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Resumo

Staphylococcus aureus (S. aureus) é um patdgeno bacteriano capaz de produzir enterotoxinas
responsaveis por intoxicagdo alimentar estafilocdcica, sendo reconhecido como freqiiente agente causador
de infeccBes intramamarias em vacas leiteiras e sendo comumente isolado em produtos laticos de gado
leiteiro com mastite. A antibioticoterapia € componente importante do programa de controle de S. aureus. O
uso continuo e indiscriminado de antibidticos tem resultado na selecao de linhagens bacterianas resistentes
e em aumento da preocupacdo da disseminacao, via alimentos, de genes de resisténcia e de doencas de
dificil controle pelos métodos terapéuticos convencionais. Alternativas ao uso dos antibiéticos no controle de
S. aureus associados a produtos laticos e mastite bovina tém sido estudas, entre estas, o uso das
endolisinas de bacteri6fagos. As endolisinas degradam especificamente o peptideoglicano da célula
hospedeira e as ligacfes alvo que séo hidrolisadas estdo presentes apenas na parede celular bacteriana
(Loessner, 2005; Donovan et al., 2006). O objetivo desse trabalho foi analisar as endolisinas de
bacteriéfagos liticos especificos para Staphylococcus aureus associados a produtos laticos e mastite bovina
previamente isolados. A analise da sequéncia de nucleotideos e aminoéacidos inferidos para a endolisina
dos bacteri6fgos isolados permitiu verificar a existéncia dos trés dominios envolvidos no reconhecimento e
lise da parede celular bacteriana.
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Introducao

Staphylococcus aureus (S. aureus) € um patdgeno bacteriano capaz de produzir enterotoxinas
responsaveis por intoxicacdo alimentar estafilocécica, sendo reconhecido como frequente agente causador
de infec¢Bes intramamarias em vacas leiteiras e sendo comumente isolado em produtos laticos produzidos
com leite de vacas com mastite (Donovan et al., 2006; Obeso, et al., 2008). A mastite € considerada a
principal doenca que afeta os rebanhos leiteiros nho mundo, e aquela que causa as maiores perdas
econdmicas a cadeia produtiva do leite. Em todo o mundo é estimada uma perda de 35 bilhdes de ddlares
por ano devido a mastite (O"Flaherty et al., 2005). No Brasil, estima-se, em funcédo da alta prevaléncia de
mastite nos rebanhos, perda de producéo entre 12 e 15%, o que significa cerca de 3 bilhdes de litros de
leite/ano (Fonseca & Santos, 2000). Além das perdas relacionadas a reducgéo e descarte do leite produzido,
gastos com medicamentos e servigos veterinarios, e reduc¢é@o do valor comercial dos animais infectados, a
ocorréncia de mastite afeta também a industria de laticinios, devido as altera¢cdes na composi¢éo do leite.

A antibioticoterapia € componente importante do programa de controle de S. aureus. Porém, S.
aureus é considerado de dificil eliminacdo dos rebanhos, sendo moderadamente susceptivel a antibiéticos
guando a infeccdo é detectada em seu inicio e de dificil cura nas infec¢des cronicas (Owens et al., 1997;
Brito et al., 2002). O uso de antibidticos no tratamento de animais é uma preocupacgédo para a saude publica
e um dos maiores desafios para a industria de alimentos, pois residuos de antibiéticos podem ser
eliminados no leite e na carne por periodos variaveis, de acordo com a preparacdo e a via de aplicagdo do
medicamento. Presenca de residuos de antibidticos no leite interfere na fabricagdo de produtos lacteos
fermentados como queijos e iogurte. Os riscos a saude do consumidor sdo representados por reacdes
alérgicas, freqlientemente associadas aos antibidticos $ — lactamicos, que sdo os mais administrados as
vacas de leite, distlrbios da microbiota intestinal e discrasias sanguineas. Além disso, o uso continuo e
indiscriminado de antibidticos tem resultado na selecédo de linhagens bacterianas resistentes e em aumento
da preocupacado da disseminacdo, via alimentos, de genes de resisténcia e de doencas de dificil controle
pelos métodos terapéuticos convencionais (Tollefson & Flynn, 2002). Em consequéncia, alternativas ao uso
dos antibiéticos no controle de S. aureus associados a produtos laticos e mastite bovina tém sido estudas,
entre estas, 0 uso das endolisinas de bacteriéfagos.

As endolisinas de bacteriéfagos séo de interesse como antimicrobiano contra bactérias Gram-
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positivas devido a alta especificidade de hospedeiro (Donovan et al.,, 2006). Por causa dessa acéo
especifica das endolisinas, elas oferecem uma possibilidade (nica de controle biolégico de bactérias
indesejadas sem afetar outros organismos, como a microbiota natural (Loessner, 2005). As endolisinas
degradam especificamente o peptideoglicano da célula hospedeira e as ligagcbes alvo que sé@o hidrolisadas
estdo presentes apenas na parede celular bacteriana (Loessner, 2005; Donovan et al., 2006). Andlises da
sequéncia de aminoacido de algumas endolisinas tém revelado que essa enzima € uma proteina modular
composta de 3 dominios (Donovan et al., 2006; Obeso et al., 2008). O dominio CHAP é uma hidrolase
envolvida na clivagem de peptideoglicano, o dominio amidase cliva a ligagdo amida entre N-actilmuramil-L-
alanina na parede celular bacteriana e o dominio SH3b esta envolvido no reconhecimento da parede celular
(Wang et al., 1991, Mayer, 2001, Bateman & Rawlings, 2003). O uso de endolisinas recombinantes tem sido
relatado para uma variedade de patdgenos, sendo as endolisinas de bateriéfagos especificos para S.
aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus agalactiae caracterizadas para utilizacdo no tratamento de
mastite bovina e controle bacteriano em leite e derivados (Donovan et al., 2006; Obeso et al., 2008).

Metodologia

Seis bacteriofagos liticos especificos para Staphylococcus aureus associados a produtos laticos e
mastite bovina (Fago 1, Fago 2, Fago 3, Fago 4, Fago 5 e Fago 6), anteriormente isolados em nosso
laborat6rio, foram utilizados para estudo in silico da endolisina. A extragdo de acidos nucléicos dos
bacteriéfagos foi realizada de acordo com Sambrook & Russell (2001). Apds a propagacao dos fagos e total
lise bacteriana, foi acrescentado DNAse e RNAse para degradacao de qualquer acido nucléico bacteriano.
A extracdo do DNA viral foi realizada por meio de solu¢éo saturada de fenol em tampé&o TE (10mM Tris-HCI
[pH 8,0], 1 MM EDTA), seguida da mistura cloroférmio — alcool isoamilico (24:1).

A regido correspondente ao gene da endolisina foi amplificada por PCR segundo metodologia
descrita por Donovan e colaboradores (2006). Os amplicons obtidos foram sequienciados, utilizando-se o
DYEnamic™ ET dye terminator cycle sequencing kit (GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado no
sequenciador automatico de DNA MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare). Para cada amostra foram realizadas
no minimo 3 sequénciamentos. As seqiiéncias finais foram determinadas utilizando o programa cap3.

As andlises e estudos filogenéticos destas sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos inferidos
foram realizados utilizando-se os programas BLAST (Altschul et al., 1990) e MEGA4 (Tamura et al., 2007).
As analises dos dominios protéicos das endolisinas foram realizadas por meio do programa Pfam 24.0 (Finn
et al, 2008).

Resultados e Discusséo

Uma vez que as endolisinas dos bacteriéfagos estdo relacionadas com a degradacdo da parede
celular e lise bacteriana, as regides correspondentes ao gene da endolisina dos bacteriéfagos isolados
foram amplificadas e sequenciadas. Os tamanhos dos fragmentos sequenciados foram de 1455 pares de
bases (pb) para todos os seis bacteriéfagos. As sequéncias nucleotidicas do gene da endolisina dos Fagos
1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), recebendo os
ndameros de acessos GU722132, GU722134, GU722133, GU722135, GU722136, GU722131,
respectivamente.

O gene da endolisina se apresentou bastante conservado com uma identidade de nucleotideos
maior de 99% entre os bacteriéfagos isolados (Tabela 1). Os Fagos 2 e 4, que em experimentos anteriores
demonstraram ter maior capacidade litica e espectro de hospedeiro, apresentaram identidade de
nucleotideos para as sequencias correspondente ao gene da endolisina de 99,9%. Quando essas
sequencias foram comparadas com as sequencias obtidas para os Fagos 1, 3, 5 e 6, o valor de identidade
de nucleotideos foi menor. Do mesmo modo, estes bacteriéfagos que possuem uma menor capacidade
litica e espectro de hospedeiro, apresentaram uma maior identidade nucleotidica entre as sequencias
correspondentes ao gene da endolisina.

Arvores filogenéticas utilizando as sequéncias nucleotidicas dos bacteriéfagos isolados foram
construidas. As topologias apresentadas pelas arvores filogenéticas ndo enraizadas construidas utilizando
0s métodos de evolugdo minima, méxima parciménia, agrupamento de vizinhos e UPGMA foram muito
similares (Figura 1). Em todas as arvores filogenéticas, houve um agrupamento dos bacteriéfagos isolados
em trés grupos principais. Os Fagos 1, 5 e 6 foram agrupados no grupo 1. O grupo 2 compreendeu 0s
Fagos 2 e 4, enquanto o Fago 3 constituiu o grupo 3. Esses agrupamentos refletem as identidades
nucleotidicas obtidas para o gene da endolisina entre os bacteriéfagos isolados, onde foram observadas
maiores similaridade entre bacteriéfagos agrupados dentro de um mesmo grupo.

Os Fagos 2 e 4, agrupados no grupo 2, apresentaram uma distancia filogenética maior em relacéo
aos bacteriéfagos dos grupo 1 e 3. Essa distancia pode ser correlacionada com os resultados obtidos para
os testes de atividade litica, onde os Fagos 2 e 4 apresentaram capacidade de lise bacteriana e espectro de
hospedeiro superiores ao dos outros bacteriéfagos isolados (Figura 1 e Tabela 1).

As sequéncias de aminoacidos para o gene da endolisina dos bacteriéfagos isolados foram inferidas
com base nas sequéncias nucleotidica. Essas sequéncias de aminoacidos inferidas permitiram comparar 0s
bacteriéfagos isolados com base nas propriedades protéicas da endolisina, pois devido & degeneracao dos
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c6dons, nem sempre uma mudanca na terceira base resulta em uma alteracdo o aminoacido codificado. As
sequéncias obtidas foram utilizadas, juntamente com as sequéncias de aminoacidos inferidas a partir das
sequéncias de nucleotideos disponiveis para outros bacteriofagos disponiveis no GenBank, para a
construgdo de arvore filogenética pelo método da evolugdo minima (Figura 2). Os bacteriéfagos isolados
foram agrupados em um mesmo ramo, estando mais proximos do bacteriéfago phiMR25. Adicionalmente,
os bacteri6fagos isolados foram agrupados em um ramo separado do bacteriéfago phill que foi o primeiro
bacteriéfago que teve o gene da endolisina isolado e a endolisina caracterizada como uma enzima litica,
sendo o bacteriéfago protétipo para o essa enzima (Donovan et al., 2006). Dentro do ramo em que 0s
bacteriéfagos isolados foram agrupados, os Fagos 1, 3, 5 e 6 foram agrupados em um mesmo subgrupo,
reforcando a distadncia encontrada entre o gene da endolisina desses bacteridfagos e dos Fagos 2 e 4 nas
reconstrugdes filogenéticas baseadas nas sequéncias nucleotidicas. Essa topologia obtida, demonstra que
as ensolisinas dos Fagos 2 e 4 estdo mais proximas a endolisna do bacteriéfago protétipo phill que as
endolisinas dos Fagos 1, 3, 5 e 6 em relagdo a endolisina do bacteriéfago phill.

As andlises das sequéncias dos 481 aminoacidos inferidos a partir do gene da endolisina de cada
bacteriéfago isolado revelaram que a endolisina de todos os seis bacteri6fagos € uma enzima modular. Na
sequéncia da endolisina dos bacteriéfagos isolados foram identificados trés dominios distintos: CHAP
(amidohidrolase cisteina histidina dependente), amidase 2 (N-actilmuramil-L-alanina amidase) e SH3b
(reconhecimento da parede celular bacteriana) (Figura 3A). Assim sendo, as endolisinas expressadas pelos
bacteriéfagos isolados potencialmente possuem dominios para reconhecimento e lise da parede celular de
S. aureus. Essa organizagdo modular contendo esses trés dominios j& foi descrita para a endolisina de
outros bacteriéfagos liticos de S. aureus (O’ Flaherty et al., 2005b, Donovan et al., 2006, Obeso et al., 2008).

Com relacdo a sequéncia de aminoacidos dos trés dominios, os Fagos 1, 5 e 6 apresentaram
sequéncias de aminoacidos idénticas (Figura 3B). Essas sequéncias foram muito similares a sequéncia do
Fago 3, onde foi encontrada apenas uma substituicdo por um aminoacido ndo relacionado no dominio
Amidase 2. Apesar de apresentarem uma menor homologia com relacdo as sequéncias dos Fagos 1, 3,5 e
6, as sequéncias de aminoacidos dos trés dominios da endolisina do Fago 2 e 4 apresentaram maior
homologia com a sequéncia de aminoacidos do bacteriéfago phill. Apesar da atividade litica de um
bacteriéfago ser dependente de varios outros fatores, a proximidade da endolisina dos Fagos 2 e 4 com a
endolisina protétipa do bacteriéfago phill pode estar relacionada com a maior atividade litica apresentada
por esses bacteriéfagos.

Conclusfes

A analise da sequéncia de nucleotideos e aminoéacidos inferidos para a endolisina dos bacteriéfagos
isolados permitiu verificar a existéncia dos trés dominios, identificados como CHAP, amidase 2 e SH3b, que
estdo envolvidos no reconhecimento e lise da parede celular bacteriana. Deste modo, estudos envolvendo a
expressdo dessa proteina e o seu potencial como agente antimicrobiano no controle de S. aureus
causadores de mastite bovina e contaminacao de leite e derivados poderao ser realizados.
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Tabela 1. Identidade entre as sequéncias de nucleotideos do gene da endolisina dos bacteriéfagos isolados
e bacteriéfagos disponiveis no GenBank.

Identidade de Nucleotideos

Bacteriofagos Fago 1 Fago 2 Fago 3 Fago 4 Fago 5 Fago 6
Fago 1 -
Fago 2 99.5% -
Fago 3 99.7% 99.6% -
Fago 4 99.5% 99.9% 99.6% -
Fago 5 99.8% 99.6% 99.7% 99.6% -
Fago 6 100% 99.5% 99.8% 99.5% 99.9% -
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Figura 1. Arvores filogenéticas construidas pelos métodos de evolugdo minima (A), maxima parciménia (B),
agrupamento de vizinhos (C) e UPGMA (D). Reconstrug@es filogenéticas foram baseadas nas sequéncias
nucleotidica do gene da endolisina dos bacteriéfagos isolados. As sequéncias foram agrupadas usando o

programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007), com “bootstrap” de 1000 replicatas e “cutoff’ de 75%.
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aureus phage phiMR25 - AB370205
aureus phage 92 - AY954967
aureus phage 29 - AY654964
aureus phage phi 11 - AF424781
aureus phage phiNM2 - DQ530360
aureus phage 69 - AY954951
aureus phage 55 - AY954963
aureus phage 80 - DQO0B929
aureus phage 52A - AY954065
aureus phage phiMR11 - AB370268
aureus phage 88 - AY954966
aureus phage 85 - AY054953

. aureus phage phiH5 - EUS73240

aureus phage phiSauSIPLABS - EUBG1004

. aureus phage X2 - AY954968

aureus phage 37 - AY954958

. aureus phage EW - AY954959

Figura 2. Reconstrucao filogenética ndo enraizada baseada na sequéncia de aminoacidos da endolisina. As
sequéncias foram agrupadas pelo método da evolugdo minima usando o programa MEGA 4 (Tamura et al.,
2007), com “bootstrap” de 1000 replicatas e “cutoff” de 75%. NUmero de acesso no GenBank ao lado do

nome do bacteriéfago.
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Figura 3: Analise das sequéncias de aminoacidos da endolisina dos bacteriéfagos liticos isolados (Fago 1, Fago 2,
Fago 3, Fago 4, Fago 5 e Fago 6) e bacteriéfago phi 11. (A) Organizacdo dos dominios obtida pelo programa Pfam
version 24.0 (http://pfam.sanger.ac.uk/) contendo os dominios CHAP (amidohidrolase cisteina histidina
dependente), Amidase 2 (N-actilmuramil-L-alanina amidase), SH3b (reconhecimento da parede celular bacteriana)
Alinhamento da sequéncia de aminoacidos dos dominios CHAP (B), amidase 2 (C) e SH3b (D) dos bacteriéfagos
liticos isolados e bacteriéfago phi 11. O alinhamento foi realizado pelo programa BOXSHADE www server
(http://imww.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Fundo preto indica aminoacidos idénticos, fundo cinza indica
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Amidase 2
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substituicdes conservativas e fundo branco indica aminoécidos néo relacionados.



