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Resumo

Os bacteriéfagos (fagos) sdo virus que infectam procariotos, a sua aplicabilidade e reconhecimento como mecanismo
contra espécies bacterianas estdo cada vez mais ganhando importancia na area médica. O presente estudo teve como
objetivo reconhecer genes relacionados a bacteriéfagos em amostras de Enterobacter aerogenes, como possivel
recurso para controle desse patdgeno. O genoma utilizado foi obtido a partir de isolado de infeccdo de E. aerogenes
oriundo da Unidade de Tratamento Intensivo de um Hospital Publico de Recife-PE e submetido a sequenciamento
gendmico, que apos predicdo e anotacdo génica, houve a identificacdo dos genes relacionados a bacteri6fagos através
de analise manual e precisa e comparagdo com 0s genes do isolado de colonizagdo. Referente aos resultados obtidos,
foram encontrados diversos genes no isolado de infeccdo (DNA cromossémico e plasmidial) com propriedades
importantes. Quando comparados com os genes do isolado de colonizacdo, foi possivel observar uma proximidade e
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semelhanca entre ambos os isolados, diferindo em apenas um gene exclusivo no DNA cromossémico do isolado de
infeccdo. Dessa forma, foi possivel destacar uma variedade de genes relacionados a bacteriéfagos no isolado
analisado, o que reforca a importancia da fagoterapia como alternativa para controle de bactérias patogénicas.
Palavras-chave: Fago; Genoma; Controle; Enterobactéria.

Abstract

Bacteriophages (phages) are viruses which infect prokaryotes, their applicability and recognition as a mechanism
against bacterial species are getting importance in the medical science. The present study aimed to recognize genes
related to bacteriophages in samples of Enterobacter aerogenes, as a possible resource for controlling this pathogen.
The used genome belonged to an E. aerogenes infection isolated from the Intensive Care Unit of a Public Hospital in
Recife-PE and submitted to genomic sequencing. After prediction and gene annotation, there was the identification of
two genes related to bacteriophages, through manual and precise analysis and comparison with the genes of the
colonization isolated. Regarding the results obtained, several genes were found in the infection isolated (chromosomal
and plasmid DNA) with important properties. When compared with the genes of the colonization isolated, it was
possible to observe a proximity and similarity between them, differing in only one single and exclusive gene in the
chromosomal DNA from infection isolated. Therefore, it was possible to show a variety of genes related to
bacteriophages in the analyzed isolated, which exposes the importance of phage therapy as an alternative to control
pathogenic bacteria.

Keywords: Phage; Genome; Control; Enterobacteria.

Resumen

Los bacteriofagos (fagos) son virus que infectan a los procariotas, su aplicabilidad y reconocimiento como mecanismo
contra las especies bacterianas esta cobrando cada vez mas importancia en el campo médico. El presente estudio tuvo
como objetivo reconocer genes relacionados con bacteriofagos en muestras de Enterobacter aerogenes, como un
posible recurso para el control de este patdgeno. EI genoma utilizado fue obtenido de un aislado de infeccién por E.
aerogenes de la Unidad de Cuidados Intensivos de un Hospital Publico de Recife-PE y sometido a secuenciacién
gendmica, que, después de la prediccidn y anotacion de genes, identifico los genes relacionados con los bacteriofagos
a través de métodos manuales y precisos. anélisis y comparacion con los genes del aislado de colonizacion. En cuanto
a los resultados obtenidos, se encontraron varios genes en el aislado de infeccion (ADN cromosoémico y plasmidico)
con importantes propiedades. Al compararlos con los genes del aislado de colonizacién, se pudo observar una
proximidad y similitud entre ambos aislados, difiriendo en un dnico gen en el ADN cromosémico del aislado de
infeccion. Asi, fue posible destacar una variedad de genes relacionados con bacteri6fagos en el aislado analizado, lo
que refuerza la importancia de la terapia con fagos como alternativa para el control de bacterias patdgenas.

Palabras clave: Fago; Genoma; Control; Enterobacteria.

1. Introducéo

Classificados como virus, os bacteriéfagos ou fagos sdo responsaveis pelo processo de infectar bactérias, que
mediante a sua reproducdo ocasionam a destruicdo da célula bacteriana hospedeira, o que denominamos de ciclo litico, logo
essa caracteristica Ihes garante um potencial interessante de ser investigado na busca por outras formas de prevengdes e
tratamentos de doencas de origem bacteriana, principalmente de controle de patdégenos transmitidos através de alimentos. Os
estudos com bacteriofagos ganharam destaque em fungdo do aumento do aparecimento de infecches resistentes aos
antimicrobianos tradicionais (Jofre & Muniesa, 2020; Sen, et al., 2020; Ling, et al., 2022).

Uma das principais relevancias da ferramenta de biocontrole de bactérias patogénicas por bacteriéfagos é a
especificidade por um hospedeiro particular. Especificidade essa gerada por uma afinidade bem-sucedida de um bacteriéfago
para com o seu hospedeiro, no qual exige um vinculo entre receptores especificos na superficie celular e antirreceptores
presentes no fago (Hudson, 2005). Dentro desta esfera de raciocinio Parmar, et al., (2018) e Jurac, et al., (2019), fundamentam
que os bacteriofagos sdo capazes de apresentar funcionalidades que caracterizam 0s mesmos como agentes de biocontrole
eficaz, no qual possibilita lisar de forma seletiva as bactérias patogénicas sem causar danos a microbiota.

E interessante ainda destacar a aplicagio de bacteriéfagos como mecanismo antimicrobiano para o reconhecimento de
patdgenos que se configura na area de ciéncia de alimentos, como outro potencial de pesquisa que vem aumentando em vérias

analises ao redor do mundo. Os campos de aplicacdo compreendem desde a seguranca da agua e alimentos, a0 emprego na
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agricultura e satde animal (Sillankorva, et al., 2012; Moye, et al., 2018). Outra forma de utilidade dos bacteridéfagos importante
é pertinente ao seu potencial como estratégia de biologia molecular, sendo os mesmos utilizados como vetores de clonagem
para inserir DNA em bactérias (Tlapak, et al., 2018).

A diversidade dos fagos torna-se bastante interessante apds estudos genémicos que revelam uma constituicdo ou
forma de organizagdo em mosaico e processos de recombinacdo, assim como um potente pool génico inexplorado,
possivelmente o maior do mundo em recursos de informagdes pertinentes para o controle de patdgenos (Jofre & Muniesa,
2020). Outro fator que vale elucidar sobre os fagos é referente a sua capacidade de codificarem uma variedade de substancias
conhecidas no geral como enzimas liticas, as mesmas configuram um novo cenario de estratégia e alternativas antimicrobianas
no campo da sadde publica no enfrentamento das infeccGes (Li, et al., 2016; Krilov, et al., 2019; Sen, et al., 2020; Ling, et al.,
2022). Esse panorama é reforcado na pesquisa de Maciejewska et al. (2016), que identificaram um novo fago com
especificidade enzimatica de endopeptidase, melhor estabilidade e com auséncia de toxicidade para células epiteliais humanas.

E de extrema valia destacar que por meio da andlise e identificacdo dos bacteriéfagos serd possivel reconhecer e
compreender 0s mecanismos dos virus patogénicos para Enterobacter aerogenes, esse conhecimento é valoroso uma vez que,
pode ser aplicado para a elaboracdo de novas formas de enfrentamento contra essa espécie bacteriana (Li, et al., 2016). Cabe
também ressaltar que existe ainda uma reduzida difusdo de conhecimentos e estudos que identificam bacteri6fagos para
Enterobactérias, porém dados de Wirjon, et al. (2017) e Maszewska e Roézalski, (2019) comprovam sua eficacia, que discute o
achado que reconheceu novos fagos altamente liticos e especificos para Proteus mirabilis, um dos principais agentes envolvido
em infec¢do urindria em humanos.

Em virtude dos aspectos apresentados a presente pesquisa tem como objetivo caracterizar isolado de E. aerogenes
proveniente de infecgcdo quanto a genes relacionados a bacteriofagos. A aplicabilidade dos bacteriofagos como ferramenta de
tipagem possibilitard confrontar os resultados encontrados com a origem do isolado bacteriano, local e momento do
isolamento. O reconhecimento desses agentes virais permite conhecer o panorama atual da infec¢do por virus nessa amostra e
confrontar com resultado de isolados de colonizacdo, sendo Util para o desenvolvimento de estratégias contra essa espécie

bacteriana no &mbito da saude.

2. Metodologia

A pesquisa foi realizada através de analise in silico do genoma predito e anotado depositado no genebank sob codigo
de acesso SAMNO04461809. O genoma analisado foi inicialmente obtido a partir de isolado de E. aerogenes, resultante de
infeccdo de uma UTI do municipio de Recife, Pernambuco. As anotagcbes do genoma foram analisadas manual e
minuciosamente para deteccdo de genes relacionados a bacteridfagos.

O uso de banco de dados tem sido constante na vida de pesquisadores e profissionais de diversas areas.
Conceitualmente, um banco de dados deve ser capaz de fornecer acesso fécil a resultados experimentais de pesquisas,
facilitando a procura por novas correlacdes nos dados e evitando redundancia e duplicagdo desnecessaria de dados (Resende, et
al., 2009). A bioinformatica é uma parte essencial deste processo, principalmente o uso de sistemas de gestdo e bancos de
dados relacionais aplicados a dados bioldgicos. Os dados bioldgicos residem em bases de dados que representam diferentes
estagios de interpretacdo de dados ou diferentes facetas de fenémenos biolégicos (Markowitz, 2006).

Para o desenvolver da pesquisa foi utilizado bancos de dados MySQL (https://www.mysqgl.com/) e ferramentas de
leitura e edicdo de planilhas (Microsoft Office Excel), ainda como instrumentos de apoio foram consultados bancos de dados
publicos como o Genebank, Uniprot e Expasy. Nessa perspectiva também foram consultados artigos cientificos para colaborar

na elucidacdo e identificacdo dos genes relacionados a bacteri6fagos e fortalecer o conhecimento tedrico sobre as possiveis
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formas de controle das Enterobactérias em isolado de infec¢cdo e comparado com o isolado de colonizagéo (cédigo de acesso de
depdsito do genebank: SAMN04461808).

3. Resultados e Discussao
Em relacéo aos resultados obtidos, foram analisados um total de 5726 genes no isolado de infeccdo, enquanto no de
colonizacdo foram analisados um total de 5845 genes, sendo identificados dentre esses 35 genes relacionados a bacteridéfagos

(DNA Cromossémico) no isolado de infeccdo, com deteccdo de um gene exclusivo (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Genes exclusivos relacionados a bacteriéfagos identificados no DNA Cromossémico do isolado de infeccdo de E.

aerogenes.

Anotacdo Génica Quantidade Propriedades

Putative stability/partitioning protein encoded 1 Proteina
within prophage

Fonte: Dados da Pesquisa.

Tabela 2 — Genes cromossdmicos relacionados a bacteriéfagos compartilhados entre os isolados provenientes de infeccéo e

colonizacdo.

Cépias do isolado Cépias do isolado
Anotacdo génica proveniente de proveniente de

infeccdo colonizagdo

Hypothetical protein; some similarities with phage structural protein 1 1
P5
Phage protein 21 21
Putative bacteriophage protein 13 12
Putative regulator; Regulation (Phage or Prophage Related) 12
Phage tail fiber protein 5 3
Maltoporin (maltose/maltodextri n high-affinity receptor, phage 4 2
lambda receptor protein)
IS, phage, Tn; Transposon-related functions 4 2
Phage integrase 2 2
Phage tail fibers protein 3 5
Phage terminase, small subunit 2 2
Phage terminase, large subunit 3 1
Phage holin 2 2
Phage EaA protein 2 1
Phage-related protein 2 2
Phage integrase, Phage P4-associated 2 1
Gifsy-2 prophage protein 2 2
Terminase large subunit 1 1
Bacteriophage encoded homolog of DNA replication protein DnaC 1 1
Partition protein, phage-associated 1 1
Co-activator of prophage gene expression IbrA 1 1
Co-activator of prophage gene expression IbrB 1 1
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Phage eae protein 1 1
Phage EaD protein 1 2
Putative tail fiber 1 1
Phage outer membrane lytic protein Rz, Endopeptidase (EC 3.4.-.-) 1 1
Phage endopeptidase Rz 1 2
Lytic enzyme 1 1
Phage antitermination protein 1 1
Phage antitermination protein Q 1 1
Probable bacteriophage integrasse 1 1
probable bacteriophage protein STY1063 1 1
Putative phage protein 1 1
Prophage integrase CP4-57 1 1
Putative prophage repressor protein 1 1
Phage lysin # Phage lysozyme or muramidase 1 1
Total de copias 99 82

Fonte: Dados da Pesquisa.

Conforme visualizado na tabela anterior, houve detec¢do de 35 genes relacionados a bacteriéfagos compartilhados
entre os isolados, entretanto percebe-se um maior nimero de cépias destes genes no isolado proveniente de infeccdo, exceto
para os genes Phage tail fibers protein, Phage EaD protein e Phage endopeptidase Rz, que foram detectados em maior
numero de copias no isolado proveniente de colonizagéo.

Em relacdo aos genes no DNA plasmidial no isolado de infec¢do foram analisados 631 genes, e identificados 8
relacionados a bacteridfagos, ja em relacéo ao isolado de colonizacéo foram analisados um total de 439 genes, detectando os
mesmos genes do isolado de infeccdo (Tabela 3).

Tabela 3: Genes plasmidiais relacionados a bacteriéfagos compartilhados entre os isolados provenientes de infeccdo e

colonizagéo.
Anotacdo génica Copias do isolado Copias do isolado
proveniente de infeccéo proveniente de colonizacgéo

Phage protein 3 3

Phage major capsid protein 3 3

Phage major spike protein 1 1

Phage minor capsid protein - DNA pilot protein 1 1

Phage external scaffolding protein #Protein D 1 1
FIG035595: Phage protein 1 1
Putative stability/partitioning protein encoded within prophage 2 2
CP-933T

Phage DNA binding protein 1 1

Total de copias 13 13

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Conforme pode ser observado na tabela anterior, genes relacionados a bacteriéfagos presentes no DNA plasmidial
foram detectados em igual nimero de cdpias nos isolados de E. aerogenes independente da condicdo clinica (infec¢do ou
colonizacdo).

Durante a andlise dos genes relacionados a bacteriéfagos compartilhados nos isolados de infeccdo e colonizagédo
(Tabela 2 - DNA Cromossdmico) foi possivel notar que muitos genes identificados ainda ndo possuem propriedades e
mecanismos elucidados nos bancos de dados disponiveis, alguns deles estdo apenas sinalizados como proteinas, enzimas ou
estruturas relacionadas a bacteriéfagos, pois suas propriedades e interagdo ainda ndo foram descobertas ou publicadas.

Porém nesse mesmo contexto foi percebido que outros genes ja constam propriedades descritas e compreendidas, por
exemplo a Phage integrase, Phage P4-associated e a Prophage integrase CP4-57 presentes em ambos isolados (infeccdo e
colonizacdo - DNA Cromossdmico), atuam na insercédo e excisdo do fago por meio do mecanismo de recombinacao especifica
do local a partir do genoma do hospedeiro (Biswas, et al., 2005; Duyne, 2005).

Ja outras enzimas presentes como as Phage terminase, small subunit e large subunit estdo envolvidas em processos de
endonuclease, clivando o genoma viral para iniciar e para finalizar uma reacdo de empacotamento, e atuando como um motor
molecular impulsionado por ATP, sendo a mesma necessaria para a translocacdo do DNA (Sun, et al., 2008; Alam, et al.,
2008). Enquanto Phage holin desempenha a ruptura da membrana celular, determinando o momento preciso da lise da célula
hospedeira e atuando em eventos sequenciais como a liberacdo das particulas virais maduras (Moussa, et al., 2012). Crispim, et
al., (2018), observaram que mais da metade dos profagos identificados em Desulfovibrio possuem genes que codificam
substancias como lysozyme e holin.

Observa-se ainda que em relacdo aos processos de lise celular, outros genes analisados e comparados nos isolados de
infeccdo e colonizacdo (DNA cromossdémico) expressam importantes acGes, por exemplo, a Terminase large subunit que
reconhece o Dna Viral e possui atividades endonucleoliticas, a Phage outer membrane lytic, que é uma proteina litica, e a
Phage endopeptidase Rz que é uma outra proteina de lise celular da célula hospedeira, que cliva a ligacdo cruzada de amino-
carboxilo no componente de mureina da parede celular bacteriana, por Gltimo e ndo menos importante a Lytic enzyme que sdo
substancias enzimaticas produzidas durante a infeccdo por bacteriéfagos, responsaveis pela capacidade desses virus de causar
lise em células bacterianas (Mitchell, et al., 2002).

Ainda nesse contexto de comparacdo de ambos isolados, foi identificado apenas um gene exclusivo relacionado a
bacteriofago no isolado de colonizagcdo (DNA Cromossdmico) como apresenta a Tabela 1, porém nos bancos de dados consta
apenas como proteina, sem maiores detalhes ainda das suas propriedades de ac¢des.

Em relacdo a Tabela 3 que apresenta os resultados dos genes plasmidial compartilhados entre os isolados provenientes
de colonizacdo e infeccdo, observa-se que foram identificados 8 tipos de genes em ambos isolados, ndo possuindo nenhum
exclusivo, sendo que entre as buscas apenas dois genes apresentaram propriedades conhecidas e descritas, como por exemplo,
a Phage major spike protein, responsavel por ligar a particula viral circulante aos lipopolissacarideos bacterianos que servem
como receptor para o virus (Inagaki, et al., 2003). E a Phage external scaffolding protein D, que sdo as proteinas de suporte,
que estdo envolvidas na montagem do bacteriéfago, e producdo de RNA de fita simples viral (Uchiyama & Fane, 2005).

Dentro desta esfera de utilizacdo de bacteriéfagos como possivel estratégias para o controle de patdgenos, é de
extrema valia destacar que j& existem diversos estudos em diferentes areas de aplicagBes demonstrando resultados
motivadores, como por exemplo, na industria de produgd@o de alimentos, a “Food and Drug Administration” (FDA) aprovou no
ano de 2006 a utilizagdo de um “pool de bacteriéfagos”, nomeado de bacteriéfago P100, com a finalidade de controlar Listeria

monocytogenes em queijos e carnes (Rossi, et al., 2010).
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Outro exemplo é o referente a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, que faz o uso do produto
comercial denominado de “Agriphage” para o controle de bactérias patogénicas em ambientes, visto que ¢ uma solugdo vidvel
aos produtos quimicos elaborados sinteticamente que podem deixar alguns residuos desfavoraveis (Garcia, et al., 2008).

Em revisdo de literatura realizada por Jamal et al., (2019), fica evidente a importancia dos bacteriéfagos como
estratégia de controle desde 1921 e atualmente ja verificada frente a diferentes microrganismos causadores de infecgGes em
humanos e animais (Pseudomonas, E. coli), além de estratégia para controlar a contaminagdo por Salmonella, E. coli,
Campylobacter e Listeria em alimentos.

Vale elucidar também que a utilizacdo de misturas de bacteridfagos de distintas familias pode vir a ajudar a resolver
os problemas relacionados com a resisténcia bacteriana, conforme apresentou outros estudos (Moye, et al., 2018; Jurag, et al.,
2019). Seguindo esta abordagem, Jofre e Muniesa, (2020), desenvolveram um estudo do processo de resisténcia de E. coli a
bacteriéfago e constataram que o uso de coquetéis de fagos como método de controle de patdgenos pode ser promissor, visto
gue quando usados receptores celulares diferentes foi possivel conter o surgimento da resisténcia. Resultados promissores
sobre o uso de bacteriéfagos para combate de bactérias resistentes na era pos-antibidticos também vém sendo relatados por
diversos autores (Chang, et al., 2020; Sen, et al., 2020; Ling, et al., 2022).

Percebe-se que apesar das vantagens, alguns pesquisadores tambeém tém questionado a eficacia de bacteriéfagos como
método antimicrobianos, ja que é consideravel ainda que o processo de transducdo dos bacteriéfagos pode transferir algumas
caracteristicas indesejadas, tais como a mudanga lisogénica que poderia criar células bacterianas que ndo sdo mais suscetiveis a
ataques de genes virulentos, que esses também poderiam ser transferidos de um organismo para o outro (Jamal, et al., 2019;
Jurag, et al., 2019; Jofre & Muniesa, 2020).

Em estudo realizado por Bruttin e Briissow (2005), com voluntérios humanos que receberam o bacteriéfago T4, foi
verificado que 0 mesmo € seguro para utilizacdo e administracdo por via oral, e nesse mesmo aspecto nenhum bacteriéfago ou
anticorpo foram encontrados. Entretanto revisdo de literatura realizada por Gogokhia e Round (2021), destaca que essas
particulas virais podem afetar o sistema imunol6gico dos mamiferos.

Nestes termos, um outro estudo referente ao potencial agente de biocontrole para combater bactérias patogénicas
entéricas [Escherichia fago (KNP1), fago de Klebsiella (KNP2), fago de Enterobacter (KNP3), fago de Serratia (KNP4)] por
meio da fagoterapia em aguas residuais naturais, conseguiu identificar por meio da observagdo do genoma a presenca de
enzimas com acdes liticas, como a endolisina em fago KNP2, a holing e lisozima em fago KNP1 e endopeptidase com holina
em fago KNP3 como possiveis candidatos para a elaboracdo de coquetéis com fagos (Parmar, et al., 2018). Essas enzimas
também foram identificadas no presente estudo, o que reforga que, por mais que os bacteriéfagos estejam em ciclo lisogénico
nos isolados, nada impede que possam entrar em ciclo litico e assim se tornarem patogénicos para a bactéria.

E importante destacar um outro estudo que discutiu sobre o uso de fagos para a reducdo de infecgdes por Salmonella
Typhimurium Africana, identificando diversos genes de bacteriofagos entre eles os Gifsy 1-2 phages também identificados na
presente pesquisa, 0s autores fazem apontamentos sobre 0s potenciais custos de adaptacdo e beneficios de novos profagos na
epidemia que afeta toda a regido da Africa (Owen, et al., 2017).

Por fim, foi encontrado um estudo que realizou fagoterapia. O tratamento foi administrado em uma adolescente de 15
anos de idade com fibrose cistica e infecgdo disseminada por Mycobacterium abscessos, onde a mesma recebeu um coquetel de
trés fagos, cuja atividade litica foi previamente testada in vitro (Dedrick, et al. 2019). O tratamento foi eficaz, representando

assim um novo caminho para tratamento de humanos.
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4. Concluséo

Tendo em vista os resultados apresentados, conclui-se que as analises realizadas no cromossomo e no DNA plasmidial
no isolado de infeccdo possibilitaram observar a presenca de inimeros genes compartilnados com diferentes propriedades
importantes que podem ser no futuro adequadas estratégias para o combate de patégenos, de forma segura, aplicavel e de baixo
custo na pratica. Adicionalmente, em virtude que muitos genes identificados ainda ndo possuem propriedades e mecanismos

elucidados nos bancos de dados disponiveis, fazem-se necessarios estudos futuros que ampliem este conhecimento.
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