33

DSICUSP

ISOLAMENTO DE BACTERIOFAGOS LIiTICOS DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA DE DIVERSOS AMBIENTES NATURAIS

Giullia Luiza Takahashi Rodrigues

Ariosvaldo Pereira dos Santos Junior, Layla Farage Martins, Fernando
Pacheco Nobre Rossi

Regina Lucia Baldini

Instituto de Quimica/Universidade de S&o Paulo

giu.takahashi@usp.br

Objetivos

O objetivo deste projeto € isolar e caracterizar
dez bacteriéfagos liticos contra isolados
clinicos distintos de cepas de Pseudomonas
aeruginosa, uma bactéria que causa infecgoes
oportunistas  de  dificil  tratamento. A
caracterizagdo engloba aspectos da infecgéo,
aspectos morfolégicos e  sequenciamento
gendmico.

Métodos e Procedimentos

Os protocolos de isolamento, propagacdo e
purificagdo dos fagos foram baseados em
metodologias descritas (AZEREDO, 2018).
Amostras de coérrego Pirajussara foram
utilizadas para o isolamento dos fagos, por
enriquecimento nas cepas PA14Apil, BC1136,
BC1410, BC1680 e BC1303 de P. aeruginosa,
sendo que a primeira ja havia no laboratério e
as demais foram fornecidas pela Dra. Silvia
Costa, do Hospital das Clinicas.

Para o teste da gota e ensaio de abrangéncia
de hospedeiro, 5 pyL das diferentes diluicdes
dos fagos purificados (10" a 1079 foram
aplicados sobre um tapete bacteriano em top
agar, com a cultura da cepa de interesse e

foram observadas as placas de lise.

Para a curva de morte, foi utilizada uma cultura
bacteriana em fase estacionaria em DOgyorm =
0,1, em placas de 96 pogos, nos quais foram
adicionadas preparagdes do fago, em
propor¢odes fago:bactéria de 100 a 0,1. A placa
foi incubada a 37°C e a turbidez das culturas
foi medida, no Spectramax Paradigm. A
morfologia foi analisada por microscopia
eletrbnica de transmisséo.

O DNA dos fagos foram extraidos com
fenol:cloroférmio, sequenciados na plataforma
Miseq (lllumina), montados e anotados com a
ferramenta Pharokka.

Resultados

Foram isolados dez fagos, sendo um contra a
cepa PA14ApilA e nove contra as cepas
clinicas e todos eles apresentam morfotipo de
Myovirus, com cauda longa e retratil (Figura 1).

De acordo com o padrdo geral obtido nas
curvas de morte, é possivel perceber que com
a multiplicidade de infecgdo (MOI) de 100:1, ha
uma alta agédo bactericida dos fagos desde o
inicio do experimento. No caso de MOls
menores, o efeito litico € mais demorado, em
comparagdo com a MOI de 100, como
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esperado.

SUGIX - BC1680
MENDESX - BC1410

SAYX-BC1136

ASILVAX - BC1410

Figura 1: Teste da gota realizado com os pares de
fagos e bactérias indicados. A esquerda, as
placas de lise; e a direita, imagens obtidas por
microscopia.

Figura 2. Curvas de morte das diferentes cepas
de bactérias com os fagos indicados.

O calculo da eficiéncia de plaqgueamento (EOP)
mostrou que nove deles tém alta abrangéncia
de hospedeiro, infectando seis ou mais cepas
(Tabela 1).

A analise dos genomas dos fagos indica que
eles sdo estritamente liticos, ou seja, nao
apresentam genes relacionados com lisogenia.
A andlise comparativa com a base de dados

NCBI indica que todos os nove fagos
pertencem ao género Pbunavirus, que inclui
pelo menos outros 100 fagos contra P
aeruginosa, corroborando com os resultados
relativos a morfologia.

Tabela 1. Eficiéncia de plaqueamento (EOP) para os
fagos GLTX, SUGIX, ROCKX, MARIX, ZEX, SAYX,
MENDESX, FARAGEX, ASILVAX e VICX nas doze

cepas de P. aeruginosa.
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Legenda

Eficiéncia de plaqueamento (EOP) do fago (9
x
Pseudomonas x| x| 2 x| X @ & g
y 21388 4 z|2|z| 2
aeruginosa 33|22 S|z E 3

Cepa contra a qual o fago foi isolado. PAO1 60 | 130 | 120 | 110 [ 100 | 100 | 100 | 100

Nao fago PA14 ApilA 100
Valor de EOP >0 & <100 PA14 A0800 100 | 140 | 120 | 70 | 100 | 100 | 100 | 100
PASM: 50 60 70 50
IMP-1 90 | 120 | 100 | 80 | 100 | 100 50

;Vﬂm de EOP 2100 PA14 100 [ 100 | 90 60 | 70 60 40 50

OXA-1 60 40
GES-1 90 80 | 100 | 100 100 90
C1410 100 | 120 | 90 | 100 | 100 | 100 100
C1136 130 | 120 | 100 | 100 | 100 100 90
C1303 130 | 100 | 100 | 100 | 100 100 90
C1680 100 | 110 | 100 | 100 | 110 90 90
Conclusoes

A obtencdo de preparagbes puras, de alta
concentracdo de fagos e com diferentes
abrangéncias de hospedeiros foi atingida com
sucesso. Além  disso, realizamos a
caracterizagao classica: morfoldgica, gendmica
e de atividade litica desses fagos.
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