uL em agua deionizada, ultrafiltrada e
autoclavada Milli-Q® Integral Water Purification Systems, (Billerica, EUA) e

estocados a -20°C.
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Tabela 4. Iniciadores avaliados para as reacoes de RT-PCR.

Presente na Temperatura de Tamanho do

Gene Sequéncia . .
sorovariedade anelamento Amplicom
invA(1)F GAAGTTGAGGATGTTATTCGCAAAG Ambas 54.5°C 78 pb
invA(1)R ~ GGAGGCTTCCGGGTCAAG 58.3°C
invA(2F  TGTCCTCCGCCCTGTCTACT Ambas 60.0°C 91 pb
invA(2)R  CCGGCACTAATCGCAATCA 55.5°C
flic(1)F TTAGCCTCTGTCAAATCAGCATTT STi 54.9°C 85 pb
flic(1)R CCCCGCTTACAGGTGGACTA 58.7°C
fliC(9)F CTTTAGCCTCTGTCAAATCAGCATT STi 55.6°C 87 pb
fliC(9)R CCCCGCTTACAGGTGGACTA 58.7°C
rfoJ(1)F ACGCAACTCTGTTTTTTATTTAAGCA STi 54.3°C 103 pb
rfbJ(1)R CATTTGTAAACATGCGATTAGAGCAT 54.4°C
rfoJ(7)F TACATTTCACGCAACTCTGTTTTTT STi 54.1°C 111pb
rfbJ(7)R CATTTGTAAACATGCGATTAGAGCAT 54.4°C
fliB(1)F CACTGCGGTTGATCTCTTTAAGAC SE 55.8°C 81 pb
fiB(1)R CCTTTAATGGCACCAGCTATCG 56.0°C
fliB(24)F ATAACACTGCGGTTGATCTCTTTAAG SE 55.2°C 85 pb
fiB(24)R  CCTTTAATGGCACCAGCTATCG 56.0°C
prot6E(1)F  GGGAATGACAGCCATGGGTAT SE 57.1°C 60 pb
prot6E(1)R  CCCCCGAACCCAACCA 58.0°C
protéE(2)F  GCCCGGCGTGGGTTAA SE 58.9°C 69 pb
prot6E(2)R  GTACAGTTTTGTCCGTTGTTATCGA 55.3°C

Legenda: Os numeros entre parénteses se referem a ordem de sugestao dos iniciadores
no programa primer 3.0

3.8.2 Confirmacao da especificidade dos iniciadores por Reacao de
Polimerase em Cadeia (PCR)
Os iniciadores foram avaliados quanto sua especificidade em uma reacgao

de PCR. As reacbes de PCR foram realizadas para um volume final de 50uL,

65



contendo 2,5pmol de cada iniciador, aproximadamente 40ng de DNA gendmico,
200umol de dNTP, 2,5 Unidades (U) de Taq polimerase, 2mmol de MgCl, e 5uL de
Tampéo de reacgao (concentracao final de 1x).

O ciclo utilizado constitui-se de um passo de aquecimento inicial de 94°C
por 5 minutos, 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridacéo a
temperatura do iniciador (Tabela 4) por 30 segundos e extensédo a 72°C por 30
segundos, e um passo de extenséo final a 72°C por 10 minutos. As reagdes foram
realizadas no termociclador modelo Peltier Thermal Cycler TTC200 da MJ
Research (Watertown, EUA).

Cada reacao foi feita com uma temperatura de hibridagdo otimizada para
cada par de iniciadores, baseando-se a principio na temperatura sugerida pelo
programa Primer 3.0 e posteriormente ajustada empiricamente. Varios gradientes
de temperatura foram testados para cada par de iniciadores, a fim de otimizar as
reacoes.

As reacbes de PCR foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose
2,5% conduzida a 75V (5V/cm) por 45 minutos. As fotos dos géis foram obtidas no

Fotodocumentador modelo GEL LOGIC 212 PRO (Fairbanks, EUA).

3.8.3 Extracao do DNA gen6émico bacteriano
Para os experimentos de PCR e RT-PCR foram feitas extragdo de DNA
gendmico bacteriano. Durante a curva de 107 horas, uma aliquota de 2mL da

cultura foi retirada a cada 12 horas. Esse material foi centrifugado por 5 minutos a
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12600G. O sobrenadante foi desprezado, os tubos ficaram invertidos em papel
absorvente por 2 minutos para secagem e o precipitado congelado a —20°C.

Como as analises de RT-PCR foram quantitativas, utilizamos um kit de
extragcdo para padronizagdo. O kit utilizado foi o Purelink Genomic DNA Kkit,

Invitrogen (Carlsbad, EUA).

3.8.4 Avaliacao do kit de extracao de DNA

Amostras de cada uma das bactérias S. enterica STi 633, STi 691, SE 600
e SE 618 foram crescidas, em duplicata, por um periodo de 24 horas em LB a
37°C sem agitacao. Aliquotas de 4mL de cada cultura foram centrifugadas por 5
minutos a 12600G e apds, a extracao foi realizada como descrito no protocolo do
kit.

Todas as amostras de DNA extraidas foram quantificadas no
espectrofotdmetro modelo Nanodrop 2000C, Thermo Scientific

(Wilmington,EUA).

3.8.5 Verificacao de possiveis danos do congelamento das amostras para
extracao do DNA

Foi inoculada a amostra STi 633 em trés frascos com meio LB sem agitacéo
a 37°C por periodos de 12 horas, 3 dias e 5 dias de crescimento. Também dois
precipitados congelados por 6 meses e 2 meses originarios de 107 horas de

crescimento foram usados neste experimento.
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Partes das culturas foram incubadas com 5 unidades de DNAse a 37°C por
uma hora. Ap6s a incubacéo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
12.600G e ressuspendidas com Tampao Tris-EDTA (TE) 0,1 M, pH 7,4.

O outro tratamento consistiu em incubar as culturas em Tampao Tris-EDTA
(TE) 0,1 M, pH 7,4 a 37°C por uma hora, depois centrifugadas por 5 minutos a
12.600G e posterior ressuspendido com mesmo Tampao.

Apbs o tratamento, o DNA das amostras foi extraido como descrito no

protocolo do kit Purelink Genomic, Invitrogen (Carlsbad, EUA).

3.8.6 Quantificacao do DNA
Para a quantificagdo absoluta das amostras de DNA, utilizamos o corante

(fluoroforo) SYBR Green Master mix, Applied Biosystems (Warrington, Inglaterra).

3.8.7 Curva padrao de RT-PCR

Para a padronizacao da curva, DNA amplificado por PCR (fliC e prot6E)
foram clonados no plasmidio pGEN-T Easy Promega (Madison, EUA) que, por sua
vez, foi transformado na linhagem de E. coli DH5¢a. Células competentes foram
preparadas por tratamento com CaCl, (54). Os clones positivos foram
selecionados em placas de LB-Agar com ampicilina (100ug/mL), X-gal (1mg/mL) e
IPTG (10mM) a 37°C.

Reacdes de PCR, para confirmagao das clonagens, foram feitas com DNA
extraido do crescimento de 5 colénias bacterianas positivas escolhidas

aleatoriamente.
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Foi realizada uma extragdo rapida, colocando-se um pouco da massa da
colénia em 10uL de 4gua deionizada, ultrafiltrada e autoclavada e posteriormente
aquecida em banho seco a 95°C por 10 minutos. A suspensao contendo DNA
desnaturado foi centrifugada a 700G por 4 minutos e o sobrenadante utilizado
para a reagao de PCR. Como controle positivo foi utilizado DNA extraido de STi
633 e como controle negativo agua deionizada, ultrafilirada e autoclavada.

Apos a extragéo, as amostras foram submetidas a PCR e avaliadas quanto
ao perfil de amplificacdo por eletroforese em gel de agarose (2,5%) conduzida a
75V (5V/cm) por 45 minutos, aproximadamente. Os resultados para amplificacéo

dos genes fliC e prot6E estao demonstrados nas Figuras 1 e 2 respectivamente.
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Figura 1: Eletroforese em gel (2,5%) de agarose demonstrando a amplificacao por PCR do
gene fliC (85 pb). DNA gendmico de clones de E. coli DH5a (2, 5, 7, 8, 10) contendo os
respectivos fragmentos de DNA clonados no vetor pGEN-t easy Promega, (Madison, EUA).
Controle positivo DNA extraido de STi 633 e controle negativo agua deionizada, ultrafiltrada
e autoclavada.
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Figura 2: Eletroforese em gel (2,5%) de agarose demonstrando a amplificacao por PCR do
gene prot6E (69 pb). DNA genémico de clones de E. coli DH5a (2, 5, 7, 8, 10) contendo os
respectivos fragmentos de DNA clonados no vetor pGEN-t easy Promega, (Madison, EUA).
Controle positivo DNA extraido de STi 633 e controle negativo agua deionizada, ultrafiltrada
e autoclavada.

Uma pequena quantidade da massa das bactérias contendo o inserto para
fliC e prot6E de uma das col6nias foi crescida em LB com ampicilina 100uL/mL
com agitacao (150 RPM) a 37°C por 18-20 horas aproximadamente. Dessa cultura
foi extraido o DNA plasmidial que foi utilizado nas reacdes de RT-PCR.

Para construgdo da curva padréo, duas concentragdes de iniciadores foram
testadas, a saber, 400nM/uL e 200nMauL. A concentracdo inicial de DNA
plasmidial foi de 1ug/uLe foram feitas sete diluicdes desse DNA na proporg¢ao 1:5,
obtendo-se as diluicbes 1ug/uL, 0,2ug/uL, 0,04 pg/ul, 0,008 pg/ul, 0,0016 pg/ul,

0,00032 pg/ul e 0,000064 pg/pL.
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3.9 Reacoes de RT-PCR

No programa do termociclador RT-PCR step one software 2.1 (Foster City,
EUA) foi escolhida a reacdo: step one plus quantification — curve standard,
fluoréforo SYBR Green, include melt curve. O volume da reacdo de RT-PCR em
cada poco foi de 20ul, as concentragdes de iniciadores 200nM/uL, SYBR Green
mix 10uL por reacao e aliquotas de 2uL dos DNAs de cada amostra estudada e a
quantidade de ciclos realizados foram 25 ciclos.

As amostras de DNA utilizadas foram de trés pontos da curva de
crescimento das bactérias isoladas (11horas, 59 horas e 107 horas), de trés
pontos (triplicata) das curvas de crescimento das bactérias em coculturas

(11 horas, 59 horas e 107 horas).

3.10 Sequenciamento e montagem dos genomas dos Bacteriéfagos Saeni

633 e Saeni 691

O DNA extraido dos fagos Saeni 633 e Saeni 691 foram sequenciados de
acordo com metodologia padronizada para a plataforma HiSeq (lllumina, EUA)
usando-se para isso o kit TruSeq DNA Sample Prep Kits v2 - lllumina. As leituras
(reads) foram montadas utilizando o programa Velvet (67). As sequéncias dos
fagos foram entédo alinhadas com sequéncia parcial do genoma de S. enterica STi
633 e 691. As sequéncias dos fagos foram comparadas ao banco de dados
usando blastn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) e os alinhamentos visualizados

utilizando o programa Artemis Comparison Tool (60).
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3.11 Analise morfoldgica dos bacteriéfagos

3.11.1 Purificacao preliminar de bacteriéfagos

Foi realizada uma ultracentrifugacdo em colch&o (cushion) de sacarose (61,
62) em ultracentrifuga Beckman® Coulter rotor Tl 90 (Brea, EUA) a 85000G por 16
horas. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspendido com 1mL de

Tampao SM (54).

3.11.2 Analise morfoldgica por Microscopia Eletronica de Transmissao

Uma aliquota de 5uL de cada bacteriéfago, apés purificacdo em colchao de
sacarose, foi aplicada sobre uma tela de cobre de 300 mesh, previamente
revestida com filme de formvar e carbono. Apés 5 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, o excesso foi retirado utilizando papel de filtro. Cada tela foi
entdo flutuada separadamente sobre uma gota de um dos contrastantes testados,
por 5 minutos. Foram utilizados: fosfotungstato de potassio (PTK) 2 %, pH 7,2,
acetato de uranila (UA) 2% pH 4,5 (63),e molibdato de aménia 2% pH 7,0 (64). O
excesso de contrastante foi também seco utilizando papel de filtro e procedeu-se
uma secagem de 40 minutos a temperatura ambiente antes do armazenamento da
tela no recipiente apropriado. As telas foram posteriormente submetidas a
visualizagdo por microscopia eletrbnica de transmissdo, no Laboratorio de
Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia, UNICAMP, ao Microscépio
Eletrénico de Transmissdo marca Zeiss, modelo LEO 906 (Oberkochen,

Alemanha).
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4. RESULTADOS

4.1 Testes de suscetibilidade das inducdes de fagos em S. enterica

1,4.[5],12.:i:- (STi) e S. enterica Enteritidis (SE)

A principio, foram utilizados protocolos de inducao (triplicata) por Mitomicina
C 1% e 2% e perdxido de hidrogénio (28) em todas as amostras de S. enterica
1,4,[5],12.:i:- (STi) e S. enterica Enteritidis (SE) da colecdo do laboratério de
Gendmica e Biologia Molecular Bacteriana do Instituto de Biologia, Unicamp,
tendo sido isoladas de material biolégico (hemocultura e coprocultura).

Apoés a indugédo, sobrenadantes contendo possiveis bacteriéfagos liticos de
S. enterica foram testados quanto a atividade litica. Os resultados estdo descritos
nas Tabelas 5 e 6.

E importante ressaltar que daqui em diante no texto sera utilizada a norma
de nomenclatura de fagos nos quais os dois primeiros caracteres do nome dos
fagos sao derivados do género da bactéria hospedeira, sendo seguidos pelos dois
primeiros caracteres da espécie e em seguida de um numero especifico de cada
linhagem bacteriana (65). Além disso, foi acrescentada a letra “I” ap6s os quatro
primeiros caracteres de possiveis fagos induzidos em culturas de S. enterica
1,4,[5],12.:i:-. Dessa forma, por exemplo, os fagos induzidos de S. enterica

1,4,[5],12.;i:- 633 e 691 foram denominados Saeni 633 e Saeni 691,

respectivamente.
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Quando amostras de S. enterica Enteritidis foram utilizadas como fonte de
fagos, ap6s a inducdo com mitomicina C 1% e 2% e perdxido de hidrogénio
(triplicata), somente em dois casos (Saen 679 induzido por Mitomicina 1% e Saen
678 induzido por peroxido de hidrogénio contra STi 683) foram observadas
atividades liticas sobre S. enterica |,4,[5],12:i:-. Por outro lado, atividades
liticas/inibicdo foram observadas quando o sobrenadante de culturas de S.
enterica 1,4,[5],12:i:- foram testados contra diferentes linhagens de S. enterica
Enteritidis, seja por tratamento com Mitomicina C1% e 2% (Tabelas 5 e 6) ou com

peroxido de hidrogénio (Tabela 7).
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Tabela 5. Teste de suscetibilidade de “fagos” induzidos por Mitomicina C

(1%) de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi) contra S. enterica Enteritidis (SE).

o — N © 0 © N © 0 o
S o o S — 0 ~ N N~ N
© © © © © © © © © ©
LI LL LL L LL L L L L L
w w w w w w w w w w

Saeni 607 - - - - - - - - - -

Saeni 624 - + - - - - - - + -

Saeni 633 + + + ++ o+t + ++ 4

Saeni 635 ++ + + ++ - ++ + ++ o+t ++

Saeni 683 - - - - - - - - - -

Saeni 691 + + ++ 4+ + ++ + + + ++

Saeni 6229 - - - - - - - - - -

Saeni 5679 - - - - + - - - + -

Saeni 6234 - - - - - - - - + -

Saeni 6175 - - - - - - - - - -

Saeni 6195 - - - - - - - - - -

Legenda: (-) auséncia de placa de lise: (+) pequena quantidade de placas de lise: (++) muitas
placas de lise; (+++) juncdao das placas de lise formando uma unica grande placa. Este
experimento foi feito em ftriplicata e essa tabela é a que melhor representa trés
experimentos.

O tratamento com Mitomicina C a 2% (Tabela 6) e com peroxido de

hidrogénio (Tabela 7) foram os que mais resultaram em extratos com atividade

litica.
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Tabela 6. Teste de suscetibilidade de “fagos” induzidos por mitomicina C

(2%) de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- contra S. enterica Enteritidis (SE).

o - N © o) © N © ) o
S o S S — ) N~ N N N
© © © © © © © © © ©
w L L w L w w L w L
w w w w w w w w w w
Saeni 607 - - - - - - - - - -
Saeni 624 - - - + - - - - - -
Saeni 633 = S T o R = = S
Saeni 635 ++  ++ ++ - ++ o+ o+t + +
Saeni 683 = S T o R = = S
Saeni 691 e o T = o S o S e S
Saeni 6229 + + - + + ++ + + - +
Saeni 5679 - - - - - - - - - -
Saeni 6234 + ++ + + + + + + ++ 4+
Saeni 6175 - - - - - - - - - -
Saeni 6195 - - - - - - - - - -

Legenda: (-) auséncia de placa de lise: (+) pequena quantidade de placas de lise: (++) muitas
placas de lise; (+++) juncdo das placas de lise formando uma Unica grande placa. Este
experimento foi feito em triplicata e essa tabela é a que melhor representa trés
experimentos.

Apos todos esses testes foram selecionadas cinco linhagens, sendo trés
STi (633, 683 e 691) e duas SE (600 e 618), para a continuidade dos demais
experimentos. Essa selecéo foi baseada nos resultados mais expressivos para a

atividade litica, no caso de extratos de STi, e na suscetibilidade a fagos, no caso

das linhagens SE. Assim, foram testadas outras duas estratégias para inducao de
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fagos: exposicao a luz ultravioleta (42) e exposicao a meio pré-condicionado (53).

Os resultados estao apresentados nas tabelas 8 e 9.

Tabela 7. Teste de suscetibilidade de “fagos” induzidos por H,O, (2mM) de S.

enterica 1,4,[5],12.:i:- contra S. enterica Enteritidis (SE).

o — N © ) © N © ) o
S o S S — ) N~ N N~ N
© © © © © © © © © ©
w L L w L w w L w L
w w w w w w w 0p] w 0p]

Saeni 607 + + + + ++ + - ++ + +

Saeni 624 + ++ + - - + - ++ 44+ +

Saeni 633 ++ 4+ttt 4+

Saeni 635 + ++ + + +++ + +4++ + ++ +

Saeni 683 = S T o R = = S

Saeni 691 + ++ + + ++ o+ttt e+t

Saeni 6229 + ++ + - - ++ - + 4+ 4+

Saeni 5679 - - - - + + - - ++ +

Saeni 6234 - + - - - + - - ++ +

Saeni 6175 + - - - - + - - ++ +

Saeni 6195 - + - - - + - - ++ +

Legenda: (-) auséncia de placa de lise: (+) pequena quantidade de placas de lise: (++) muitas
placas de lise; (+++) juncdao das placas de lise formando uma unica grande placa. Este
experimento foi feito em triplicata e essa tabela € a que melhor representa trés

experimentos.

Inicialmente, foram realizados os testes de indugéo por exposi¢éao a luz UV.

Das trés linhagens STi avaliadas duas (633 e 691) evidenciaram a presenca de
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atividade litica no sobrenadante contra as duas linhagens SE avaliadas. A

linhagem 683 STi ndo demonstrou a indugao de “fagos” por tratamento com UV

(Tabela 8). Baseados nesses resultados, as linhagens 633 STi e 691 STi foram

selecionadas para a continuidade do trabalho.

Tabela 8. Teste de suscetibilidade de fagos induzidos por luz ultravioleta de

S. enterica |,4,[5],12.:i:- contra S. enterica Enteritidis (SE).

o - N © o) © N © ) o
S o S S — ) ~ N N~ N
© © © © © © © © © ©
w L L w L w w L w L
w w w w w w w 0p] w 0p]
Saeni 633 ++  ++ o+ ++ 4+ + ++ A+
Saeni 683 - - - - - - - - - -
Saeni 691 +  ++ o+ ++  ++ o+ + ++  ++

Legenda: (-) auséncia de placa de lise: (+) pequena quantidade de placas de lise: (++) muitas

placas de lise; (+++) juncao das placas de lise formando uma unica grande placa.

A inducédo de “fagos” de S. enterica |,4,[5],12:i:- 633 e 691 com meio pré-

condicionado provenientes de culturas de S. enterica Enteritidis também

evidenciou a presenca de atividade litica sobre as linhagens SE 600 e SE 618

dessa ultima sorovariedade (Tabela 9).
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Tabela 9. Teste de suscetibilidade de fagos induzidos por meio pré-
condicionado de S. enterica l,4,[5],12.:i:- (STi 633 e STi 691) contra S.
enterica Enteritidis (SE 600 e SE 618).

SE 600 SE 618
Saeni 633 ++ ++
Saeni 691 ++ ++

Legenda: (-) auséncia de placa de lise: (+) pequena quantidade de placas de

lise: (++) muitas placas de lise; (+++) juncao das placas de lise formando uma

unica grande placa.

Para evidenciar a presenca de DNA de fagos induzidos em culturas de 633
STi e 691 STi, o sobrenadante dessas foi submetido a protocolo de extracdo de
DNA de fagos. Os resultados exibidos indicam a presenca de DNA proveniente de
fagos (Figura 3A). Em paralelo a esses experimentos, a titulagdo dos fagos
induzidos pelos diferentes métodos em culturas de STi 633 e 691 foi testada
contra SE 618 Os titulos médios observados, independente do método usado
foram de 10° UFP/mL para Saeni 633 e 10° UFC/mL para Saeni 691. Como

representativo desses experimentos, os titulos obtidos por tratamento com

mitomicina C (1%) sdo demonstrados na Figura 3B.
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Figura 3: Extracdao de DNA genomico de fagos (fig. 3A) e titulacdo de particulas virais. (fig.
3B). 3A. Eletroforese em gel de agarose (0,7%) demonstrando a extracao de DNA gen6mico
dos bacteriofagos induzidos de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (Saeni 633 e Saeni 691) por
Mitomicina C (1%) Como marcador foi utilizado Bacteriofago P22NCBI NC_002371.2(66)
extraido por método de extracao rapida. 3B. Titulacao de bacteriofagos (UFP/mL) induzidos
de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- 633 e 691 por Mitomicina C (1%) contra SE 618 como alvo
suscetivel (triplicata)
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Com base nos resultados obtidos nesta primeira etapa do projeto, os fagos
Saeni 633 e Saeni 691 foram selecionados para uma melhor caracterizacao
quanto ao efeito sobre culturas de S. enterica Enteritidis, quanto a morfologia e

quanto a estrutura gendmica.

4.2 Curvas de crescimento e producao esponténea de fagos

A caracterizacdo do crescimento das linhagens de S. enterica deste estudo,
em culturas puras, foi essencial para comparacdo posterior com as coculturas.
Assim, curvas padroes de crescimento foram avaliadas tendo por base a
determinacao da Unidade Formadora de Colbnias (UFC) e da densidade otica
(DO) versus tempo. Os resultados estdo apresentados na Figura 4 (24 horas) e
Figura 6 (107 horas).

Foram observadas, na cultura de 24 horas, que as linhagens divergiram um
pouco quanto ao crescimento, embora as curvas, como esperado, indicaram um
mesmo padrdo. A fase lag, relativamente curta, foi mais facilmente verificada nas
leituras por DO. Todas as linhagens entraram em fase logaritmica logo apds o
inicio da cultura e entraram em fase estacionaria entre 7 e 10 horas de
crescimento. Ao longo de 24 horas nao foram observados decréscimo no numero
de células, indicando que a fase estacionaria persiste por mais de 24 horas.

Em paralelo a essas andlises, a producdao espontanea de fagos, em 24
horas, foi avaliada em culturas de S. enterica |,4,[5],12.:i:- 633 e 691 nos tempos
1, 3, 5, 7 e 24 horas e os mesmos foram titulados. Os resultados estdo

demonstrados na Figura 5.
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Figura 4: Curva de crescimento de linhagens de S. enterica ao longo de 24 horas. Figura 4A.

Crescimento avaliado por determinacao da Unidade Formadora de Col6nias (UFC/mL).

Figura 4B. Crescimento avaliado por determinacao da densidade ética (DO, A 600 nm). Este
experimento foi feito em triplicata e essa tabela é a que melhor representa trés experimentos
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Figura 5: Determinacao da Unidade Formadora de Placas de Lise (UFP/mL) em culturas de S.
enterica 1,4,[5],12.:i:- 633 e 691 ao longo de 24 horas de crescimento. Nao foram utilizados
indutores de ciclo litico

Os dados indicam diferencas quanto aos titulos desses fagos ao longo da
cultura. O fago Saeni 633 foi detectado logo no inicio do cultivo, mas altos titulos
foram observados em tempos mais tardios. Por outro lado, o fago Saeni 691 foi
detectado apds 5 horas de cultivo (titulos mais elevados), sendo que os titulos
decresceram ao longo da cultura.

Como em nosso projeto estavam previstas a realizacdo de culturas de 5

dias, o comportamento das linhagens do estudo foi entdo avaliado em culturas de

107 horas. Os resultados estdo descritos na Figura 6.
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Figura 6: Curva de crescimento de linhagens de S. enterica ao longo de 107 horas. Figura
6A. Crescimento avaliado por determinacao da Unidade Formadora de Col6nias (UFC/mL).
Figura 6B. Crescimento avaliado por determinagdo da densidade o6tica (DO, A 600 nm). Este
experimento foi feito em triplicata e essa tabela é a que melhor representa trés experimentos
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Um perfil semelhante de crescimento foi observado entre as diferentes
linhagens, embora SE 618 tenha alcangado valores de UFC e DO relativamente
maiores que as demais linhagens (mesma tendéncia encontrada na UFC de SE
618 nas curvas de 24 horas). O titulo de fagos produzido por S. enterica
1,4,[5],12:i:- foi acompanhado em culturas longas, sendo os resultados

demonstrados na Figura 7.
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Figura 7: Fagos liberados espontaneamente durante o crescimento de linhagens STi 633
(Saeni 633) e STi 691 (Saeni 691) ao longo de 107 horas. Crescimento avaliado por
determinacdo da Unidade Formadora de Colonias (UFC/mL). Este experimento foi feito em
triplicata e essa tabela é a que melhor representa trés experimentos

4.3 Crescimento de S. enterica Enteritidis na presenca de fagos liticos de S.

enterical,4,[5].,12.:i:-

Antes da realizagdo das coculturas, foi verificada a influéncia dos fagos
induzidos de S. enterica |,4,[5],12.:i:- Saeni 633 e Saeni 691 no crescimento de

culturas de S. enterica Enteritidis. As curvas de crescimento de SE 600 e SE 618
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foram padronizadas (dados ndo mostrados). Apds a padronizacao, os fagos Saeni
633 e 691 foram acrescentados a culturas dessas linhagens, sendo que os valores

de multiplicidade de infec¢do (MDI) alcancados estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Multiplicidade de Infeccao de fagos relativa ao

numero de células bacterianas determinado por UFC/mL.

Fago UFP/mL Bactéria SE UFC/mL MDI*
Saeni 633 2,3X10° SE 600 3,2x10° 1:140
Saeni 691 6,4x10° SE 600 3,2x10° 1:250
Saeni 633 2,3X10° SE 618 3,3x10° 1:140
Saeni 691 6,4x10° SE 618 3,3x10® 1:250

* Valores aproximados

O comportamento das curvas de crescimento apds a adicao dos fagos esta
apresentado nas Figuras 08 e 09. E possivel observar que ambos os fagos, nas
condicoes utilizadas, conseguiram retardar o crescimento de S. enterica

Enteritidis.
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Figura 8: Curva de crescimento das linhagens de S. enterica Enteritidis 600 e 618 na
presenca do fago Saeni 633 na proporcao 1:140. Figura 8A. Crescimento avaliado por
Unidade Formadora de Coldonias (UFC/mL). Figura 8B. Crescimento avaliado por Densidade
Otica (DO). Este grafico é o que melhor representa trés experimentos

89



9A

1,0E+12
1,0E+11 — s -3
.—:.‘".-/ I_’_'_'.’-—-:'.
o o ---+--- SE 800
1,0E+10 "
gy ye
E L ---m--SE618
Q [
L 1,0E+09
= ¥ --A--- SEB00+
Saeni691
1,0E+08 .
’ 0 5 10 ---o-- SEB18+
Saenif91
horas
9B
45
»
4,0 g
35 e
3,0 T ---+--- SE 600
A’/ 7,
2 .P ---m-- SE 618
2 0 - - _ 22
(o] ' ey
o 15 i—‘ — ','.‘ ---A--- SEB00+Saenif91
L ‘-—“ -
1.0 i«*-‘ ---o-- SE618+Saeni691
0,5 7
0,0 . .
0 5 10 15

horas

Figura 9: Curva de crescimento das linhagens de S. enterica Enteritidis 600 e 618 na
presenca do fago Saeni 691 na proporcao 1:250. Figura 9A. Crescimento avaliado por
Unidade Formadora de Coldnias (UFC/mL). Figura 9B. Crescimento avaliado por Densidade
Otica (DO). Este grafico é o que melhor representa trés experimentos
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4.4 Titulacao de Fagos em coculturas
Os fagos Saeni 633 e 691 foram titulados em coculturas ao longo do tempo.
Os resultados estdo apresentados na Figura 10. Valores superiores a 10° UFP

foram verificados ao longo de toda a cultura.

4.5 Padronizacao dos Experimentos de RT-PCR

A técnica de Reacao de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR)
foi utilizada para a quantificagdo do DNA gendémico das diferentes linhagens de S.
enterica em coculturas. Estes valores foram utilizados como demonstrativos
indiretos da quantidade de células de cada sorovariedade nessas coculturas. Para
isso foram utilizados iniciadores especificos para S. enterica 1,4,[5],12.:i:- e S.
enterica Enteritidis desenhados a partir dos genes InvA, FIiC e prot6E, RfbJ e FIjB,
conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados de especificidade estao
apresentados na Figura 10.

Os iniciadores InvA geraram produtos de amplificacdo para todas as
amostras, embora dimeros de iniciadores tenham sido visualizados. De fato, em
todas as reacdes, dimeros de iniciadores foram visualizados. Os iniciadores FIliC
foram especificos para as linhagens STi. No entanto, embora os iniciadores prot6E
tenham demonstrado a amplificacdo de DNA de uma das linhagens STi, as
bandas observadas, quando DNA genémico de S. enterica Enteritidis foi utilizado
como molde, foram mais fortes, 0 que indica maior quantidade de produto

amplificado.
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Figura 10: Titulacdao de fagos em coculturas de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- e S. enterica
Enteritidis. Figura 10A. Unidades formadoras de Placas (UFP/mL). Figura 10B. Densidade
ética de coculturas. Este grafico é o que melhor representa trés experimentos
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) dos produtos de PCR amplificados por
iniciadores a serem utilizados em RT-PCR. Figura 11A. Amplificacdo por PCR com os
iniciadores InvA(1) (91 pb) utilizando DNA genémico de S. enterica. Figura 11B. Amplificacao
por PCR com os iniciadores FliC(1) (85 pb) utilizando DNA gendmico de S. enterica. Notar
especificidade para as linhagens STi. Figura 11C. Amplificacdao por PCR com os iniciadores
prot6E(2) (69 pb) utilizando DNA gendmico de S. enterica
4.5.1 Curva padrao da RT-PCR

O RT-PCR para deteccédo e quantificacdo de S. enterica foi inicialmente
padronizado utilizando-se como DNA molde plasmidio pGEN-T Easy (Promega)
contendo os respectivos fragmentos de PCR clonados (dados nao mostrados).
Posteriormente, aliquotas bacterianas foram coletadas nos tempos 11, 59 e 107
horas de coculturas de S. enterica 1,4,[5],12:i:- e Enteritidis. O DNA gendmico foi

extraido e submetido a reacées de RT-PCR com os diferentes iniciadores. Os

resultados sdo apresentados na Figura 12. Nao foram observadas amplificacdes
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cruzadas quando culturas puras de S. enterica 1,4,[5],12:i:- ou S. enterica
Enteritidis foram avaliadas para quantificacdo com os iniciadores especificos
FIiC(1) e ProtE(2). No entanto, a amplificagdo com FIiC foi variavel de acordo com
a linhagem utilizada, se STi 633 ou STi 691 (Fig. 12A). A quantificacdo de DNA
genbmico de S. enterica Enteritidis com protE6 foi mais robusta para ambas as
linhagens, sendo que produtos de amplificagdo foram observados em todas as
amostragens (Fig. 12B). Quando DNA gendémico de coculturas foram avaliados os
resultados foram variaveis, de acordo com a combinacdao de bactérias utilizada.
DNA genémico de S. enterica Enteritidis n&o foi detectado em culturas mistas com
S. enterica STi 633, 0 que pode indicar total erradicacdo dessa sorovariedade
nessas culturas (Fig. 12C). Os mesmos resultados ndao foram observados em

culturas mistas das linhagens Enteritidis com STi 691 (Fig. 12D).
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Figura 12: Quantificagcdo de DNA gen6émico de S. enterica por RT-PCR em cultura utilizando
os iniciadores FliC(1) e ProtE6(2). A) DNA gen6émico de linhagens de S. enterica 1,4,[5],12:i:-
B) DNA gendémico de linhagens de S. enterica Enteritidis. C) DNA gendémico extraido de
cocultura das linhagens STi 633 com SE 600 ou SE 618. D) DNA genomico extraido de
cocultura das linhagens STi 691 com SE 600 ou SE 618.Amostras para extracao de DNA

foram coletadas em trés diferentes tempos (11, 59 e 107 horas). Este grafico é o que melhor
representa trés experimentos

4.6 Sequenciamento e montagem dos genomas de Saeni 633 e Saeni 691

DNA genémico dos fagos foram submetidos ao sequenciamento utilizando
a plataforma /lumina. As leituras obtidas foram montadas com o programa Velvet
(67) e comparadas com bancos de dados por BLASTn. Os genomas, quando

possivel, foram anotados utilizando o programa Rast (68).
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O sequenciamento do fago Saeni 633 resultou em um contig de 39.892 pbs
apés a montagem. Contigs adicionais, provavelmente pertencentes a restos do
genoma de S. enterica, também foram montados. O provavel genoma do fago foi
alinhado com a sequéncia genémica parcial da linhagem STi 633, identificando
uma sequéncia com praticamente 100% de identidade que, muito provavelmente,
corresponde ao profago Saeni 633. Parte da sequéncia de uma das extremidades
do fago, aproximadamente de 9 Kbs, estava deslocada em relacao a sequéncia
gendmica de S. enterica STi 633. Isso provavelmente ocorreu por um problema de
montagem e/ou pela circularizacdo do genoma do fago. Baseados nesses
resultados, consideramos a sequéncia do genoma bacteriano para realizar as
proximas analises. A comparagdo com o banco de dados por Blastn revelou
grande identidade com genomas de linhagens de S. enterica Heidelberg
(CFSANO002069, 41578, SL476, 93% cobertura e maxima identidade de 99%). A
Figura 15, painel A, exibe o alinhamento do fago Saeni 633 com sequéncia
homédloga de S. enterica Heidelberg. Pode-se notar que a maior parte desses
genomas exibe alta identidade e s&o sinténicas. Foi também observada
similaridade com o genoma de uma linhagem de S. enterica Typhimurium
(D23580, 56% cobertura, 96% identidade maxima); no entanto, a identidade é
menor (Figura 15B).

N&ao foi possivel montar um Unico contig para o fago Saeni 691 devido a

presenca de DNA genémico contaminante de S. enterica.
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Seani 633

Saent D23580

Figura 13: Alinhamento do genoma de Saeni 633 com Saenh CFAN002069 (fig. A) e com
Saent D23580 (fig.B). Os alinhamentos foram gerados pelo programa ACT, utilizando Blastn,
ajustado para valor de E de 0,0001, 5 para Cost to open e 2 para Cost to extend gap, 11 para
word size, -3 para Penalty for Nucleotide Mismatch e 1 para Reward for Nucleotide Match.
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4.7 Morfologia

Foi realizada uma etapa de purificacdo dos bacteriéfagos previamente a
analise morfologica ao Microscépio Eletrénico de Transmissao. Apés a purificacao
o titulo detectado do bacteriéfago Saeni 633 foi de 4,0x10° e do fago Saeni 691 foi
de 2,3x10°. Os fagos foram entdo processados para observacdo por microscopia
eletrdnica de transmissao. Os resultados estdo apresentados na Figura 13. Ambos
os fagos apresentam formato icosaédrico com cauda curta, morfologia compativel
com a da familia Podorividae. Desta forma, os virus caracterizados neste estudo
podem ser classificados como pertencendo a ordem Caudovirales, familia

Podoviridae (34).
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Figura 14: Microscopia eletrénica de transmissdao demonstrando a morfologia dos fagos
Saeni 633 aumento 100.000X (Figura A) e Saeni 691 aumento 100.000X (Figura B). Os fagos
foram parcialmente purificados por centrifugacao em colchao de sacarose
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5. DISCUSSAO

Estudos epidemiolégicos visam identificar os agentes etiolégicos e suas
flutuacdes sazonais e contribuem para um melhor entendimento das patologias
relacionadas a eles (21, 22). O acompanhamento das classificacfes anuais de
prevaléncia global e nacional de sorovariedades de S. enterica permite perceber
mudancas significativas entre essas sorovariedades, que em determinadas
épocas possuem maior ou menor prevaléncia (14, 21).

Neste estudo procuramos verificar 0 comportamento de bacteriéfagos
lisogénicos da S. enterica 1,4,[5],12:i:- que atuam como um fator de mobilidade
nesta prevaléncia, pois € sabido que profagos podem alterar drasticamente os
niveis populacionais entre grupos nao clonais (47). Esse fen6meno contribui para
competitividade entre as populacbes e manutencdo da diversidade natural entre
comunidades bacterianas (52). Se S. enterica 1,4,[5],12:i:- ndo tem a capacidade
de expressar a segunda fase do antigeno flagelar (14) e estudos mostram a
importancia do flagelo bacteriano na mobilidade, na patogenicidade e na formacéao
de biofilme, além do escape do sistema imunoldgico, por aumentar o repertério de
antigenos expressos pela célula bacteriana (12, 15) pesquisou-se neste trabalho
um possivel fator que pudesse contribuir com seu sucesso evolutivo na
competicdo com outras sorovariedades (13, 21).

Fagos sado induzidos espontaneamente (47) ou por exposicdo a fatores
fisicos ou quimicos, tais como luz UV e antibiéticos (28, 42). Foram utilizados

protocolos de inducao de profagos em varias linhagens de S. enterica 1,4,[5],12:i:-
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(STi) e S. enterica Enteritidis (SE). Apds essas inducdes, testes de
suscetibilidades cruzada entre os sobrenadantes contendo possiveis fagos
induzidos de STi e SE foram realizados. Fagos induzidos de STi demonstraram
um alto padrdo de lise quando testadas em SE como bactéria suscetivel a
infeccéo por fagos liticos (36).

Quando amostras de S. enterica Enteritidis foram utilizadas como fonte de
fagos, apds a inducdo com mitomicina C 1% e 2% e perdxido de hidrogénio, foram
observadas raras atividades de lise e placas bem menos pronunciadas sobre S.
enterica |,4,[5],12:i:- (dados ndo mostrados).

Desses testes de suscetibilidade, os fagos que apresentaram os melhores
perfis, ou seja, limpidez e tamanho das placas de lise, e também bandas mais
fortes no gel de eletroforese (Tabelas 5, 6, 7, e Figura 3), foram selecionados para
testes em outros dois protocolos: raios ultravioletas (42) e exposicdo a meio
pré-condicionado (53) (Tabelas 8 e 9).

Apés, foram escolhidas quatro linhagens, sendo duas de STi (633 e 691) e
duas SE (600 e 618) que dariam continuidade aos experimentos.

A nomenclatura para os fagos induzidos de S. enterica utilizados neste
estudo utiliza os dois primeiros caracteres do género da bactéria hospedeira mais
os dois primeiros caracteres da espécie da mesma, seguida de um namero para
diferencia-las (65). Nesse caso, foram escolhidas as numeragdes de identificacao
de S. enterica provenientes das amostras identificadas no estoque do LGBmol. E
ainda, como todos os bacteri6fagos induzidos eram provenientes de S. enterica,

foi acrescentada a letra “i” apds os quatro primeiros caracteres de S. enterica
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1,4,[5],12.:i:- (monoféasica) para diferenciar os bacteriéfagos provenientes desta
sorovariedade. E importante salientar que essa nomenclatura nhdo
necessariamente especifica um unico tipo de fago, mas pode representar uma
populacao de fagos diferentes induzidos de uma determinada bactéria.

Em culturas puras avaliadas por 24 horas, as linhagens SE e STi
apresentaram padrao de crescimento caracteristico onde as fases lag, logaritmica
e estacionaria foram observadas (Figuras 5 e 6). Na avaliacao das curvas de 107
horas de crescimento (Figuras 8 e 9), além das fases caracteristicas, uma
diminuicdo na contagem UFC foi observada em tempos mais tardios, indicando
que as culturas entraram em fase de decréscimo.

Em culturas de S. enterica, em fase estacionaria, nas quais a UFC chega a
10°, a quantidade de particulas de fagos no sobrenadante pode chegar a valores
entre 10* e 10° (47); ou seja, quando a quantidade de bactérias entra em uma
grande densidade populacional fagos sao liberados espontaneamente (27).
Baseados nesse fato, durante as medicdes das taxas de crescimento (DO e UFC)
das culturas de STi, também foram titulados as liberagdes esponténeas de fagos e
os resultados nas curvas de 24 horas (Figura 7) e 107 horas (Figura 10) de
mostraram que fagos sao liberados espontaneamente, sendo encontrado um log
de grandeza maior em Saeni 691 do que Saeni 633.

No estudo do crescimento bacteriano na presenca de fagos, as duas
linhagens SE mostraram uma diminuicdo do crescimento apds adicao dos fagos
de S. enterica 1,4,[5],12.:i:-. Nesses experimentos (triplicata) as curvas de

crescimento medindo-se CFU e DO das linhagens SE 600 e SE 618 para
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padronizacdo delas. Apds, com os mesmos padroes de temperatura, aeracao e
densidade populacional, foram adicionados os fagos Saeni 633 e Saeni 691 as
culturas. Pode-se observar uma queda de um log na CFU das linhagens SE 600 e
618 entre 3 a 6 horas na presenca desses fagos, se comparados com a mesma
curva de crescimento sem a adicao de fagos. Posteriormente, apdés 8 horas de
crescimento a CFU entre as culturas convergem para valores similares (Figura 12
e 14). Também foi observada uma pequena queda na DO no mesmo tempo de
experimento (Figura 11 e 15).

De fato, dados da literatura indicam que fagos podem funcionar como
reguladores do equilibrio populacional entre diferentes bactérias (52). Desta forma,
esses dados sugerem que S. enterica 1,4,[5],12.:i:- produz fagos liticos para
Enteritidis espontaneamente, podendo conferir uma vantagem adaptativa para a
sorovariedade monofasica na competicdo com S. enterica Enteritidis € mesmo
ainda para outras sorovariedades. Além disso, as linhagens STi testadas nao sao
suscetiveis a infeccao/replicacdo dos fagos aqui avaliados. Esses resultados
corroboram outros trabalhos da literatura (47, 50).

Baseados nesses resultados, procedemos a realizacdao de culturas mistas
contendo uma linhagem STi e uma linhagem SE, com o intuito de verificar a
dindmica populacional de S. enterica nessas culturas. A hipotese levantada foi a
de que os fagos produzidos de forma espontanea de S. enterica |,4,[5],12:i:-
poderiam conferir alguma vantagem seletiva para essa sorovariedade, em
detrimento de linhagens S. enterica Enteritidis. Uma estratégia utilizada foi o0 uso

de RT-PCR para quantificar a quantidade de DNA especifico de cada uma dessas
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sorovariedades ao longo da cultura mista. O RT-PCR possibilita essa estimativa e
€ amplamente utilizado para detectar varios tipos de patdégenos, dentre eles S.
enterica (69).

Foram escolhidas sequéncias de genes de manutengdo (housekeeping)
para o desenho dos iniciadores. O gene InvA é amplamente utilizado como gene
alvo em experimentos de RT-PCR, pois esta presente na maioria dos isolados de
S. enterica (4), porém, durante a técnica de clonagem para construcdo de
bibliotecas genémicas, nao foram obtidos clones positivos e optou-se por seguir os
estudos sem esse gene.

A identificacdo tradicional por PCR ndao é capaz de estimar
quantitativamente os individuos de um estudo, mas foi utilizado neste trabalho
para confirmar a especificidade dos iniciadores escolhidos. Os iniciadores da
Tabela 4 (Material e Métodos) foram testados e, de acordo com os resultados
obtidos pelo PCR, foram escolhidos trés pares de iniciadores, considerando os
que tinham maior T, (préximos a 60°C) e que apresentaram melhores perfis
eletroforéticos. Os iniciadores escolhidos foram FIiC(1) e Prot6E(2).Os genes fliC e
prot6E séao utilizados para identificacao de S. enterica Typhimurium (a que mais se
aproximava geneticamente de S. enterica 1,4,[5],12:i:-) e S. enterica Enteritidis,
respectivamente (57).

O RT-PCR oferece a possibilidade de se estimar o nUmero de bactérias em
uma determinada aliquota, pois utiliza iniciadores especificos para cada
sorovariedade, além de ser preciso e rapido (4). Essa quantificacdo nao é apenas

baseada em um Unico sinal luminoso, mas em um aumento exponencial da
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quantidade de DNA, diluida em concentragcées conhecidas e amplificada em varios
ciclos, criando-se assim uma curva padrao que é utilizada para determinar uma
quantidade de DNA desconhecida em uma amostra quando comparada com essa
curva (quantificagéo absoluta) (2).

Para essa quantificacdo absoluta das amostras, foi utilizado o fluoréforo
SYBR Green amplamente utilizado em cadeias duplas de DNA (69), pois esse
corante supera a necessidade de construgcdo de sondas fluorescentes e, assim,
simples protocolos de PCR modificados puderam ser utilizados nas reacoes (70).

Foi realizada uma série de reagdes de RT-PCR para se estimar a
quantidade de DNA de STi e SE em varias aliquotas, primeiro em culturas puras e
posteriormente em culturas mistas dessas bactérias. Foram escolhidos trés
tempos das curvas de crescimento de 107 horas, a saber, 11horas, 59 horas e
107 horas. Com base na curva de 24 horas, com 11 horas de crescimento, a
cultura estaria entrando na fase estacionaria. Por sua vez, na curva de 107 horas,
em 59 horas foi verificada uma queda no crescimento da cultura. Finalmente, com
107 horas de crescimento a cultura estava em declinio. Nesse ultimo tempo (107
horas) € possivel que os fagos liticos para SE se tornaram lisogénicos, deixando
assim de influenciar na competigcéo (50).

Durante o crescimento bacteriano a partir de uma mesma CFU de S.
enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi) e S. enterica Enteritidis (SE), nossa hipbtese, como
salientado anteriormente, era de que haveria um aumento significativo na
populacédo de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi) € um decréscimo na populagédo de S.

enterica Enteritidis (SE).
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Foi observado que nas culturas puras os iniciadores foram bastante
especificos (figura 21 e 22), demonstrando que cada par de iniciadores sé
amplificava o DNA de cada sorovariedade especifica. Porém, nas culturas mistas,
os dados obtidos variaram bastante. Uma possivel explicacdo para esses
resultados poderia ser devido ao estado de empacotamento do DNA que em
culturas sob estresse nutricional encontra-se ligado a varias proteinas do
nucledide, dificultando a amplificacdo génica. Outras estratégias estdo em estudo
para poder resolver esta limitacdo do método.

As analises das suspensdes dos fagos Saeni 633 e Saeni 691 por
microscopia eletrénica evidenciaram a presenca de particulas virais (virions) com
nucleocapsideo de formato icosaédrico e cauda curta. Esses resultados sugerem
que esses fagos pertencem a Ordem Caudovirales, Familia Podoviridae. De fato,
a grande maioria dos fagos descritos (mais de 90%) pertence a esta Ordem (37).

Os dados de sequenciamento gendmico indicaram que o fago Saeni 633
apresenta grande similaridade a profagos de S. enterica Heidelberg (71). Esses
dados indicam a mobilidade de fagos entre diferentes sorovariedades de S.

enterica.
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6. CONCLUSOES

1 — Profagos de S. enterica 1,4,[5],12.:i- (STi) podem ser induzidos por varios
métodos, como Mitomicina 1%, 2%, UV, Perdxido de hidrogénio e por aumento da

densidade populacional,

2 — Fagos induzidos de S. enterica |,4,[5],12.:i:- (STi) sao altamente liticos para S.

enterica Enteritidis (SE);

3 — Fagos induzidos de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi) interferem no crescimento

populacional de S. enterica Enteritidis (SE);

4 — O sucesso evolutivo de S. enterica 1,4,[5],12.:i:- (STi) pode estar associado a

profagos liticos para S. enterica Enteritidis (SE);

5 - Fagos tém um importante papel na dindmica populacional de S. enterica,

beneficiando seu hospedeiro e atuando como um regulador na ecologia

bacteriana.
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