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Objetivos

Expandir a abrangéncia de hospedeiros de
bacteriofagos que infectam P aeruginosa,
através de um protocolo de evolugao in vitro,
analisar os genomas dos fagos evoluidos, seus
fenétipos e avaliar a abrangéncia de
hospedeiros.

Métodos e Procedimentos

Utilizamos o protocolo de evolugdo de fagos

in vitro mais conhecido, o Protocolo de
Appelmans [1]. Para isso, formamos um
coquetel de fagos composto pelo sifovirus
ZCO01, o podovirus ZC03 [2] e 0 miovirus LAFX,
que tém genomas e morfologias diferentes.
Esse coquetel foi incubado com dez cepas de
P. aeruginosa, sendo a PA14 a cepa de
isolamento dos fagos ZC01 e ZC03, PASM a
cepa de isolamento do LAFX, e oito isolados
clinicos resistentes a todos os fagos (BC1136,
BC1303, BC1410, BC1680, GES-1, IMP-16,
OXA-18 e PAO1).
Diluigbes seriadas (at¢é 10° PFU/mL) do
coquetel de fagos foram incubadas com
culturas de cada cepa do estudo overnight em
placa de 96 pogos, a 37°C, sob agitacao.

Apos a incubagao, as amostras com diminuigao
da turbidez, indicando uma infeccdo bem
sucedida, foram reunidas num pool ao qual foi
adicionado 10% de cloroférmio para a lise total
das células. A suspenséo foi centrifugada e o
sobrenadante utilizado como fonte de fagos
para o reinicio de um novo round de exposicéao,
até completar 30 rounds.

A infectividade do coquetel de fagos inicial foi
verificada antes de iniciar os rounds com
relagdo, utilizando o teste da gota contra as
cepas hospedeiras (PA14 e PASM) e uma cepa
conhecidamente resistente (PAO1). Para isso,
120 pL de cultura em fase exponencial de cada
cepa de P. aeruginosa foram misturados com
3-5 mL de top-agar (TSB com 0,7% de &gar)
derretido. Em seguida, a mistura foi depositada
em uma placa de Petri contendo TSB-agar
(1,5%). Apods a solidificagdo do top-agar, 5 pL
de diluicdes seriadas de cada pool de fagos (6
diluicbes 1:10) foram delicadamente
depositados sobre o top-agar. As placas foram
incubadas a 37°C por cerca de 16°C e
fotografadas. Este mesmo ensaio foi realizado
com os coquetéis obtidos nos rounds 10, 20 e
30.

Ao final dos 30 rounds, algumas placas de lise
individuais, correspondentes aos supostos
fagos evoluidos e capazes de infectar todas as
cepas do teste, foram isoladas e purificadas.
Os fagos obtidos dessas placas tiveram sua
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morfologia avaliada por microscopia eletronica
de transmissao (TEM). O DNA, tanto dos fagos
isolados do round 30 quanto dos
sobrenadantes dos rounds 1, 2, 5, 10, 20 e 30,
foi extraido e sequenciado na plataforma Miseq
(Nlumina). A analise dos genomas foi feita com
um pipeline desenvolvido pelo grupo.

Resultados

Observamos o aumento do numero de cepas
sensiveis aos fagos do coquetel ao longo dos
rounds. No inicio, apenas duas cepas eram
sensiveis ao coquetel inicial, passando para
cinco no round 10, nove no round 20 e todo o
conjunto de cepas no round 30, sugerindo uma
evolucao dos fagos do coquetel.

Foram isolados fagos a partir de 4 placas de
lise das cepas BC1680, IMP/16, BC1136 e
BC1303, nomeados com o nome das cepas e
adicdo de “E” para designar “Evoluido”. A
analise da morfologia dos fagos isolados
mostrou que os fagos 1680E, 1303E e D1136E,
apresentam cauda longa caracteristica de
miovirus, diferente do fago IMP/16 que
aparenta ser um podovirus (Figura 1).
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Figura 1: Os fagos 1680E , 1136E e 1303E e
IMP/16, da esquerda para a direita, isolados a partir
do round 30, visualizados por TEM.

As analises metagendmicas revelaram a
diversidade e abundancia viral. Dentre os fagos
do coquetel inicial, apenas o ZC01 persistiu até
o round 20, indicando estabilidade e possivel
infectividade prolongada. Ja ZCO03 e LAFX,
foram detectados apenas nos dois primeiros
rounds. Além disso, trés sequéncias de fagos
com tamanhos aproximados de 60.3, 355 e
66.3 kbp, nomeadas ph_1, ph_5 e IMP16E,
foram detectadas ao longo de todos os rounds,
conforme mostrado na Tabela 1. Entre os fagos
selecionados ao término do experimento,
IMP16e foi um dos recuperados, enquanto

1136e foi registrado apenas no round 30. A
abundancia e a persisténcia desses fagos,
superiores as observadas nos fagos iniciais do
coquetel, indicam um processo de selegao
adaptativa durante as passagens, favorecendo
variantes mais estaveis e potencialmente
melhor adaptadas ao hospedeiro experimental.

Tabela 1: Abundancia dos fagos representativos ao
longo dos rounds, medida pela profundidade dos
reads mapeados no sequenciamento.

ROUNDO1 ROUND02 ROUNDO5 ROUND10 ROUND20 ROUND30
ph_1 14813 13977 4151 2085 42718 1941

IMP16E 8.4 1485 75,8 29 346 16
1136E 3111
ZCo01 494 35,2 31 13,694
ph_5 4303 1297 89 90,8 544 434
LAFX 46,8 79
ZC03 96,4 17.6

Conclusoes

A aplicagdo do protocolo de Appelmans foi
bem-sucedida na evolugéo in vitro dos fagos.
Observou-se um aumento na abrangéncia de
hospedeiros do coquetel de fagos ZC01, ZC03
e LAFX, com cepas originalmente resistentes
se tornando suscetiveis. O sequenciamento
revelou a complexidade dos eventos
bioldgicos, indicando ndo apenas a evolugao
dos fagos originais, mas também a excisao de
profagos do genoma das hospedeiras, o que
contribuiu para a diversidade da populagaol.
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