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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é um patégeno oportunista gram-negativo responsavel por parte
das infecgcbes causadas em ambiente hospitalar, provocando altas taxas de mortalidade e
comorbidade em pacientes imunodeprimidos. Por conta do uso inadequado de antibiéticos e
a mecanismos de resisténcia intrinsecos, esses microrganismos apresentam poucos
farmacos eficientes para seu tratamento. Dessa forma, o desenvolvimento de novas formas
de combate desse patdgeno se faz necessario. Coquetéis compostos por bacteriéfagos séo
uma possivel alternativa para o tratamento de infecgées bacterianas e o aparecimento de
cepas resistentes. Os coquetéis ideais sao compostos por fagos que utilizam receptores de
membrana diferentes. Considerando que a resisténcia cruzada ocorre entre fagos que utilizam
0s mesmos receptores, no presente trabalho foram selecionadas trés cepas de P. aeruginosa
mutantes resistentes ao fago BrSP1 e realizado testes de adsorgdo deste fago em trés
tempos, 0, 20 e 40 minutos e teste de resisténcia cruzada em outros fagos, dos quais a cepa
original era sensivel, através da aplicagao das diluicdes virais em sobrecamadas compostas
de células bacterianas. Os resultados mostraram a ocorréncia de resisténcia cruzada nos
fagos 26IF, 8F1 e 26F1, em ao menos uma dentre as onze cepas mutantes isoladas. O fago
23F3 foi sensivel a todas as cepas, indicando possivelmente o uso de receptores de

membranas diferentes do BrSP1 em seu processo de adsorgao.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative opportunistic pathogen responsible for
infections in hospitals, causing high mortality and comorbidity rates in immunocompromised
patients. Due to the inadequate use of antibiotics and the presence of intrinsic resistance
mechanisms, these microorganisms have few efficient drugs for their treatment. Thus, the
development of new ways to combat this pathogen is necessary. Cocktails composed of
bacteriophage are a possible alternative for the treatment of bacterial infections and the
development of resistant strains. The ideal phage cocktail requires phages that use different
cell membrane receptors. Considering that cross-resistance occurs between phages that use
the same receptors, in the present work, three strains of P. aeruginosa resistant mutants to
phage BrSP1 were selected and isolated. In these strains, were performing an assay to test

BrSP1’s phage adsorption, over a time interval of 0, 20 and 40 minutes, and a cross-resistance



XVI Jornada de Iniciagdo Cientifica e X Mostra de Iniciagdo Tecnolégica - 2020

test on other phages, of which the original strain was sensitive, through the application of a
viral dilutions in overlays composed of bacterial cells. The results showed the occurrence of
cross resistance in phages 26IF, 8F1, and 26F1, in at least one of the eleven isolated mutant
strains. The phage 23F3 was sensitive to all strains, possibly indicating the use of membrane
receptors other than BrSP1 in its adsorption process.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, bacteriophages; microbial control
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1. INTRODUGAO

Pseudomonas aeruginosa é um patégeno oportunista gram-negativo responsavel por
parte das infecgdes causadas em ambiente hospitalar. Acomete principalmente pacientes
imunossuprimidos, portadores de fibrose cistica, com queimaduras e usuarios de terapia
intensiva, resultando em alta mortalidade e comorbidade (LOPES; SILVA; OLIVEIRA; ALVES,
2019; MINGRONE, 2011).

Além de acometer seres humanos, essa espécie bacteriana causa infec¢des ainda em
diversos grupos de animais, como equinos, gatos e caes, se mostrando relevante também na
medicina veterinaria (FERNANDES, 2009; HAWKINGS, 2010).

A importancia das infecgbes causadas por P. aeruginosa se da em virtude a baixa
disponibilidade de farmacos efetivos para seu tratamento. Essas bactérias apresentam
mecanismos intrinsecos que as tornam resistentes a multiplos antimicrobianos (LISTER;
WOLTER; HANSON, 2009). Além disso, o aparecimento de cepas resistentes tem se

intensificado nos ultimos anos (LOUREIRO et al., 2).

Dessa forma, é de grande importancia que novos farmacos e tratamentos alternativos
sejam desenvolvidos para o controle P. aeruginosa. Uma possivel alternativa para o
tratamento de infecgbes bacterianas é a fagoterapia, ou seja, a utilizacdo de virus que
infectam apenas bactérias de forma terapéutica (KORTRIGHT et al., 2019). Os bacteriéfagos,
também chamados abreviadamente de fagos, tém varias caracteristicas que |hes confere

grande potencial de aplicagdo no controle microbiano.

O ciclo infectivo dos fagos se inicia com o reconhecimento e adesdo a receptores de
membrana especificos da célula hospedeira, seguido da introdu¢ao de seu material genético
no interior dela. Esse ciclo pode ocorrer de forma lisogénica, no qual o DNA do virus se adere
ao da bactéria, se mantendo em cada fase replicativa, ou de forma litica promovendo a
geracao de novos virus e a lise celular (HANLON, 2007). Os bacteriéfagos que apresentam
ciclo litico proporcionam um controle da populagao bacteriana, uma vez que, ao lisar as
células hospedeiras, acaba as matando rapidamente (MADIGAN et al., 2016). Por conta
dessa caracteristica, fagos liticos podem compor coquetéis para reduzir a populagao de P.
aeruginosa (YANG et al., 2020).

Um aspecto essencial para a composi¢cao dos coquetéis é a determinacdo dos
receptores que os fagos utilizam para adentrarem na célula susceptivel. Coquetéis ideais séo
constituidos por dois ou mais fagos que utilizam receptores diferentes; por conta da menor
possibilidade de mutagBes espontaneas gerarem resisténcia a ambos ao mesmo tempo
(NILSSON, 2014). Essa caracteristica pode ser investigada através de ensaios que

determinam a ocorréncia de resisténcia cruzada, resisténcia que ocorre a bacteriéfagos que
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utilizam os mesmos mecanismos de infecgdo, como, por exemplo, os mesmos receptores
(TRUDELLE; BRYAN; HUDSON; DENES, 2019).

Algumas cepas bacterianas apresentam fenétipos que as fazem ser insensiveis a uma
espécie ou grupo de bacteriéfagos. As bactérias mutantes insensiveis a fagos (BIMs) surgem
naturalmente em decorréncia de mutagdes cromossOmicas espontaneas. Mutagdes das quais
podem interferir na natureza do receptor utilizado pelo fago para adsorgéo, por exemplo
(FORDE; FITZGERALD, 1999). Assim, através da geragcdo de BIMs pode se observar a
ocorréncia de resisténcia cruzada contra fagos que utilizam o mesmo receptor para a

adsorcéo.

Desse modo, esse trabalho analisou a ocorréncia de resisténcia cruzada em trés cepas
de P. aeruginosa isoladas de animais domésticos, através da geragcédo e isolamento de

mutantes resistentes ao bacteri6fago Pseudomonas BrSP1 (MELO et al., 2019).
1.2 Justificativa

O desenvolvimento de métodos alternativos de controle de infec¢des bacterianas vem
se tornando cada vez mais urgente no mundo atual, devido, principalmente, a necessidade
de se reduzir o uso excessivo de antibidticos em tratamentos clinicos. A fagoterapia, neste
sentido, vem se destacando como uma das alternativas de controle microbiano que apresenta
maior potencial de uso tanto no cuidado da saude humana como para uso veterinario. O
presente trabalho tem como objetivo promover o avango nas investigagdes sobre a utilizagéo
de fagos no controle microbiano. A bactéria alvo desse estudo, P. aeruginosa, € uma espécie
oportunista de dificil controle e que, frequentemente, apresenta multipla resisténcia a

antibiéticos.
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivos gerais

Analisar a ocorréncia de resisténcia cruzada em fagos que infectam P. aeruginosa e
assim poder classificar esses fagos de acordo com o receptor celular que utilizam. Essa
informagéo podera servir para orientar o uso desses fagos em coquetéis para o controle de

infecgbes veterinarias causadas por P. aeruginosa.
1.3.2 Objetivos especificos

1) Multiplicar quatro cepas de bactérias do género P. aeruginosa susceptiveis a fagos.
Sendo elas, CAPEO1, BOIJ02 e CASMOG6, estas sao susceptiveis ao fago BrSP1 e, também,

a pelo menos dois outros fagos, como indicado na tabela 1.

2) Isolar mutantes resistentes ao fago BrSP1 proveniente das 3 cepas indicadas acima.

Estas cepas foram denominadas BIM/BrSP1 (Mutantes insensiveis ao bacteriéfago BrSP1).
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Portanto, as cepas isoladas resistentes ao fago BrSP1 foram chamadas de
CAPEO1_BIM/BrSP1, BOIJ02_BIM/BrSP1, CASM06_BIM/BrSP1.

3) Determinar se os mutantes insensiveis ao fago BrSP1 apresentam mecanismos de

resisténcia cruzada quando expostos aos outros fagos capazes de infectar a cepa original.

4) Analisar se a resisténcia ao fago BrSP1 se da em virtude do bloqueio das etapas de
reconhecimento de receptores de membrana utilizados pelo fago durante o processo de

adsorgéo.

Tabela 1. Sensibilidade de quatro cepas bacterianas de P. aeruginosa a cinco bacteriofagos.
A cor verde indica que a cepa é susceptivel; vermelho, resistente, e amarelo, possivelmente

susceptivel.

Cepa
) Sensibilidade a bacteriéfagos isolados no laboratério do professor proponente
bacteriana

8FI 23F3 26F 1 26IF BrSP1

CASMO06

CAPEO1

BOI1J02

2. REFERENCIAL TEORICO

Os bacteriéfagos, também chamados de fagos, séo virus capazes de infectar células
procariontes. Esses virus sdo formados por um capsideo, uma estrutura icosaedrica proteica
que abriga o material genético viral, geralmente sendo DNA de fita dupla (MADIGAN et al.,
2016; HANLON, 2007). As etapas de infecgao do virus sdo adsorgao, biossintese, maturagao
e liberagao. O processo de infecgao se inicia com o encontro do fago com seu hospedeiro,
ocorrendo o reconhecimento e a fixagao a receptores de membrana especificos, seguida da
insercao do material genético viral no citoplasma da célula (SILVA; STORMS; SAUVAGEAU,
2016). Os receptores presentes na superficie celular apresentam fungéo especifica para a
bactéria; os fagos, por sua vez, se aproveitam dessas estruturas para seus processos de
infeccao (MADIGAN et al., 2016).

A produgdo de novos fagos pode ocorrer de duas maneiras: de forma litica ou
lisogénica. No ciclo litico a inser¢ao do material genético viral, faz com que o metabolismo da
célula hospedeira concentre suas atividades na sintese de componentes do virus, resultando

na formacgao de novos materiais genéticos virais e na produgao de proteinas e enzimas que
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formarao as estruturas dos novos fagos. A montagem desses novos bacteriéfagos provoca a

lise da célula, colocando-os no ambiente extracelular (MINGRONE, 2011).

No ciclo lisogénico, o DNA do fago no citoplasma se insere ao cromossomo bacteriano
através de uma recombinagao, agora denominado profago. Este ciclo ndo provoca a lise, isso
favorece o virus, pois a cada fase replicativa da célula, o material genético do virus é replicado
também (MINGRONE, 2011).

A partir disso, nota se que a infecgdo com fagos liticos com frequéncia resulta em
grande reducgdo da cultura bacteriana. Esta caracteristica possibilitou o desenvolvimento de
métodos de controle que utilizam estes agentes, tornando a terapia fagica uma alternativa

para tratamento tanto em humanos como em animais (FILIPPOV, 2011).

Na medicina, coquetéis terapéuticos de fagos, ou seja, uma combinagdo de
bacteriéfagos distintos sdo uma alternativa como recurso na substituigo do uso de
antibiéticos para bactérias com multiplas resisténcias. Para ser eficiente no controle das lises
das bactérias, o conjunto de fagos utilizados deve, preferencialmente, utilizar receptores
distintos (NILSSON, 2014).

Neste contexto, Pseudomonas aeruginosa compdem um grupo de bactérias para qual
o estudo e controle do uso de fagos € muito promissor, e extremamente necessario para a
criacao de tratamentos médicos eficazes em doengas acometidas em humanos e animais
(VALOT et al., 2015). Essa bactéria é caracterizada como Gram-negativa aerébica, movidas
por flagelos, podendo estar agrupada em bastonetes isolados ou em pares. E extremamente
abundante em diversos ambientes da biosfera, fazendo parte inclusive da microbiota de
humanos e animais (MADIGAN et. al; 2016).

P. aeruginosa sdo um dos principais agentes causadores de infecgdes hospitalares
afetando individuos imunossuprimidos, expostos por queimaduras, frequentemente também
em infecgdes do trato urinario (no uso de cateter contaminados por esta bactéria), infeccao
ocular e do ouvido (MINGRONE, 2011). Esta espécie bacteriana é capaz também de infectar
animais de pequeno e grande porte, causando por exemplo otite em cdes e mastite em
bovinos (HAWKINGS, 2010).

Fagos ja tém sido utilizados em diversos paises como nos Estados Unidos, na forma
de controle biolégico de bactérias, destacando-se o controle de contaminagdo bacteriana,
como a aplicagdo e comercializagdo de coquetéis de fagos por exemplo o Listex™ and

Salmonlex™, usados na industria alimenticia (KAZI, 2015).

Bactérias assim como P. aeruginosa tem como um dos fatores para seu sucesso de
sobrevivéncia a manutengao e modificagao de caracteristicas genotipicas que as tornem bem

adaptadas através de diversos mecanismos de resisténcia. Fatores intrinsecos, como, por
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exemplo, a presenca de bombas de efluxo e baixa permeabilidade de membrana, além de
hiper mutagdes em seu genoma, faz com que a P. aeruginosa seja resistente a diversos
antibiéticos (HENRICHFREISE; WIEGAND; PFISTER; WIEDEMANN, 2007).

Dentro deste contexto observa-se, também, a ocorréncia de BIMs (Mutantes
Insensiveis ao Bacteridfago), ou seja, mutantes dotados de alteracbes em seu genoma que
resultaram em expressdes génicas que proporcionam através de alteragdes na bactéria,
resisténcia ao fago que a infecta (MORADALI et al., 2017), provocando, por exemplo, o
impedimento da adsor¢ao, injecdo de DNA e até mesmo a destruicdo do material genético
viral (ROSTOL; MARRAFFINI, 2019).

Algumas das resisténcias selecionadas por parte dessas mutagdes podem gerar
resisténcia ndo apenas a um, mas a um grupo de bacteriéfagos, denominada de resisténcia
cruzada (TRUDELLE; BRYAN; HUDSON; DENES, 2019).

3. METODOLOGIA
3.1. Origem e armazenamento das cepas de P. aeruginosa

As cepas utilizadas nesse trabalho séo provenientes da Universidade Federal de Santa
Maria, RS, Brasil. Originarias do laboratério de bacteriologia, coordenada pela Professora
Agueda Palmira Castanho de Vargas, e autorizado pela mesma a utilizagao de tais cepas para
trabalhos académicos, realizados sob a supervisdo do professor orientador. O
armazenamento destas cepas foi feito por congelamento a -80°C em meio Triptona de Soja

(Fluka Analitica®) com adi¢ao de 15% glicerol.
3.2. Bacteriéfagos usados no trabalho

Os bacteriofagos utilizados no trabalho (tabela 1) sdo provenientes do laboratério do
professor proponente. Muitos dos quais foram isolados de cérregos e corpos d’agua de Sao

Paulo por trabalhos anteriores no laboratério sob orientacao do professor proponente.

3.3. Meio de cultura para crescimento das bactérias e tampao para a manutencgao dos

fagos

As culturas bacterianas de P. aeruginosa utilizadas nesse trabalho foram mantidas em
meio Triptona de Soja (TSB, Fluka Analitica®), cuja composi¢ao para o preparo de um litro de
meio se da por: 17 g de triptona, 3 g de farinha de soja digerida, 2,5 g de glicose, 5 g de cloreto

de sdodio e 2,5 g de fosfato dipotassico. Com regulagéo do pH do meio para 7,3+0,2 a 25°C.

Para o manuseio dos bacteriéfagos foi utilizado tampao SM com a seguinte
composigao por litro: 5,8 g de NaCl, 2 g de MgS04.12H,0, 50 mL Tris HCL (1M) e 5 mL
gelatina a 2%. Com pH a 7,4.
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3.4. Multiplicacao dos fagos para estoque

Para a formagao de estoques virais, os cinco isolados de fagos utilizados neste estudo
(BrSP1, 8F1, 23F3, 26F1 e 261F) foram multiplicados. Para isso, foi inoculado 50 uL de fago
em 5 mL de uma cultura de P. aeruginosa em meio TSB que estava no inicio da fase
exponencial de crescimento. Esta cultura foi transferida para uma estufa tipo “shaker” (New

Brunswick) e mantida sob agitacao a 100 rpm (rotagcdes por minuto) por 24 horas a 35°C.

Apoés este periodo, a amostra foi submetida a uma nova centrifugacao a 2000 x g por 10
minutos. Apods centrifugada, 800 puL do sobrenadante foi transferido para um microtubo de 1,5
mL e purificado com o tratamento de cloroférmio. Para isto, 200 yL de cloroférmio foi
transferido ao microtubo contendo o sobrenadante e agitado por 5 minutos utilizando um
agitador tipo Vortex. Apds agitado, este material foi submetido a uma nova centrifugagao a
12000 x g por 10 minutos. O sobrenadante, contendo os fagos purificados, foi transferido a

um novo microtubo e armazenado sob refrigeragao.
3.5. Titulagao dos fagos

A titulagao dos fagos foi realizada através do método de microgotas em placas de Pétri
contendo sobrecamada de células de P. aeruginosa. A sobrecamada foi feita adicionando 1
mL, aproximadamente um milhao, de células bacterianas, em 5 mL de uma solugao de TSB
com 0,25% de agarose a 55°C. Esta mistura foi homogeneizada e vertida sobre placas de
Pétri contendo meio de cultura TSA. Garantindo uma distribuicdo uniforme das células

bacterianas na superficie da placa.

Para a titulagdo dos fagos, foi feita uma diluicdo seriada em 8 microtubos de 1,5 mL.
Em cada microtubo foi adicionado 450 yL de tampao SM. O primeiro microtubo, identificado
como “diluigao 17, foi inoculado com 50 L de fagos transferidos do estoque viral. Em seguida,
foi homogeneizado rapidamente no agitador tipo Vortex. A partir deste microtubo, 50 uL de
seu conteudo foi transferido para um segundo microtubo. Esse processo foi repetido até o
microtubo 8, obtendo-se uma diluicdo de até um bilhdo de vezes comparada ao estoque

original do fago.

Apoés a preparacao das diluigbes, através do método de microgotas, 20 yL de cada
uma das dilui¢des foi inoculado em placas de Pétri contendo a sobrecamada bacteriana. Apés
secas, as placas foram incubadas na estufa por 24 horas a 30°C. Apds este periodo, foi
realizada a contagem das placas de lise para a estimativa do titulo viral em unidade formadora

de placa por mL (PFU/mL), calculado conforme a férmula:

PFU/mL= (numero de placas de lise x fator de diluigdo)/(volume da diluigdo (mL))
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Nesse estudo, a titulagcdo dos fagos BrSP1, 8FI, 23F3, 26F1, 26IF foi equivalente a
4,5.10%; 2,75.10"%; 3,75.10% 1,33.10° e 1,25.10"", respectivamente.

3.6. Isolamento de cepas resistentes

O isolamento das cepas bacterianas de P. aeruginosa resistentes aos fagos foi feito
através de uma sobrecamada viral. A partir das cepas CASMO06, BOIJO2 e CAPEO1, foram
isoladas ao menos trés variantes resistentes ao fago BrSP1. Para o preparo da sobrecamada
viral, um bilhdo de particulas virais, 222 yL, foram adicionadas a uma solugao de 5 mL de
meio de cultura TSB com 0,40% de agarose, mantida a 55°C. Essa solugéo foi

homogeneizada e vertida sobre placas de Pétri contendo, previamente, meio de cultura TSA.

A fim de se obter colbnias bacterianas resistentes puras e isoladas, as culturas de P.
aeruginosa em fase exponencial foram diluidas em dois microtubos de 1,5 mL. Em cada
microtubo colocou-se 450 uL de meio de cultura TSB. Em seguida, 50 pL da cultura em fase
exponencial foi transferida para o primeiro microtubo e homogeneizado no vortex. A partir do
microtubo 1, 0 mesmo processo foi repetido para o segundo microtubo. Apés a diluigdo, 60
ML da cultura original, em fase exponencial, e das duas diluigdes feitas foi inoculado sobre as
placas de Pétri contendo a sobrecamada viral, nomeadas como original, 10" e 102. Com o
auxilio da alga de Drigalski, a amostra foi espalhada, obtendo-se uma camada homogénea de
células bacterianas. Apds secas, as placas de Pétri foram incubadas por 24 horas na estufa
a 30°C.

A partir das colbnias crescidas, foram selecionadas aleatoriamente de 3 a 5 colbnias
com morfologias diferentes das placas de Pétri 10!, as quais foram cultivadas e multiplicadas
em 5 mL de meio TSB; e submetidas ao teste de microgotas para a confirmacgao prévia de
resisténcia ao fago BrSP1. Para isso, foi preparada uma sobrecamada bacteriana com todas
as cepas resistentes, como descrito no item 3.5., e inoculado 20 uL de fago, correspondente
a 1000 PFU/mL de BrSP1 sobre as células bacterianas. Desta forma, o ndo aparecimento de

placas de lise indica a resisténcia ao BrSP1.
3.7. Verificagao de resisténcia associada a adsorgao do BrSP1

A fim de verificar a estabilidade da resisténcia nas cepas bacterianas resistentes
isoladas e se a resisténcia ao bacteridfago BrSP1 se deu devido as etapas de adsorgao viral
ou posterior a esse evento, foi feito o teste de adsorgao. Para isso, 100 pL de cultura composta
pelas BIMs em fase exponencial foi inoculado em um tubo de ensaio de 15 mL contendo 5 mL
de meio de cultura TSB. A amostra foi encubada na estufa tipo “shaker” sob agitagéo de 150
rpm a 35°C até atingir 108 UFC/mL, turbidez referente ao nimero 0,5 da escala de McFarland
(Nefelobac).
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Apds agitada, foi adicionado aproximadamente 106 UFP/mL de BrSP1 a amostra. A
mistura foi homogeneizada rapidamente e 500 L foi transferido para um microtubo de 1,5
mL, nomeado como T=0. O microtubo foi centrifugado por 5 minutos a 10000 x g por 5

minutos.

Apods a centrifugagdo, a amostra foi submetida a purificagdo com o tratamento de
cloroférmio. Para isso, 400 pyL do sobrenadante presente no tubo T=0 foi transferido para um
novo microtubo, no qual foi adicionado 40 pL de cloroférmio e agitado por 1 minuto no agitador
tipo vortex. A amostra foi submetida a uma centrifugagao a 4000 x g por 8 minutos. Em um
novo microtubo, nomeado como “purificacdo T=0", 300 uL do sobrenadante purificado foi

transferido e armazenado sob refrigeragéao.

O tubo de ensaio contendo as particulas virais e as células bacterianas, apos retirada
a amostra para o microtubo T=0, foi levada para a estufa tipo “shaker” para agitagao a 120
rom por 20 minutos. Apds esse tempo, 500 pL foi retirado e transferido para um novo
microtubo, denominado T=1 e, apés mais 20 minutos, mais uma amostra de 500 uL foi
transferido para outro microtubo, nomeado como T=2. Ambos microtubos, T=1 e T=2, foram

submetidos aos mesmos procedimentos feitos para o T=0.

As amostras purificadas foram diluidas em tampao SM, conforme os procedimentos
descritos natitulagao viral, até a diluigao 4. As diluigdes, em seguida, foram inoculadas através
do teste de microgotas sobre uma placa de Pétri contendo uma sobrecamada bacteriana
semeada com células da cepa original sensivel ao bacteriéfago. Assim, a quantidade de placa
de lise constante nos trés tempos medidos, 0, 20 e 40 minutos, indica que os bacteriéfagos
nao estdo adentrando nas células bacterianas, devido a modificagdes que n&o permitem sua

adsorgao e confirma a estabilidade das BIMs isoladas.

Esse teste foi realizado utilizando apenas o fago BrSP1 em todas as cepas de P.
aeruginosa mutantes isoladas, portanto, CASMO06 BIM/BrSP1 (2, 3, 4, 5 e 6),
CAPEO1_BIM/BrSP1 (1, 2 e 4) e BOIJO2_BIM/BrSP1 (3, 4 € 5).

3.8. Verificagao de ocorréncia de resisténcia cruzada a partir do teste de microgotas

A verificagdo de ocorréncia de resisténcia cruzada nas cepas resistentes isoladas foi
feita através do teste de microgotas. Para tanto, foram preparadas sobrecamadas a partir das

BIMs, conforme os procedimentos descritos na titulagao viral.

A partir das diluigbes virais realizadas para estoque dos fagos 8Fl, 23F23, 26F1 e
26IF, 20 pL das oito diluicdes do estoque viral original foram aplicadas na sobrecamada
preparada previamente feita com as BIMs isoladas. O nao aparecimento de placas de lise nas
placas de Pétri indica que a resisténcia ao fago BrSP1 conferiu resisténcia aos outros fagos

da colecgao e a estabilidade desta resisténcia.
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O teste de resisténcia cruzada foi feito apenas com os fagos que as cepas sensiveis

eram previamente susceptiveis, conforme a tabela 1.
4. RESULTADO E DISCUSSAO

Os bacteriofagos iniciam sua infeccdo se ligando a receptores de membrana ou a
componentes presentes na superficie celular de suas hospedeiras. Fagos que infectam
bactérias gram-negativas podem utilizar proteinas presentes na membrana externa bacteriana

ou, ainda, varias regides do LPS, como receptores (RAKHUBA et al., 2010).

A membrana externa dessas bactérias € composta por fosfolipidios, proteinas e
polissacarideos. Por conta do complexo formado entre o lipideo e o polissacarideo, essa

camada é denominada de lipopolissacaridica (MADIGAN et al., 2016).

A estrutura do lipopolissacarideo (LPS) consiste em uma porgéo polissacaridica,
dividida em polissacarideo cerne e O-especifico, e uma porgéo lipidica, denominada de lipideo
A, um glicofosfolipideo. O polissacarideo O-especifico possui sequéncias de quatro a cinco
repeticbes de agucares, como, por exemplo, galactose, glicose, ramnose e manose, além de

outros, e se conecta ao lipideo A pelo polissacarideo cerne (MADIGAN et al., 2016).

Existem dois tipos de LPS: Liso, o qual apresenta lipideo A, polissacarideo cerne e o
polissacarideo O-especifico, também chamado de antigeno-O; e o rugoso, o qual nao
apresenta o antigeno O, mas sim, o lipideo A e o polissacarideo cerne (RAKHUBA et al., 2010;
SILVA; STORMS; SAUVAGEAU, 2016). P. aeruginosa, por exemplo, expressam dois tipos de
LPS, um denominado de banda A, que determina a porcao antigénica comum desse
patdégeno, e a banda B, que confere um tipo especifico de antigeno O (MAKIN; BEVERIDGE,
1996). A composicado do antigeno-O em bactérias varia entre os grupos taxondmicos; essa
estrutura é responsavel pela especificidade sorolégica bacteriana, imunogenicidade e pela

ligacao de bacteriéfagos, ao servir de receptor (KIM et al., 2010).

Uma maneira da bactéria evitar a infeccao do fago, € prevenir sua adsorgao.
Fendmenos como esconder ou mascarar o receptor € uma das estratégias utilizadas por P.
aeruginosa, por exemplo, essas bactérias podem promover a glicosilagao da pili tipo IV para
evitar a ligagao dos fagos a esse receptor (HARVEY et al., 2017). Mutagbes espontaneas sao
estratégias comuns adotadas evolutivamente para se reduzir as infecgdes por bacteriofagos
(SORENSEN et al., 2011).

No estudo realizado por Shen et al. (2018), cepas de P. aeruginosa resistentes a
bacterioéfagos tiveram grandes regides de seu genoma deletado por conta de mutagbes no
gene MutL, o qual € componente do sistema de reparo de DNA e promove dele¢cbes nesses
microrganismos. O MutL é uma proteina de restrigdo que reconhece e marca o local do DNA

que deve ser reparado (PILLON et al., 2011). Dentre a porgéo deletada, estavam os genes
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hmgA e galU, o galU é responsavel pela conversao de glicose-1-fosfato para UDP-D-glicose,
acgucar que compde o polissacarideo cerne, formando LPS defeituosos e desprovidos de
antigeno O (SHEN et al., 2018). Enquanto a perda do gene hmgA promove o acumulo de
acido homogentisico, o qual possui pigmentacao vermelha (LE et al., 2014). Por conta disso,

apareceram cepas mutantes resistentes a fagos de coloragdo amarronzada.

Neste trabalho, ao realizar a selecdo das cepas CASMO6 de P. aeruginosa mutantes
resistentes ao fago BrSP1, notou-se a presenca de algumas colénias de coloragao marrom,
entre as brancas nas placas contendo a sobrecamada viral (Figura 1). O mesmo fendbmeno
foi identificado em outros estudos realizados com cepas mutantes resistentes a bacteriofagos,

resultado de grandes delegbes no genoma bacteriano (SHEN et al., 2018; LI et al., 2018).

Nas mutantes brancas, apesar de nao ter tido modificacbes na coloragdo, sua
resisténcia esta ligada a perda de outro gene, o wzy, o qual interfere na atividade da
polimerase do antigeno O, consequentemente também altera o LPS, provocando resisténcia
(LI et al., 2018). A polimerase do antigeno O é responsavel pela polimerizagdo e montagem
das subunidades que compde o antigeno O, e, consequentemente, da ligagdo destes ao
lipideo A (MULFORD; OSBORN, 1983).

Outras modificacdes ligadas ao LPS em P. aeruginosa foram encontradas, decorrente
a mutagdes no gene AalgC, ocasionando a perda das bandas A e B nesses microrganismos
(ONG et al., 2020).

Dentre os mecanismos de resisténcia selecionados na P. aeruginosa, alteragcdes em
genes ligados a vias biossintética de receptores sdo encontrados predominantemente
relacionados as estruturas do LPS e a pili tipo IV, uma vez que sao os principais receptores
utilizados por muitos fagos (POURCEL; MIDOUX; VERGNAUD; LATINO, 2020). Diversos
fagos que infectam essa espécie bacteriana foram relatados utilizando esses dois receptores
(LAM et al.,2011; BRADLEY; PITT, 1974), justificando a incidéncia de muta¢des contra os

fagos que utilizam LPS como receptor.

Tendo em vista o aparecimento de cepas mutantes tanto brancas quanto marrons,
podemos inferir, portanto, que possivelmente os receptores utilizados pelo fago BrSP1 para
adsorgao pode estar ligado a por¢des do LPS. Para resultados mais conclusivos, estudos
moleculares devem ser feitos para mapear quais foram, de fato, as regides mutadas que

conferiram resisténcia a este fago.
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Figura 1. Col6nias da cepa CASM06 mutantes insensiveis ao bacteriéfago BrSP1.

Fonte: Autora do trabalho.

O teste de adsorgao realizado nas onze cepas mutantes de P. aeruginosa isoladas
indicaram uma quantidade de placas de lise constante nos trés tempos, T=0, T=1 e T=2, assim
como mostrado na cepa CASM06_BIM/BrSP1 2 (Figura 2) e BOI02_BIM/BrSP1 3 (Figura 4).
Diferente do teste realizado com a cepa original de CASMO06 sensivel, na qual houve uma
redugéo perceptivel no T=1, comparado ao T=0 (Figura 3). Dessa forma, a prevaléncia de,
aproximadamente, a mesma quantidade de placas de lise assim que foi adicionado o fago as
células bacterianas resistentes, no tempo 0, e posteriormente a 20 e 40 minutos, indicou que
os fagos nao estavam adentrando na célula, confirmando a resisténcia das cepas ao fago
BrSP1.

Figura 2. Placas de lise geradas no teste de adsor¢cao na cepa de CASM06_BIM/BrSP1 2

Fonte: Autora do texto.

Figura 3. Placas de lise geradas no teste de adsorcao na cepa sensivel de CASM06

Fonte: Autora do texto.
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Figura 4. Placas de lise geradas no teste de adsorgao da cepa BOIJO2_BIM/BrSP1 3

Fonte: Autora do texto.

A quantidade de placas de lise ao se manter parecida em cada quadrante nas trés
placas T=0, T=1 e T=2, provavelmente esta relacionado com mutagbes espontaneas que
conferiram o bloqueio de entrada do bacteriéfago nas células hospedeiras. Ong et al. (2020)
ao analisarem a eficiéncia de adsorgéao de dois fagos em cepas mutantes resistentes de P.
aeruginosa constataram a diminuicdo de particulas virais ao realizarem sua titulacao;
sugerindo que os fagos conseguiam adsorver, e 0os mecanismos de resisténcia se davam

internamente.

Uma vez que nao ocorreu a adsorcdo, as mutantes resistentes ao BrSP1,
CASMO06_BIM/BrSP1(2, 3 e 5), BOIJO2_BIM/BrSP1 (2 e 4), e CAPEO1_BIM/BrSP1 1,
provavelmente conferiram mutagdes nos receptores de membrana. A prevencgao da adsorgao
pode se dar pelo bloqueio de receptores, produgcao de capsula ou biofilme e pela producao de
inibidores competitivos (LABRIE; SAMSON; MONEAU, 2010) ou ainda, pela perda completa
do receptor (HYMAN; ABEDON, 2010).

As cepas BOIJ02_BIM/BrSP1 (1 e 2) e CAPEO1_BIM/BrSP1 (3 e 5) foram descartadas

devido a prevaléncia de fagos associados a elas.

Apos o teste de adsorcao ao fago BrSP1, foi feita a verificagdo de resisténcia cruzada,
utilizando fagos dos quais a cepa original era sensivel (tabela 1), através do teste de

microgotas nas 11 cepas BIMs isoladas (tabela 2).

Nas cepas de CASMO06_BIM/BrSP1, trés das cinco isoladas, houve a ocorréncia de
resisténcia cruzada ao fago 26F1, enquanto as restantes se mantiveram sensiveis ao fago

(tabela 2). No entanto, todas as cinco BIMs foram sensiveis ao bacteriéfago 261F.

Nas cepas de BOIJ02_BIM/BrSP1, as trés cepas selecionadas se mostraram sensiveis
ao bacteriéfago 23F3, como exemplificado pelo aparecimento de regides de lise na cepa BIM

5 na figura 5.
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Figura 5 . Teste de resisténcia cruzada na cepa de BOIJ02_BIM/BrSP1 5 ao fago 23F3

Fonte: Autora do trabalho.

Além disso, as BIMs de BOIJO2 (3 e 4) foram resistentes ao fago 26F1, indicando
resisténcia cruzada. A cepa BOIJ02_BIM/BrSP1 5, no entanto, apresentou-se sensivel ao
fago 26F1 apenas quando foi inoculado as diluicdes com maiores concentragdes de fago
(Figura 6).

Figura 6. Teste de resisténcia cruzada na cepa de BOIJ02_BIM/BrSP1 5 ao fago 26F1

Fonte: Autora do trabalho.

Entre as trés cepas BIMs selecionadas de CAPEO1, duas foram sensiveis a ambos
fagos, 8F1 e 26IF, sendo a CAPEO1_BIM/BrSP1 4, assim como a BOIJ02 BIM 5, sensivel
apenas quando as diluigbes contendo concentragbes mais altas de fagos foram aplicadas
(Figura 7). Segundo Abedon e Yin (2009), o nao aparecimento de placas de lise visiveis nao
necessariamente indicava a inviabilidade do fago. Dessa forma, outras alteracbes podem ter
ocorrido de forma que apenas altas concentragcdes do fago permitiram ser visualizada as

regides de lise.

Figura 7. Teste de resisténcia cruzada na cepa de CAPEO1_BIM/BrSP1 4 ao fago 8F1

Fonte: Autora do texto.
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A CAPEO1_BIM/BrSP1 1, foi resistente a ambos fagos, 8F1 e 26IF, indicando a

ocorréncia de resisténcia cruzada (Figura 8).

Figura 8. Teste de resisténcia cruzada na cepa CAPEO1_BIM/BrSP1 1 aos fagos 8F1 e 26IF
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Fonte: Autora do trabalho.

Bactérias desenvolveram diversos mecanismos para resistir a infecgcoes de
bacteriéfagos. Em ambiente laboratorial, mutagcdes nos receptores de cepas mutantes sdo os
mais observados (LABRIE; SAMSON; MONEAU, 2010).

Tendo isso em vista, mutagcdes nos receptores de membrana podem promover
resisténcia a varios fagos que utilizam os mesmos receptores em seus processos de adsorgao
ou a diferentes receptores, porém que partilham de uma mesma via metabdlica, fendbmeno
denominado de resisténcia cruzada (WRIGHT; FRIMAN; SMITH; BROCKHURST, 2018).

Assim, apesar de dois ou mais fagos nao utilizarem o mesmo receptor, a sintese
desses receptores pode estar ligada a uma mesma via metabdlica e alteracdes nesta via pode
gerar resisténcia cruzada (WRIGHT; FRIMAN; SMITH; BROCKHURST, 2018). Por exemplo,
mutacgdes causadas na via biossintética do LPS em mutantes resistentes de E. coli causaram
resisténcia cruzada a dois fagos que utilizam regides diferentes do LPS para adsorver, devido
ao bloqueio da incorporagcao de alguns residuos de glicose e heptose nessa estrutura
(LENSKI, 1988). Portanto, as BIMs de CASMO06 (2, 3 e 5), CAPEO1 (1) e BOIJO2 (3 e 4),
provavelmente conferiram mutacbes que afetaram genes da mesma via metabdlica
responsavel pela constituicao dos receptores utilizados pelos fagos BrSP1, 26F1, 8F1 e 26IF,
promovendo a resisténcia cruzada; enquanto o restante das cepas mutantes selecionadas

nao tiveram alteragdes nos receptores usados por esses fagos.

A exposicdo sequencial dos fagos as cepas promove a aquisicdo de uma forte
resisténcia cruzada naqueles que utilizam o mesmo receptor de membrana para seus
processos de adsor¢do, uma vez que uma unica mutagao na via metabdlica responsavel pela
constituigao do receptor se altera (WRIGHT; FRIMAN; SMITH; BROCKHURST, 2019). Nesse
sentido, a ndo ocorréncia de resisténcia cruzada em todas as cepas CASM06_BIM/BrSP1 ao
fago 26IF, e BOIJ02_BIM/BrSP1 ao fago 23F3, indica que os receptores utilizados para

adsorgao sao diferentes e nenhum outro processo interno resultou em resisténcia, como, por
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exemplo, o sistema imune adaptativo CRISPR-cas presente em algumas bactérias, inclusive
em parte de cepas de P. aeruginosa, o qual cria memoadria do DNA viral invasivo e forma

pequenas sequéncias chamados de espacadores (CADY et al., 2011).

Tabela 2. Resultado do teste de microgotas para a resisténcia cruzada nas cepas de P.
aeruginosa mutantes resistentes ao bacteriéfago BrSP1 (BIMs). A cor verde indica que a cepa

€ sensivel ao fago, a amarela, parcialmente sensivel e a vermelha, resistente.

Cepa BIM Bacteriofagos

CASMO06 2
CASMO06 3
CASMO06 4
CASMO06 5
CASMO06 6
BOI1JO2 3
BOIJO2 4
BOIJO2 5
CAPEO1 1
CAPEO1 2
CAPEO1 4

* (-) indica que o teste nao foi realizado
5. CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados, pode-se concluir que os fagos 26F1, 8F1 e 261F
apresentaram resisténcia cruzada em cepas mutantes resistentes ao bacteriéfago BrSP1
(tabela 2), devido a mutagdes espontaneas possivelmente resultantes de alteragdes nas vias
metabdlicas comuns para a constituigdo de seus receptores de membrana, ja que também

tiveram BIMs selecionadas que se mantiveram sensiveis a estes fagos.

Apesar disso, todos os fagos utilizados neste trabalho sdo candidatos a composi¢ao
de coquetéis virais para o tratamento de infec¢gdes causadas pela P. aeruginosa em animais.
Embora ndo tenham sido sensiveis a todas as cepas, como o fago 23F3 nas cepas de
BOIJ02_BIM/BrSP1 e 26IF nas cepas de CASMO06_BIM/BrSP1, os quais possivelmente
utilizam receptores de membranas diferentes do fago BrSP1, esses fagos podem ainda ser
inseridos em um coquetel para ampliar a gama de hospedeiros a serem infectados, inclusive

de forma preventiva ao aparecimento de cepas resistentes, como as que foram isoladas.

Apesar de terem se mostrado promiscuos para uso terapéutico, analises moleculares
devem ser feitas para verificar em quais pontos do genoma bacteriano houve mutacao, além
de determinar quais receptores estes fagos utilizam e, também, quais foram afetados. A

realizacao de ensaios para testar a adsorcao dos fagos, os quais houve resisténcia cruzada,
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promoveria um melhor entendimento do carater da resisténcia, ou seja, se foi em decorréncia

a modificagdes ou perdas no receptor, ou outros processos moleculares internos.
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