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RESUMO

Os bacteriofagos sao virus que infectam Unica e especificamente bactérias, sendo
totalmente desprovidos de atividade metabdlica. Ao contrario dos agentes
antibioticos de amplo espectro, que funcionam indiscriminadamente, o0s
bacteri6fagos visam especificamente apenas certas espécies/cepas de bactérias, e
€ precisamente esta especificidade que torna os bacteriéfagos muito atrativos para o
combate de infec¢des por bactérias multirresistentes aos antibiéticos. O trabalho de
pesquisa desenvolvido objetivou o isolamento (a partir de fontes ambientais) e
caracterizacdo de um novo bacteriéfago com amplo espectro litico capaz de infectar
Klebsiella pneumoniae. Foram utilizadas fontes de esgoto hospitalar na regido de
Sorocaba (Brasil), para a pesquisa e isolamento de bacteriéfagos liticos. A
caracterizacao fisico-quimica das particulas bacteriofagicas isoladas incluiu andlises
via verificacdo de lise bacteriana (em cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a
antibioticos, provenientes de isolados clinicos), varredura espectral UV-Vis para
determinacdo do coeficiente de extincdo molar das particulas fagicas, DRX,
eletroforese SDS-PAGE e MET, enquanto a caracterizacdo biolégica abrangeu a
avaliacdo da sua gama de hospedeiros usando culturas bacterianas de Klebsiella
pneumoniae tanto provenientes de cole¢cdo como de 26 isolados clinicos (humanos)
assim como de outras espécies bacterianas provenientes de colecdo, determinacéo
da eficiéncia de plaqueamento (EOP), determinacéo da curva de crescimento em um
s6 ciclo sincrono (OSGC) para calculo do periodo latente, periodo de eclipse,
periodo de acumulacdo intracelular e tamanho de exploséo, determinacdo da curva
de adsorcéo para calculo da taxa de adsorcdo das particulas bacteriofagicas em sua
célula hospedeira bacteriana, e avaliacdo da capacidade de inativacdo bacteriana in
vitro pelas particulas fagicas utilizando valores de MOI de 1 e 1000. As particulas do
bacteriéfago isolado exibiram um amplo espectro litico contra as cepas
multirresistentes da bactéria em estudo. O uso do bacteriéfago isolado possui
vantagens inerentes pelo fato de ser um predador bacteriano natural, especifico e
estritamente litico, que reconhece rapida e especificamente seu hospedeiro
bacteriano, 0 que leva a um resultado cada vez mais dificil de obter com os

antibiéticos quimicos atuais.

Palavras-chave: bacteriéfagos, resisténcia bacteriana aos antibidticos,

caracterizacao de bacteriofagos, bactérias patogénicas ESKAPE



ABSTRACT

Bacteriophages are viruses that solely and specifically infect bacteria and are
completely devoid of metabolic activity. Unlike broad-spectrum antimicrobial agents,
which work indiscriminately, bacteriophages specifically target only certain species /
strains of bacteria, and it is precisely this specificity that makes bacteriophages very
attractive for combating infections by multi-drug resistant bacteria. In the research
effort entertained herein, the isolation (from environmental sources) and
characterization of a novel bacteriophage with broad Iytic spectrum capable of
infecting Klebsiella pneumoniae was entailed, departing from Hospital sewage in the
region of Sorocaba (Brazil). Physicochemical characterization of the isolated
bacteriophage particles included analysis via verification of (antibiotic-resistant)
bacterial lysis, UV-Vis spectral scanning’s for molar extinction coefficient
determination, XRD, SDS-PAGE electrophoresis and TEM, whereas biological
characterization encompassed evaluation of its host range using both a collection
strain of Klebsiella pneumoniae and 26 strains originating from (human) clinical
isolates, efficiency of plating assays, determination of the one-step growth curve
(OSGC) for latent period, eclipse period, intracellular accumulation period and burst
size determinations, determination of the adsorption curve for calculation of the
bacteriophage adsorption rate onto its bacterial host cell, and evaluation of the in
vitro bacterial inactivation ability of the phage particles at two different MOI values,
viz. 1 and 1000. The isolated bacteriophage particles exhibited a broad lytic spectrum
against the multidrug-resistant strains tested. The use of the isolated bacteriophage
in Hospital settings would possess inherent advantages in that specific and strictly
lytic bacteriophages are natural self-replicating predators of bacteria that quickly and
specifically recognize their particular bacterial hosts and lead to their death, an

outcome more and more difficult to achieve with current chemical antibiotics.

Keywords: bacteriophages, bacterial resistance to antibiotics, bacteriophage

characterization, pathogenic ESKAPE bacteria
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APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa aplicada realizado, intitulado “Isolamento,
caracterizacdo, estabilizacdo estrutural/funcional e avaliacdo in vitro de um
novo bacteriofago contra Klebsiella pneumoniae multirresistentes”, foi
financiado pela Universidade de Sorocaba, com Auxilio/Taxa escolar do Programa
de Suporte a Poés-Graduacdo de Instituicbes de Ensino Superior Particulares
(Prosuc-Capes/Uniso), concedido a candidata Fernanda de Campos Moreli, tendo
sido orientado pelo Prof. Doutor Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcédo e
coorientado pela Profa. Doutora Marta Maria Duarte Carvalho Vila, da Universidade

de Sorocaba.

Os bacteriofagos sdo virus que infectam Unica e especificamente bactérias,
sendo totalmente desprovidos de atividade metabdlica. Ao contrario dos agentes
antibacterianos de amplo espectro, que funcionam indiscriminadamente, o0s
bacteriéfagos visam especificamente apenas certas espécies/cepas de bactérias, e
€ precisamente esta especificidade que torna os bacteriéfagos muito atrativos para o
combate de infec¢Bes por bactérias multi-resistentes aos antibiéticos. O trabalho de
pesquisa aqui apresentado visou o isolamento e caracterizacdo de um bacteriéfago
estritamente litico para Klebsiella pneumoniae. Para isso, uma amostra de efluente
hospitalar (agua de esgoto do Hospital UNIMED "Miguel Soeiro" em Sorocaba/SP,
Brasil, coletada a 16 de janeiro de 2018) foi inoculada com a bactéria hospedeira
para enriquecimento em potenciais bacteriofagos presentes. Apds esta etapa de
enriguecimento, um bacterioéfago foi isolado, amplificado e purificado para posterior
caracterizagdo tanto fisico-quimica quanto bioldgica. A caracterizacéo fisico-quimica
das particulas bacteriofagicas isoladas incluiu analise via varredura espectral na
zona UV-Vis para determinacdo do seu coeficiente de extingdo molar, difracdo de
raios X (DRX), eletroforese de poliacrilamida (SDS-PAGE) e microscopia eletronica
e transmissdo (MET), enquanto a caracterizagdo bioldgica incluiu a avaliagdo da
gama de hospedeiros do bacteriofago isolado usando uma cepa de colecdo de
Klebsiella pneumoniae como hospedeiro e 35 outras cepas bacterianas,
determinacdo da eficiéncia de plaqueamento (EOP), determinacdo da curva de
crescimento em um so ciclo sincrono (OSGC) para calculo do periodo de eclipse,
periodo latente, periodo de acumulagdo intracelular e tamanho de explosédo, e



determinacdo da curva de adsor¢cdo das particulas bacteriofagicas as células
bacterianas hospedeiras para calculo da taxa de adsorcéo.

Alguns dos resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho de pesquisa
foram apresentados no Congresso Cientifico - XXIX Congresso Brasileiro de
Virologia e XlIl Encontro de Virologia do Mercosul (Gramado, RS, de 17 a 21 de
outubro de 2018) (ANEXO A) e também no 22° EPIC — Encontro de Pesquisadores e
de Iniciacdo Cientifica (evento realizado de 05 a 07 de novembro de 2019 na
Universidade de Sorocaba) (ANEXO B).

Adicionalmente, os resultados obtidos deram ainda origem a preparacdo de
um manuscrito cientifico que se encontra atualmente em processo de submisséo
para publicacdo em revista cientifica internacional indexada com arbitragem por

pares (Fernanda C. Moreli; Liliam K. Harada; Erica C. Silva; Thais J. Oliveira; Marta

M.D.C. Vila; Victor M. Balc&o (2020) A phage tale: isolation and in vitro evaluation of

a lytic bacteriophage for the biocontrol of multi-drug resistant Klebsiella pneumoniae,
Antibiotics [submetido]). Este trabalho comprova a qualidade e importancia dos

resultados obtidos no trabalho de pesquisa aqui descrito.

A Figura 1 apresenta um resumo grafico do trabalho de pesquisa
desenvolvido, comecando com o isolamento de um bacteriéfago a partir de aguas
residuais do Hospital UNIMED "Miguel Soeiro" em Sorocaba/SP (Brasil) e sua
caracterizacgao fisico-quimica e biolégica, passando por ensaios de terapia fagica in
vitro (curvas de morte) usando a cepa hospedeira de Klebsiella pneumoniae e teste

em 26 cepas de Klebsiella pneumoniae provenientes de isolados clinicos humanos.



Figura 1. Resumo grafico do trabalho de pesquisa desenvolvido.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Introducéao

As infeccBes do trato respiratério sdo responsaveis por altos niveis de
mortalidade e morbidade em todo o mundo, com especial atencdo no aumento da
incidéncia de bactérias Gram-negativas resistentes a multiplos antibiéticos, como € o
caso das bactérias Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Acinetobacter baumannii, em pacientes com doenca adquirida na comunidade,
pneumonia nosocomial e em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica
(HOWARD et al., 2012; JANSEN et al., 2018; MERABISHVILI et al., 2014; RIOS et
al., 2016; RODRIGO-TROYANO; SIBILA, 2017; VISHWANATH; CHAWLA;
GOPINATHAN, 2013).

A presenca de bactérias Gram-negativas multirresistentes aos antibiéticos tém
sido relacionada a resultados clinicos (CHAN; ABEDON; LOC-CARRILLO, 2013)
provavelmente associados a prescricdo empirica inadequada de tratamentos com
antibiéticos (DAVEY et al., 2017; JANSEN et al., 2018), o que representa uma
ameaga para a saude publica de resisténcia bacteriana generalizada a antibidticos
juntamente com opc¢bes limitadas de tratamento devido a auséncia de novos
antibioticos (GHAJAVAND et al., 2017a). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
identificou recentemente a resisténcia antimicrobiana como um dos trés problemas
mais importantes que a saude humana enfrenta (CERQUEIRA; PELEG, 2011). Os
patdogenos multirresistentes mais regulares foram integrados a sigla “ESKAPE”,
representando  Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp. (D’ANDREA et al., 2017).

A pneumonia bacteriana causada por Klebsiella pneumoniae € uma infeccao
dificil de tratar devido a capsula espessa desta célula bacteriana (ASHURST,;
DAWSON, 2018; WYRES; HOLT, 2018,). Esta bactéria coloniza normalmente a
superficie das mucosas humanas da orofaringe e trato gastrointestinal. Uma vez
entrando no corpo, ela pode exibir altos graus de viruléncia e resisténcia a
antibioticos (ASHURST; DAWSON, 2019). Atualmente, a pneumonia bacteriana

causada por K. pneumoniae € considerada a causa mais comum de pneumonia
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adquirida em ambiente hospitalar nos Estados Unidos, sendo responséavel por 3% a
8% de todas as infecgOes bacterianas nosocomiais no corpo humano (ASHURST,;
DAWSON, 2019).

As tendéncias mundiais crescentes de resisténcia aos antibioticos, associadas
a ja alta percentagem, cerca de 55 % (LEE et al.,2016) de resisténcia da K.
pneumoniae aos antibidticos existentes, ilustram a perda continua de opc¢des
terapéuticas antimicrobianas eficazes contra este microrganismo e enfatizam a
necessidade de estratégias abrangentes visando o uso prudente de antibidticos, ja
que as opcdes de tratamento para infecgbes por bactérias multi-resistentes séo
atualmente limitadas (BARCHITTA et al., 2019; RUSSO et al., 2018; WYRES; HOLT,
2018). Adicionalmente, uma vez que € muito pouco provavel que novos antibioticos
eficazes para patdgenos Gram-negativos multirresistentes sejam lancados em breve
no mercado (BARCHITTA et al., 2019; RUSSO et al., 2018; WYRES; HOLT, 2018),
h4 uma necessidade critica de implementar estratégias alternativas contra o
desenvolvimento de resisténcia adquirida (GHAJAVAND et al., 2017b; UL HAQ et
al., 2012). No trabalho de pesquisa aqui apresentado, o potencial de isolamento (a
partir de fontes ambientais) e caracterizacdo de novas particulas bacteriofagicas
com ampla gama de hospedeiros capazes de infectar K. pneumoniae resistente a
multiplos antibidticos, foi investigado, assim como foram testadas as particulas
fagicas isoladas na inativacdo de Klebsiella pneumoniae em ensaios de terapia

fagica in vitro.

A caracterizagao fisico-quimica das particulas bacteriofagicas isoladas incluiu
analises via varredura espectral na zona UV-Vis para determinacdo do seu
coeficiente de extingdo molar, DRX para determinacdo do tamanho de eventuais
cristalitos na suspensao concentrada de particulas fagicas, eletroforese SDS-PAGE
para avaliacdo do perfil de proteinas estruturais das particulas fagicas, e MET para
analise da morfologia dos bacteriéfagos. Ja a caracterizacdo biologica abrangeu a
avaliacdo da gama de hospedeiros do bacteriofago isolado, eficiéncia de
plagueamento usando uma cepa de colecdo de Klebsiella pneumoniae como
hospedeiro especifico, determinacdo da curva de crescimento em um sé ciclo
sincrono (OSGC) para célculo do periodo latente, periodo de eclipse, periodo de
acumulacgao intracelular e tamanho de exploséo, determinagao da curva de adsorgao

para célculo da taxa de adsorcdo das particulas bacteriofagicas em sua célula
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hospedeira bacteriana, e avaliacdo da capacidade de inativacdo bacteriana in vitro
pelas particulas fagicas utilizando valores de multiplicidade de infec¢cdo (MOI) de 1 e
1000.

1.2 Resisténcia microbiana

Os coeficientes de morbidade e mortalidade,quando diz respeito 4s doencas
infecciosas, diminuiram com a descoberta dos agentes antibiéticos, fato que se
tornou um marco na histéria da medicina. Entretanto, € sabido que existe uma
relacdo direta entre o uso aumentado de antibidticos e um aumento dos indices de
resisténcia bacteriana, ou seja, 0 mau uso desses farmacos acelera o processo de
selecdo natural de microrganismos resistentes a multiplos antibiéticos (BRASIL,
2010). Os fatores que contribuem para o aumento continuado da resisténcia aos
antibiéticos vao desde uma terapia inadequada de pacientes infectados, a um atraso
na iniciacdo da antibioticoterapia apropriada. Estes fatores, associados a falta de
cuidados basicos no ambiente hospitalar e ao uso indiscriminado de farmacos
antimicrobianos, favorecem o aparecimento de cepas bacterianas multirresistentes

(SILVEIRA et al., 2006; TENOVER et al., 2006).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos podem ser
intrinsecos ou adquiridos (Figura 2). As bombas de efluxo sdo um dos tipos de
resisténcia bacteriana que resulta da atividade de proteinas que promovem o efluxo
do antibiético do meio intracelular para o meio extracelular, observando-se uma
diminuicdo da sua concentracdo no interior da célula. Este processo € feito por
transporte ativo, ou seja, com gasto energético (MOREIRA et al., 2013). J4 na
alteracdo de permeabilidade, as porinas, proteinas transmembranares existentes na
membrana das bactérias Gram-negativas, constituem um canal para a entrada de
nutrientes e outros elementos como as moléculas de antibiéticos, para o interior da
célula. Modificagcbes genéticas nestas proteinas diminuem a entrada de farmaco
para o interior da célula bacteriana promovendo desta forma a resisténcia aos
antibioticos (DESLOUCHES et al., 2015). H4 também a producdo de enzimas que
tém a capacidade de hidrolizar os antibioticos. Dois dos grupos de enzimas com
grande dispersdao entre bactérias sdo o grupo das pB-lactamases, como as
penicilinases, cefalosporinases e carbapenemases, responsaveis pela inativacdo da
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maioria dos antibidticos B-lactamicos, e o0 grupo composto pelas enzimas N-
acetiltransferases (AAC), O-nucleotidil-transferases (ANT) e O-fosfotransferases
(APH), que s&o responséaveis pela inativagcdo dos antibioticos aminoglicosideos.
Outro mecanismo de resisténcia consiste na alteracdo genética do alvo, podendo ser
resultado da aquisicdo de genes ou de uma mutacéo, ocorrendo desta forma uma
alteracéo do alvo original, isto é, do local de ligacdo do antibiético no citoplasma da
célula bacteriana, impossibilitando deste modo a ligagdo do farmaco ao local de
acdo (CASTANHEIRA, 2013). Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos

antibioticos (PELEG; HOOPER, 2010) encontram-se esquematizados na Figura 2.

Figura 2: Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibiéticos, ilustrados numa bactéria Gram-

negativo.
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Mecanismos similares podem ser encontrados em bactérias Gram-positivas mas a auséncia nestas bactérias de
uma membrana mais externa provoca a excre¢ao das B-lactamases para fora da célula em vez de para o espaco
periplasmico entre as membranas mais interna e externa, e reduz a eficiéncia das bombas de efluxo porque os
farmacos exportados podem re-entrar na célula apds atravessar uma Unica membrana, em vez das duas

membranas nas bactérias Gram-negativas. As esferas vermelhas representam moléculas de antibiético.

Fonte: retirado de PELEG; HOOPER (2010).
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De acordo com Getahu e Balkhy (2019), a resisténcia bacteriana precisa ser
entendida como uma crise que coloca 100 anos de progresso na saude humana em
sério risco. A Ad Hoc Interagency Coordination Group (IACG) on Antimicrobial
Resistance (IACG) da Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU) sugere fortalecer os
sistemas existentes e integrar os esforcos de combate a resisténcia antimicrobiana
por forma a alavancar ganhos através dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), uma vez que o uso indevido e excessivo de antibidticos em
seres humanos e animais e com fins fitossanitarios, representa a forgca motriz para o
aparecimento e disseminacdo de patdgenos resistentes aos antibiéticos em muitos
paises. A ONU visa também a mudanca de paradigma na resposta global a
resisténcia bacteriana aos antibiéticos através do estabelecimento de metas, antes
do problema atingir niveis desastrosos. As recomendacdes do IACG concentram-se
em cinco areas principais da resposta a resisténcia bacteriana aos antibioticos: 1)
Acelerar o progresso nos paises em desenvolvimento; 2) Inovacdo para garantia do
futuro; 3) Colaborar para uma acdo mais eficaz; 4) Investir para uma resposta

sustentavel; e 5) Fortalecimento da responsabilidade e governanca global.

1.3 Bactérias patogénicas do grupo “ESKAPE”

Durante varios anos, as infec¢cdes hospitalares (ou nosocomiais) foram
consideradas um problema fundamental, mas passiveis de serem contornadas.
Todavia, estudos levantaram questdes sobre se muitas dessas infec¢cdes sao, de
fato, inevitaveis. Ao mesmo tempo, a circunstancia e disseminagédo da resisténcia
bacteriana aos antibidticos associada a escassez de farmacos antibioticos sob
investigagcdo com atividade contra patdégenos multirresistentes, suscitaram a
preocupacao de que essas infec¢cdes podem tornar-se incontrolaveis, pela falta de
terapia antibacteriana eficaz. O problema da resisténcia bacteriana aos antibioticos
no hospital moderno encontra-se concentrado em um namero limitado de espécies
bacterianas, que se tornaram conhecidos como patdégenos “ESKAPE”. A sigla
ESKAPE inclui seis patégenos que exibem viruléncia e resisténcia a multiplos
antibioticos: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter ssp. (MULANI et
al., 2019; RICE, 2010).
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Diversos microrganismos que infectam o ser humano utilizam variados
mecanismos de patogénese, fatores de viruléncia e perfis de resisténcia aos
antibioticos. No entanto, uma caracteristica comum compartilhada pela maioria
desses microrganismos reside na sua capacidade e propenséao para formar biofilmes
(BALES et al., 2013; DESLOUCHES et al., 2015; MULANI et al., 2019; RICE, 2010).
Alteracdes fenotipicas em adicdo a regulacdo positiva de adesinas, promovem a
secrecdo de uma grande quantidade de exopolissacarideos (EPS) pelas bactérias.
Isto ocorre durante a conversdo de crescimento planctbnico em crescimento em
biofilme. Tais EPS podem representar uma parte crucial da componente polimérica
extracelular, sendo que esta substancia estd associada ao desenvolvimento de
biofilmes, servindo para consolidar populacbes bacterianas inteiras a uma
determinada superficie, ao invés de ir rodeando células individuais (VUONG et al.,
2004). Também se incluem no EPS: proteinas, &acidos nucléicos secretados,
substancias humicas e ions metalicos. Juntos, o EPS protege as bactérias
integradas no biofilme de eventuais ameacas ambientais (NWODO; GREEN; OKOH,
2012). O papel do biofilme na patogénese tem sido estudado em muitos
microrganismos em que se demonstrou que a forma do crescimento deste biofilme
permite uma maior resisténcia ao tratamento com antibiéticos, dificulta a resposta do
sistema imunoldgico por meio da mimetizacdo das células do hospedeiro e ameniza
condicBes limitadoras de nutrientes no hospedeiro (KUMAR; MODY; JHA, 2007). A
formacdo de biofilmes em dispositivos de implantes médicos, como catéteres e
valvulas cardiacas mecanicas, representa também um grande problema que esta
intimamente associado a capacidade relacionada com a adesdo e resisténcia
bacteriana aos antibiéticos, caracteristicas concedidas pela capacidade de sintetizar
e secretar tais EPS (BALES et al., 2013).

Genes de resisténcia bacteriana aos antibidticos podem ser incorporadas no
cromossoma bacteriano, plasmideo ou transposons (SIRIJAN SANTAJIT; NITAYA
INDRAWATTANA, 2016). As infeccbes bacterianas podem ser derivadas de
doencas exdgenas ou enddgenas. Sao transferidas por contato direto ou indireto
entre pacientes, profissionais de saude, objetos contaminados, visitantes ou até
varias fontes ambientais (MOREIRA et al., 2013).
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1.4 Agente etiolégico Klebsiella pneumoniae

7 hY

A bactéria Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo pertencente a
familia Enterobacteriaceae. Este patdgeno é responsavel por infec¢cdes do trato
urinario, pneumonia, infeccdo abdominal, entre outras morbidades, sendo
considerado um microrganismo oportunista isolado. Esta bactéria ndo € importante
apenas pela sua alta viruléncia, mas também pela resisténcia a multiplos antibioticos
(GONZALEZ-MENENDEZ et al., 2018). E um dos géneros bacterianos mais
associados a infeccbes hospitalares, infectando principalmente pacientes
imunocomprometidos com doencas subjacentes tais como Diabetes Mellitus ou
DPOC (METAB, 2015).

Esta bactéria foi descrita pela primeira vez por Carl Friedlander, no final do
século 19, tendo sido isolada dos pulmbes de pacientes que morreram de
pneumonia. E um género bacteriano com grande variedade de espécies, sendo que
até ao momento foram descritas 19 espécies, das quais as linhagens de K.
pneumoniae e K. oxytoca sdo as mais frequentemente encontradas na pratica clinica
(MARTIN; BACHMAN, 2018). As espécies do género Klebsiella sdo geralmente
identificadas e diferenciadas de acordo com as suas reac¢des bioguimicas e material
genético. Dentre as espécies, 0s microrganismos da espécie K. pneumoniae sdo os
mais associados a infec¢cdes hospitalares e, por esta razdo, apresentam grande
relevancia clinica (POTTER et al., 2018).

De acordo com Broberg, Palacios e Miller (2014), a Klebsiella ssp. é
encontrada abundantemente na natureza, incluindo plantas e animais, fazendo parte
da microbiota residente ou transitoria no trato gastrointestinal em grande parte dos
mamiferos, aves e seres humanos. Uma vez adquirida, a K. pneumoniae coloniza
facilmente as mucosas humanas incluindo a orofaringe e o trato gastrointestinal.
Esse microrganismo pode também ser encontrado na pele, porém n&o a coloniza, e

por isso é considerado microbiota transiente nesse local.

As taxas de colonizag&o variam de acordo com o local do corpo e se a bactéria
foi adquirida na comunidade ou em ambiente hospitalar. Quando se trata de
colonizacdo adquirida na comunidade, a nasofaringe € o local mais propicio para

encontra-la. J& nos ambientes hospitalares a taxa de colonizagdo é mais evidente no
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trato gastrointestinal, provavelmente pela utilizagdo de antibidticos. Apesar da
colonizac&o nesses locais ser benigna para o hospedeiro, eles constituem a porta de
entrada para que a bactéria possa se evadir para outros tecidos e causar provaveis
infeccbes graves (DORMAN; SHORT, 2017).

O tratamento de infeccOes causadas por cepas de K. pneumoniae tem se
tornado dificil pela existéncia de cepas portadoras de plasmideos (Figura 2), que
codificam enzimas conhecidas como [-lactamases, conferindo resisténcia a
antibioticos B-lactamicos (MENEZES et al., 2007). Também existem referéncias a
producdo de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), que € uma enzima
capaz de hidrolisar o anel B-lactdmico dos antibioticos carbapenémicos, e com isso
esta bactéria acaba também sendo resistente a este grupo de antibioticos (Figura 2).
Outra peculiaridade desta enzima reside num gene localizado no plasmideo,
gerando ampla difusdo e transferéncia entre véarias espécies bacterianas e
promovendo resisténcia aos antibidticos num maior nimero de microrganismos
(RICE, 2010; PELEG; HOOPER, 2010).

A dificuldade no tratamento de infeccbes graves por bacilos Gram-negativos
resistentes aos antibiéticos carbapenémicos conduziu ao retorno da utilizacdo das
polimixinas (polimixina B e colistina) a nivel mundial como ultima op¢do no
tratamento dessas infeccdes, porém foi evidenciada também resisténcia a estes
farmacos antibacterianos de ultima linha, o que confere a K. pneumoniae resisténcia
a todos os antibidticos ativos tornando-a pan-resistente, sendo que isto tudo € o
resultado de uma multiplicidade de fatores que atuam em simultdneo para promover
a evasao as defesas do hospedeiro (REYES-CHACON et al., 2017).

1.5 Bacteriéfagos

O uso de bacteriofagos contra doencas bacterianas teve inicio a mais de um
século com Felix d’Herelle, o qual refletia sobre ideias ecologicas antes mesmo
deste ramo da biologia se tornar uma disciplina cientifica bem estabelecida. Pode
afirmar-se que este foi o inicio da biotecnologia e da ecologia, no entanto surgiu a

questao “O que é a vida?”. A resposta mais légica, na época, foi que os fagos eram
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sistemas mais simples. O papel desempenhado pelos fagos na biosfera é agora
visto de outra forma (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004).

A viséo tradicional da importancia ecolégica dos virus deriva de seu status
parasitario e sua origem € frequentemente associada a trés cenarios: no primeiro, 0s
virus séo vistos como descendentes diretos de um mundo molecular antes do
surgimento das células; no segundo, 0s virus sdo vistos como produtos de um
processo de reducdo de celularidade com perda de autonomia; e, finalmente, no
terceiro cenario, os virus sdo encarados como produtos da fuga de material genético
de células juntamente com a captura das proteinas hospedeiras que formam seus
capsideos. No entanto, o desenvolvimento de novos métodos analiticos e a
descoberta de novos grupos virais abriu um vasto campo de pesquisas focadas nas
origens e importancia dos virus nos ecossistemas. Apesar dos avancos em nossa
compreensao da biologia viral, questdes-chave sobre sua posi¢cédo na arvore da vida

permanecem sem solugéo.

O impacto destes na reciclagem de matéria organica na biosfera global, a
influéncia na evolucdo dos genomas bacterianos e seu uso como potenciais
ferramentas para enfrentar a resisténcia bacteriana aos antibiéticos, demonstram
uma mudanca na abordagem reducionista (HARADA et al., 2018; RIOS et al., 2016;
CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004).
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Figura 3. Representacdo esquematica de uma particula bacteriofagica (a), e fotomicrografia de
microscopia eletrénica de transmissao de um bacteri6fago prototipico para fins de observacao de

estrutura geral (b).
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Fonte: (a) Adaptado de NOBREGA et al., 2018; HYMAN; VALLUZZI; GOLDBERG, 2002; (b) retirado
de https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Phage_Therapy.

Os bacteriéfagos, ou apenas fagos, podem ser encontrados em qualquer
habitat onde também proliferem bactérias, sendo as entidades biolégicas mais
abundantes no nosso planeta e estimando-se que existam dez bacteriéfagos para
cada célula bacteriana, num total estimado de 10%° particulas fagicas, ou mais, na
biosfera (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004). E também evidente a existéncia de
virus especificos para arqueobactérias, os chamados arqueéfagos (ABEDON;
MURRAY, 2013). Alguns fagos sdo altamente especificos, enquanto outros sao
extremamente amplos em sua gama de hospedeiros. A taxonomia dos bacteriofagos
baseia-se na sua forma e tamanho, bem como na estrutura molecular do seu
genoma. A maioria dos bacteriéfagos possui acido desoxirribonucleiro (DNA) de fita
dupla (dsDNA), no entanto alguns possuem DNA de fita simple (ssDNA), acido
ribonucleico (RNA) fita dupla (dsRNA) ou RNA fita simples (ssSRNA. Todos os fagos
exibem uma estrutura bem definida (Figura 3), geralmente um capsideo de forma
icosaédrica envolvendo o material genético, uma bainha contractil e fibras da cauda,
entre outras estruturas (Figura 3). (ACKERMANN, 2007; RIOS et al., 2016). Esta

classificacdo encontra-se ilustrada na Figura 4.



Figura 4. Classificacao dos bacteriéfagos de acordo com a sua morfologia, material genético e

principais caracteristicas.
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ApoOs a infeccéo da célula hospedeira bacteriana, os fagos podem ter destinos
bem diferentes. Alguns fagos seguem o ciclo de infec¢do litica (Figura 5) pelo qual
se multiplicam na célula bacteriana e provocam a sua lise no final do ciclo para
liberar particulas de fago recém-formadas, enquanto outros fagos podem usar a via
lisogénica (Figura 5) onde o genoma do fago sera integrado no genoma da célula
bacteriana hospedeira e sera replicado como parte do genoma do hospedeiro
permanecendo em um estado latente como profago por longos periodos de tempo.
Se a bactéria hospedeira encontrar condicbes ambientais adversas, o profago pode
entdo ser ativado e da-se inicio ao ciclo litico, no final do qual as novas particulas de
fago formadas lisardo a célula hospedeira (HARADA et al., 2018, HERMOSO;
GARCIA; GARCIA, 2007; SKURNIK; STRAUCH, 2006).
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No processo de desenvolvimento do ciclo litico ha primeiramente a adsorcao
da particula fagica a célula hospedeira bacteriana, na qual ocorre o reconhecimento
e a fixacdo do virus a célula. Os bacteriofagos sao entidades proteicas
completamente desprovidas de metabolismo e que por isso sdo parasitas
intracelulares obrigatorios, e a célula bacteriana hospedeira é dotada de
determinados receptores quimicos capazes de permitirem que as particulas fagicas
os detectem e se liguem a membrana. O genoma viral pode ser inserido na célula
hospedeira (i) pela fusdo do envelope viral com a membrana celular fazendo com
que a capside se desintegre e o genoma do parasita viral invada a célula, (i) pela
injecdo direta do material genético viral na célula bacteriana, ou (ii) quando
receptores da membrana celular promovem a fixacdo do virus e este € internalizado
através de invaginacdes da membrana celular bacteriana. Uma vez inserido na
célula hospedeira, o material genético do fago comeca a controlar as atividades
metabdlicas da célula hospedeira para producdo de particulas virais, tais como
proteinas e material genético, que sao depois organizados por forma a constituir
novos virus. E por fim, apds a producédo de uma grande quantidade de novos virions,
sdo produzidas também as enzimas lisozima e holina que provocam a lise celular e
a liberacdo dos novos virions que irdo infectar imediatamente células vizinhas,
recomecando o ciclo litico (ACKERMANN, 2007; SKURNIK; STRAUCH, 2006). Os

dois ciclos sao ilustrados na Figura 5.
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Figura 5. Ciclos litico, lisogénico e pseudolisogénico de replicagcao bacteriofagica (a), e detalhe do

ciclo litico e seu sistema enzimatico (b).
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integracdo do DNA fagico no genoma do hospedeiro.
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Durante o processo de infeccdo de uma célula bacteriana por uma particula
fagica, este garante que apenas o seu material genético seja replicado, evitando
dessa forma a interferéncia de outros fagos no processo da sua replicacdo
(HARADA et al., 2018; HANLON, 2007; RIOS et al., 2016). Tanto no ciclo litico como
no ciclo lisogénico (apds excisdo do genoma viral do genoma do hospedeiro), apés a
sintese de proteinas virais e enzimas responsaveis pela formacdo da capside e
encapsulamento do material genético viral, ocorre a montagem e a formacéo de
novos virides. A progénie fagica promove entdo o rompimento da parte interna da
membrana citoplasmatica, ajudada pela acdo de enzimas holinas (Figura 5b) e, em
seguida, da camada de peptidoglicano, ajudada pela acao de endolisinas, levando a
lise da célula bacteriana (processo litico) e expelindo desta forma a progénie fagica
recém-formada para o ambiente extracelular (WITTEBOLE et al.,, 2013; MAURA;
DEBARBIEUX, 2011; ACKERMANN, 2007; MATSUZAKI et al., 2005).

Na Figura 6 podem observar-se em maior detalhe os varios processos
intracelulares do ciclo de crescimento das particulas fagicas ao longo do tempo,
apos ocorrer a infeccdo da célula bacteriana hospedeira, que culminam com a sua

lise.

Algumas caracteristicas importantes dignas de registro incluem (Figura 6): a
acdo nucleolitica no cromossoma hospedeiro e as novas enzimas fagicas fornecem
precursores de DNA; o DNA em replicacdo € muito mais longo que o DNA do virion;
varias proteinas codificadas pelos fagos associam-se a membrana do hospedeiro
para alterar as funcbes do hospedeiro e facilitar a montagem e a maturacdo dos

Nnovos virions.
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Figura 6. Fenbmenos que ocorrem durante o espaco temporal de um ciclo litico de replicacdo de uma

particula bacteriofagica numa célula bacteriana hospedeira.
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Os processos que ocorrem no interior da célula bacteriana hospedeira
imediatamente apds esta ser infectada por uma particula bacteriofagica e que
culminam na lise do hospedeiro, sdo fundamentalmente cinco e incluem as etapas
de adsorcédo da particula fagica a parte externa da membrana celular da célula
hospedeira (A: o bacteriéfago adere através das suas fibras da cauda a receptores
de lipopolissacarido e triptofano existentes na superficie da célula hospedeira),
penetracdo (B: o bacteriofago penetra a parede da célula bacteriana aproximando e
contactando a placa da base com a superficie da célula, promovendo uma alteragéo
conformacional que faz com que a bainha se contraia e perfure a membrana celular,
injetando 0 seu genoma no interior do citoplasma da célula bacteriana e dando
assim inicio ao complexo processo de replicacdo do genoma viral. Alguns dos
primeiros genes que sado transcritos, chamados precoces, codificam para enzimas
que hidrolizam (em apenas alguns minutos apds a infeccdo) o DNA da célula
hospedeira por forma a utilizar os nucleotideos do genoma hospedeiro para produzir
mais DNA viral), replicacdo (C: genes iniciais, tardios, codificam cerca de 20

proteinas que estdo diretamente envolvidas na replicagdo viral. Numa primeira fase,
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a replicacdo ocorre de forma bidirecional com mudltiplas origens de replicacdo no
genoma. Os primeiros ciclos de replicacdo séo iniciados por primers de RNA
sintetizados pela RNA-polimerase do hospedeiro. Numa segunda fase, o
bacteriéfago utiliza a sua propria maquinaria replicativa para transcrever 0s seus
genes tardios), montagem (D: uma vez expressos 0s genes tardios, (i) a placa da
base viral é primeiro montada, ligando-se depois (ii) a cauda e (iii) as proteinas das
fibras da cauda. Estas trés vias proteicas diferentes combinam-se para formar uma
capside fagica madura. O DNA fagico é encapsulado na capside proteica madura. A
capside também contém enzimas necessérias para futuras infecgdes, tais como a
DNA-polimerase codificada viralmente), e liberagc&o (E: a enzima holina, codificada
viralmente, perfura a membrana interior da célula hospedeira bacteriana para
permitir que as lisozimas saiam e degradem a parede celular de peptidoglicano. A
lise celular segue-se a liberacdo da progenia fagica para o espaco extracelular,
sendo que cada novo virido ira infectar uma nova célula hospedeira viavel e dar

origem a repeticdo de todo este processo).

1.6 Terapiafagica

A terapia fagica € uma das possiveis estratégias antibacterianas alternativas a
antibioticoterapia convencional e consiste no uso de fagos estritamente liticos como
alternativa ou complemento no tratamento de infeccdes bacterianas. Esta terapia
ganhou um interesse renovado desde que a resisténcia bacteriana a multiplos
antibioticos comecou a aumentar dramaticamente. Como mencionado
anteriormente, esta terapia antimicrobiana tem sido usada desde ha um século. No
entanto, 0 seu uso encontra-se restringido aos paises do Leste europeu, que
seguem diretrizes diferentes para ensaios clinicos, sendo que varios artigos
importantes de pesquisa cientifica sdo publicados principalmente em russo,
georgiano, ou em outros idiomas que ndo o inglés. Por esse motivo, a terapia fagica
ndo é atualmente usada na grande maior parte dos paises europeus e norte-
americanos. Existe, portanto, um esforco acrescido por parte de pesquisadores em
todo o planeta para gerar e seguir diretrizes bem estabelecidas de ensaios clinicos
para a utilizacdo de bacteriofagos em terapia antimicrobiana. (CHEN et al., 2018;
DOMINGO-CALAP; DELGADO-MARTINEZ, 2018).
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Os bacteriéfagos apresentam inUmeras vantagens que os tornam candidatos
ideais para o tratamento de infeccGes bacterianas em terapia fagica, como ,por
exemplo, (mas ndo se limitando a) (i) alta especificidade para o seu hospedeiro
(evitando assim danos a microbiota normal e ndo infectando as células eucarioticas),
(ii) necessidade de baixas dosagens para tratamento, e (iii) proliferacdo rapida nas
células bacterianas hospedeiras. (HARADA et al, 2018; DOMINGO-CALAP;
DELGADO-MARTINEZ, 2018; RIOS et al., 2016). Os bacteriéfagos devem obedecer
a alguns critérios, quando se pretende a sua utilizacdo para controle microbiolégico:
devem ser obrigatoriamente e estritamente liticos, ou seja, devem ser capazes de
infectar células bacterianas e produzir descendéncia fagica sem demonstrarem
capacidade de integrar o seu genoma no genoma da célula bacteriana hospedeira.
Devem também suportar temperaturas onde ocorre maior duplicacdo das bactérias,
devem suportar baixo pH e devem manter a atividade litica somente para as
bactérias nocivas (hospedeiras) e ndo para as comensais. (HARADA et al., 2018;
RIOS et al., 2016; JANEZ; LOC-CARRILLO, 2013).

Vérios estudos cientificos foram desenvolvidos envolvendo o uso de fagos ao
longo das ultimas trés décadas. Os modelos experimentais existentes demonstram
ser possivel a administracdo de fagos por vias tanto intravenosas quanto
peritoneais, ambas com eficacia evidenciada. Todavia, ndo sendo possivel garantir
gue as suspensdes contendo bacteriéfagos estejam completamente desprovidas de
agentes pirogénicos (como, por exemplo, endolisinas bacterianas liberadas por lise)
esta ndo € ainda a opgéo mais viavel. (MAURA; DEBARBIEUX, 2011).

A alta especificidade dos fagos pode ser considerada um fator vantajoso e
limitador ao mesmo tempo. Os testes in vitro da eficacia das particulas fagicas se
tornam necessarios na terapia monofagica antes destes ser administrado a um
paciente o que faz desta técnica um processo muito laborioso. O uso de coquetéis
de fagos, integrando varios fagos distintos que atuam contra diferentes espécies ou
cepas bacterianas, pode contornar esses problemas. (CHEN et al., 2018; JIN et al.,
2012).

O uso de um coquetel de fagos que pertencam a familias ou grupos diferentes,
que exibam ampla gama de hospedeiros e alta capacidade de adsorcdo as
estruturas das paredes celulares altamente conservadas nas bactérias, é indicado
como ideal por diversos especialistas em todo o mundo. Entretanto, outros
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pesquisadores ressalvam a ideia de que fagos individuais devem ser aplicados
sequencialmente num dado paciente, proposta esta que, no entanto se revela mais
dificil de ser aplicada na pratica. (MOROZOVA; VLASSOV; TIKUNOVA, 2018).

As bactérias também sao capazes de desenvolver mecanismos de resisténcia
aos fagos, tais como: a prevencdo de adsorcao, o blogueio da injecdo do DNA do
fago, o sistema restricdo/modificacdo por metilacdo (Sistema R-M; ndo especifico)
gue use a metilacdo para rotular o DNA gendmico do 'eu’ e reconhecer e clivar
qualquer DNA 'ndo-eu’ ndo modificado, a infeccao abortiva (Sistema ABI), o sistema
toxina-antitoxina (Sistema TA), o sistema de fosfotiolagdo do DNA (Sistema DND) e
o sistema de imunidade CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats), que atua também contra plasmideos (GASIUNAS, et al., 2012).

Os sistemas de defesa bacterianos supracitados podem ser classificados em
dois amplos grupos que diferem em seus modos de acdo. Um primeiro grupo que
inclue os sistemas que atuam na discriminacdo do proprio e do ndo préprio, com o
DNA sendo alvo de reconhecimento discriminatorio (os sistemas R-M, DND e
CRISPR/CASs), podendo ser vistos como uma imunidade procaribtica, inata para 0s
sistemas R-M e DND e adaptativa para o CRISPR/Cas. O segundo grupo incluem os
sistemas baseados geralmente na morte celular programada ou dorméncia induzida
por infecgdo (os sistemas TA e ABI) (MARAKOVA et al., 2013).

Os sistemas associados ao CRISPR (Cas) fornecem imunidade adaptativa
contra virus e plasmideos em bactérias e arquéias. O silenciamento de acidos
nucleicos invasores sdo executados por complexos de ribonucleoproteinas pré-
carregado com pequenos RNAs CRISPR interferentes (crRNAsS) que atuam como
guias para direcionamento e degradacéo de acido nucleico estranho (GASIUNAS, et
al., 2012).

1.7 Estabilizag&o estrutural e funcional de entidades proteicas

Como a maioria dos virus, os bacteri6fagos sdo geralmente resilientes a
maioria das condi¢cdes ambientais, tais como temperatura, pH e concentragdo de
sais, embora a sua sensibilidade varie significativamente entre diferentes tipos de

fagos (JONCZYK et al., 2011). A desidratacdo, no entanto, ndo € algo que muitos
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fagos possam suportar, sendo por isso um dos desafios mais significativos
encontrarem métodos para proteger os fagos contra os efeitos da desidratacéo.
Entre os métodos propostos até a data para a estabilizacdo em longo prazo de
preparacdes de bacteridfagos, a liofilizacdo (PUAPERMPOONSIRI et al., 2010) e a
congelacdo em nitrogénio liquido sdo os mais prevalentes. Nenhum dos dois
métodos, no entanto, pode preservar a estabilidade (tanto estrutural como funcional)
do fago a ndo ser que um protetor, tal como glicerol, alginato (LONE et al., 2016;
BALCAO e VILA, 2015; BALCAO et al., 2014; DINI et al., 2012; MOGHTADER et al.,
2017; KIM et al., 2015; COLOM et al., 2017; MA et al., 2012), pectina (DINI et al.,
2012, 2014), quitosana (MOGHTADER et al., 2017; KIM et al., 2015), proteina de
soro de leite (VONASEK et al., 2014; TANG et al., 2013), lipossomas (COLOM et al.,
2015; SINGLA et al., 2016) e polioxido de etileno / diacetato de celulose (KOREHEI
e KADLA, 2014), esteja presente.

Além disso, as amostras liofilizadas devem ser mantidas em ampolas com
vacuo para a efetiva estabilizacdo do fago. Ambos os métodos requerem acesso a
equipamentos especializados para preparacdo de amostras (liofilizador, bomba de
alto vacuo) e seu armazenamento (nitrogénio liquido). Embora alguns bacteriéfagos
possam ser degradados durante o armazenamento, é impossivel generalizar sobre a
sua capacidade para sobreviverem intactos independentemente da bactéria
hospedeira, pelo que isso precisa ser definido para bacteriéfagos individuais, assim

como todas as suas propriedades (CARLTON et al., 2005).

Os bacteriofagos séo particulas completamente desprovidas de metabolismo, e
a sua inativacado segue provavelmente uma cinética de primeira ordem, embora as
taxas de inativacdo variem dependendo de vérios fatores. A atividade litica dos
bacteriofagos € geralmente evidente somente quando as condicdes ambientais e

nutricionais séo favoraveis ao crescimento das células hospedeiras bacterianas.

A trehalose € um dissacarideo nao redutor que esta presente em uma ampla
variedade de organismos, incluindo bactérias, leveduras, fungos, insetos,
invertebrados e plantas, onde pode servir como fonte de energia e carbono. Em
leveduras e plantas, também pode servir como molécula sinalizadora para direcionar
ou controlar certas vias metabdlicas ou até afetar o crescimento. Adicionalmente, foi
demonstrado que a trehalose pode proteger proteinas e membranas celulares da
inativacdo ou desnaturacdo causada por uma variedade de condi¢gbes de estresse,
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incluindo dessecacéo, desidratacéo, calor, frio e oxidacdo (BALCAO e VILA, 2015).
Finalmente, nas micobactérias e corinebactérias, a trealose € um componente

integrante de varios glicolipidios que sdo importantes estruturas da parede celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Isolar e caracterizar, tanto do ponto de vista bioldgico quanto fisico-quimico, um

bacteri6fago estritamente litico contra Klebsiella pneumoniae.

2.2. Objetivos especificos

2 Propagar uma cepa de colecdo da bactéria Klebsiella pneumoniae, bem

como outras 26 cepas provenientes de isolados clinicos;

2 Isolar, através do enriguecimento de aguas residuais hospitalares, um

bacteriéfago estritamente litico para Klebsiella pneumoniae;

% Amplificar e purificar o bacteriéfago isolado para posterior caracterizagédo e

ensaios de terapia fagica in vitro;
2 Caracterizar biologicamente o bacteriéfago;
2 Caracterizar fisico-quimicamente o bacteriéfago;

2 Realizar ensaios de inativacdo bacteriana in vitro (terapia fagica) usando
dois valores distintos de multiplicidade de infeccéo, isto €, MOl = 1 e MOI =
1000;

2 Realizar ensaios de imortalizacédo das particulas bacteriofagicas e avaliar a
manutencdo da sua viabilidade ao longo do tempo sob diferentes

condi¢cbes adversas de armazenamento.
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3. JUSTIFICATIVA

O avanco das infeccdes causadas por cepas bacterianas resistentes a
multiplos antibidticos associados a fraca penetragdo dos antibiéticos convencionais
em biofilmes bacterianos torna necesséario o desenvolvimento de tratamentos

antimicrobianos alternativos, seguros e eficazes.

Os bacteridfagos sdo predadores naturais das bactérias, sendo considerados
alternativas atrativas aos antibiéticos quimicos convencionais e revelando-se
altamente eficazes numa altura em que a resisténcia bacteriana aos antibiéticos
assume propor¢cdes alarmantes. A terapia fagica apresenta-se assim como uma
potencial alternativa antimicrobiana frente aos antibiéticos convencionais, permitindo

contornar o problema associado a cada vez maior falta de eficacia dos mesmos.

Na preparacdo de formas farmacéuticas que veiculem particulas
bacteriofagicas, é essencial que estas entidades proteicas totalmente desprovidas
de metabolismo mantenham a sua atividade litica quando expostas a condi¢cdes
abibticas adversas durante o armazenamento. Assim, e por todas as potenciais
vantagens inerentes a sua utilizacao, pretendeu-se também avaliar se tentativas de
estabilizacdo estrutural e funcional de tais particulas bacteriofagicas com recurso a
adicao de acuUcares, polissacarideos e glicerol (componentes com caracteristicas de
biocompatibilidade, soliveis em agua e seguros para consumo humano), teriam

influéncia na manutencao da viabilidade litica de tais entidades proteicas.

Adicionalmente, a utilizacdo de acucares e polissacarideos permitird a
estabilizacdo estrutural e funcional das particulas bacteriofagicas através de um
aumento da sua viscosidade translacional, vibracional e rotacional, promovida pela
substituicdo de algumas moléculas de agua de hidratacdo das particulas
bacteriofagicas por moléculas tanto de acglucares como de polissacarideos. Esta

estratégia foi delineada tendo por base as teorias descritas por Balcéo e Vila (2015).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Material

4.1.1. Reagentes e consumiveis

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou superior. A 4gua
utilizada foi ultrapurificada num sistema Master System All (modelo MS2000,
Gehaka, Sao Paulo/SP, Brasil) para uma resistividade final de cerca de 18,18

MQecm e condutividade de 0,05 pSecm™.

O fosfato de sodio dibasico, o fosfato de sddio monobasico e o cloreto de célcio
foram adquiridos & Dindmica Quimica Contemporanea Ltda (Indaiatuba, Brasil). O
sulfato de magnésio foi adquirido a Labsynth (Diadema, Brasil).

O meio de cultura Triptic Soy Broth (TSB) foi adquirido a Sigma-Aldrich do
Brasil (Cotia/SP, Brasil) e o agar soélido foi adquirido a Gibco Diagnostics (Wisconsin,
E.U.A.). Para as analises por eletroforese SDS-PAGE, o tampdao de disrupcéo foi
produzido com o0s reagentes Trizma-Base (hidroximetilaminometano), -
mercaptoetanol, dodecilsulfato de soédio, glicerol, azul de bromofenol,
tetrametiletilenodiamina e persulfato de amoénio, todos adquiridos a Bio-RAD (Bio-
RAD, Califérnia CA, USA).

Os marcadores moleculares Pre-Stained Precision Plus Protein™ Dual color
foram adquiridos a Bio-RAD (Bio-RAD, California CA, E.U.A.). Os Sensidiscs™ para
antibiograma na forma de discos impregnados com polimixina B (POL300), cefepime
(CPM30), imipenem (IPM10) e meropenem (MPM10), foram adquiridos a DME-
Diagnosticos Microbiolégicos Especializados (Aragatuba, Brasil).

4.1.2. Material bioloégico

A cepa de Klebsiella pneumonia utilizada no trabalho de pesquisa como

hospedeiro para o isolamento e amplificacdo dos bacteriéfagos foi uma cepa de
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colecdo da CEFAR (Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia ref. CEFAR CCCD-
K001). Todas as adicionais 26 cepas multi-resistentes de Klebsiella pneumoniae
provenientes de isolados clinicos humanos foram gentilmente cedidas pela Dra.
Priscilla Carmona, Técnica Coordenadora do Laboratério de Microbiologia e
Urinalise do Hospital UNIMED "Miguel Soeiro" em Sorocaba/SP (Brasil).

Os bacteriéfagos foram isolados a partir de amostras de 4gua de esgoto do
Hospital UNIMED "Miguel Soeiro" em Sorocaba/SP, Brazil, coletadas a 16 de janeiro
de 2018.

4.1.3. Equipamentos analiticos e outros

Para o isolamento e propagacao dos bacteridfagos, os equipamentos utilizados
foram: cabine de seguranca biologica de classe Il tipo B2 (modelo 4SP-SBIIB2-
1266/4, SP-LABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil), autoclave vertical (modelo
Autoclave Digital CS 50L, Prismatec, Manaus/AM, Brasil), estufa de incubacao
microbiolégica (modelo 502, Fanem, Sdo Paulo/SP, Brasil), centrifuga Eppendorf
(modelo AG 22331, Hamburgo, Alemanha).

O sistema de filtracdo esterilizante utilizado (Stericup™-GP, membrana de
poliétersulfato (PES) com tamanho de poro de 0,22 pum de didametro) foi adquirido a

Merck-Milipore (Darmstadt, Alemanha).

Para purificacdo da agua utilizou-se um equipamento Master System All
(modelo MS2000, Gehaka, Sdo Paulo/SP, Brasil), com a agua ultrapurificada a
apresentar resistividade de 18,8 MQ.cm™ e condutividade de 0,05 uS.cm™.

O equipamento utilizado para as analises de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) foi um sistema Mini-
Protean® Tetra Cell 4-gel para eletroforese vertical da Bio-RAD (Califérnia CA,
USA), juntamente com uma fonte de alimentacdo PowerPac™ HC (Bio-RAD,
California CA, USA) e um banho seco digital também da Bio-RAD (California CA,
USA).

As andlises de microscopia eletrdnica de transmissdo dos bacteriéfagos foram

realizadas em microscopio eletrénico de transmissdo (MET) da Jeol (modelo JEM-
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1400 PLUS, Jeol, Toquio, Japédo), equipado com um filamento de hexaboreto de
lantanio (LaBsg), operando a 120 kV, e equipado com camera fotogréfica com sensor
CCD (Charge-Coupled Device) da Gatan Inc. (modelo MultiScan 794, Pleasanton
CA, EUA) com uma resolucéo de 1k x 1k pixels para a aquisicdo digital de imagens.
Os resultados (imagens e medi¢cfes) foram analisados utilizando o software Digital
Micrograph da Gatan Inc. (Pleasanton CA, USA). Este equipamento pertence ao
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

As analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotémetro UV-
Vis da Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA).

As analises de difracdo de raios-X foram realizadas em difratdbmetro de raios-X
(DRX) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kioto, Japdo) usando radiacdo de raios-X
provenientes de uma lampada de cobre com radiacdo Ka (A = 1,5418 A) filtrada

através de um alvo de cobre.

4.2. Métodos

4.2.1. Preparacao de meios de cultura

A preparagdo dos meios de cultura foi realizada de acordo com os
procedimentos e determinacdes em microbiologia clinica da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2013), seguindo também a orientacdo dos
fabricantes. Todos os meios de cultura assim como as demais suspensdes, solucdes
e materiais destinados aos ensaios microbiolégicos, tais como: tubos Eppendori®,
tubos de ensaio, tubos Falcon™, pingas, pontas de micropipetas, fitas de papel,
criotubos, entre outros, foram esterilizados em autoclave durante 30 minutos a 121

°C sob 1 atm de pressao.

Meio sélido Tryptic Soy Agar (TSA). Para a elaboracdo deste meio de cultura,
foram pesados 24 g de meio seco TSB e adicionados 9,6 g de agar bacterioldgico
em um Erlenmeyer de 1000 mL de capacidade, adicionou-se uma parte de agua
ultrapura para sua dissolucdo e completou-se com agua ultrapura até ao volume de

800 mL. Esta suspensao foi entdo esterilizada em autoclave e, apos ser resfriada,



50

mas nao solidificada, foi vertida em placas de Petri descartaveis e estéreis dentro da
cabine de seguranca biolégica (fluxo laminar). Apés solidificacdo do meio, as placas
foram acondicionadas em filme PVC e armazenadas invertidas em geladeira a 4 °C,

para impedir a formacéo de goticulas de agua no meio solidificado.

Caldo Tryptic Soy Broth (TSB). Pesou-se, em balanca de precisdo, 24 g de meio
seco TSB, transferiu-se para um béquer de 1000 mL de capacidade e adicionou-se
lentamente 800 mL de agua ultrapura até completa dissolugdo. Foram depois
retiradas aliquotas de 5 mL e 10 mL desta suspensédo e colocadas em tubos de
ensaio de vidro com tampa de rosca de aluminio. Foram também retiradas aliquotas
de 25 mL e colocadas em Erlenmeyers de 50 mL de capacidade, os quais foram
depois fechados com rolha confeccionada em algoddo e gaze e posteriormente
coberta com papel Kraft, sendo depois esterilizados em autoclave e, apos

resfriamento, armazenados em geladeira a 4 °C.

Caldo Tryptic Soy Broth duas vezes concentrado (2xTSB). Pesou-se, em
balanca de precisdo, 48 g de meio seco TSB, transferiu-se para um béquer de 1000
mL de capacidade e adicionou-se lentamente 800 mL de agua ultrapura até
completa dissolugdo. Foram retiradas aliquotas de 25 mL e 50 mL e colocadas em
Erlenmeyers de 50 mL de capacidade, os quais foram depois fechados com rolha
confeccionada em algodéo e gaze e posteriormente coberta com papel Kraft, sendo
depois esterilizados em autoclave e, apds resfriamento, armazenados em geladeira
a4 °C.

Meio liquido Molten Top-Agar TSB (MTA-TSB). Pesaram-se 15 g de meio seco
TSB e 3 gramas de agar bacteriologico, e transferiu-se para um frasco de 500 mL de
capacidade, sendo este completado com 500 mL de agua ultrapura até completa
homogeneizagdo da suspensdo. Posteriormente o frasco Schott contendo a
suspenséao foi esterilizado em autoclave e mantido em estufa a 47 °C por forma a

manter o meio na fase liquida.

Solugdo Tampédo SM para Bacteriéfagos (SM-buffer). Pesaram-se 6,06 g de Tris-
base em um béquer de 100 mL de capacidade. Adicionou-se 50 mL de &agua
ultrapura e o pH desta solucéo foi ajustado a 7,5 usando HCI com o auxilio de um
agitador magnético. Transferiu-se depois essa solucdo para um baldo volumétrico de
1000 mL de capacidade, e adicionou-se 5,8 g de NaCl, e 2 g de MgSQO47H.0.
Completou-se entdo o volume com agua ultrapura até 1000 mL. O tampédo SM foi
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depois transferido para um frasco Schott de 1000 mL de capacidade, esterilizou-se

em autoclave e armazenou-se a 4 °C.

4.2.2. Preparacdo das cepas de K. pneumoniae provenientes de isolados

clinicos humanos

Foram obtidas através de doacdo 26 cepas de K. pneumoniae multi-resistentes
aos antibioticos de utilizacdo hospitalar, previamente isoladas a partir de amostras
clinicas humanas no Laboratério de Microbiologia do Hospital UNIMED “Miguel
Soeiro” em Sorocaba e que seriam descartadas, todas em tubos Eppendorf® numa
suspensao de glicerol a 30% (v/v). Para a manutencéo destas cepas de Klebsiella
pneumoniae foi realizada a sua propagacdo em meio liquido TSB em tubos de
ensaio e, posteriormente, hastes flexiveis esterilizadas com ponta de algodao
(igualmente esterilizado) foram inseridas em cada um dos tubos contendo as varias
cepas da bactéria e depois colocadas em contato com meio TSA sélido em placas
de Petri, para que houvesse a propagacdo destas bactérias neste meio, tendo as
placas sido incubadas durante a noite a 37 °C durante 12 h. ApGs o periodo de
incubacgéao, as placas de Petri foram vedadas com Parafilm™ e acondicionadas em
geladeiraa 4 °C.

BN

Relativamente a cepa liofilizada de Klebsiella pneumoniae de colecdo da
CEFAR (ref. CCCD-K001), adicionou-se 1 mL de solucéo fisiol6gica (0,9% NaCL,
m/v) a ampola da cultura e homogeneizou-se com movimentos suaves. Uma
aliquota de 100 pL desta suspenséo foi entdo transferida para um frasco contendo
meio liquido TSB esterilizado o qual foi mantido a 37 °C durante 24 horas. Apés
visualizacdo de turvagdo no meio, foi realizada a propagacdo da bactéria em placa
de Petri contendo meio solido TSA conforme descrito anteriormente, com o auxilio

de uma haste flexivel esterilizada contendo ponta de algodéo.
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4.2.3 Preparacao da curva de crescimento da cepa de colecdao de K.

pneumoniae

Da placa de Petri contendo a bactéria Klebsiella penumoniae de colecéo
propagada, retirou-se uma unidade formadora de colonia (UFC) com o auxilio de
uma alga estéril descartavel e inoculou-se em Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo
TSB esterilizado, o qual foi suavemente homogeneizado por agitacdo orbital.
Retirou-se uma aliquota ao tempo 0 e a densidade Optica lida em espectrofotémetro
ao comprimento de onda de 610 nm usando cubetas de plastico descartaveis. O
Erlenmeyer contendo a suspensao bacteriana foi mantido armazenado a 37 °C com
agitacao orbital sempre apoés a retirada de uma aliquota para leitura. Os resultados
de densidade otica (OD) foram convertidos em concentracdo de biomassa
(UFC/mL), utilizando a relacdo empirica: ODgionm = 1.0 — [biomassa] = 1x108
UFC/mL.

4.2.4 Isolamento, amplificacdo e titulacdo de particulas bacteriofagicas

estritamente liticas para K. pneumoniae

Uma vez que as cepas de K. pneumoniae multi-resistentes aos antibioticos de
utilizacao hospitalar foram adquiridas no Hospital, a fonte ambiental de escolha para

o isolamento de bacteriofagos foi a rede de esgoto do proprio Hospital.

4.2.4.1. Enriquecimento de bacteriéfagos a partir da fonte coletada

A etapa de enriquecimento de bacteriéfagos teve inicio com a inocula¢do da
bactéria de colecdo em um tubo de ensaio contendo meio liquido TSB esterilizado,
com o auxilio de uma haste flexivel esterilizada com ponta de algodao, o qual foi
incubado durante a noite a 37 °C. ApoOs este periodo de tempo, uma amostra de 50
pL desta suspenséao bacteriana foi adicionada a 50 mL de meio 2xTSB em um frasco
Erlenmeyer estéril de 250 mL de capacidade. A este Erlenmeyer adicionou-se, com
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o auxilio de uma proveta, 50 mL de amostra liquida de esgoto hospitalar e, apés
homogeneizagdo suave, o frasco foi incubado a 37 °C durante a noite.

ApoOs este periodo de incubacéao, retiraram-se 50 mL de meio enriquecido e
centrifugou-se a 2500 rpm por 20 min em tubos Falcon de 15 mL de capacidade, o
sobrenadante foi removido cuidadosamente com o auxilio de uma seringa de 5 mL
tendo sido filtrado através de filtro descartavel Milipore de 0,22 um de tamanho de
poro para tubos Eppendorf® de 2 mL de capacidade estéreis. Para o teste de
verificagdo da presenca de bacteriéfagos através de spot-test, foi necessario

preparar um tapete bacteriano pela técnica de pour plate.

4.2.4.2. Preparacéo de tapete bacteriano de K. pneumoniae pela técnica de

pour plate

Uma aliquota de 100 pL de suspenséao bacteriana de K. pneumoniae (ODgoonm
= 1,0) foi adicionada a 5 mL de meio MTA-TSB mantido previamente a 47 °C, em
tubo de ensaio de 15 mL de capacidade. A suspensédo resultante foi suavemente
homogeneizada por agitacdo orbital e imediatamente vertida em placas de Petri
contendo meio TSA sélido, as quais foram incubadas a 37 °C durante a noite.

4.2.4.3. Verificacdo da presenca de bacteriofagos por spot-test das amostras

enriquecidas

Com o auxilio de uma micropipeta, uma gota de 20 pL da amostra enriquecida
na etapa 4.2.4.1 foi colocada no centro do tapete bacteriano de K. pneumoniae
preparado em 4.2.4.2. A placa de Petri foi depois incubada a 37 °C durante a noite.
Apos o periodo de incubacéo, inspecionou-se a placa de Petri quanto a presenca de
uma zona translicida na zona de aplicacao da gota, indicativa de lise bacteriana e

da presenca de bacteriofagos.
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4.2.4.4. Isolamento de bacteriofagos

O uso de tiras de papel de filtro de 1 cm de largura, estéreis, umedecidas na
suspensao fagica filtrada, em uma placa com tapete bacteriano de K. pneumoniae ja
previamente formado pela técnica de pour plate se deu para que nesta placa fosse
possivel o contato da suspensédo fagica com a bactéria. Nesse sentido, uma fita de
papel de filtro estéril umedecida na suspensao fagica filtrada foi arrastada no sentido
da esquerda para direita, na porcdo superior da placa; uma nova fita de papel estéril
foi seguidamente arrastada no mesmo sentido mas mantendo contato com a parte ja
Umida arrastada pela fita anterior, e assim sucessivamente até a parte mais inferior

da placa de Petri. Em seguida, a placa foi incubada durante a noite a 37 °C.

As placas de Petri foram depois inspecionadas visualmente quanto a presenca
de placas bacteriofagicas, e onde havia um halo de inibicdo mais isolado e menor
pode inferir-se que se tratava de uma Unica placa bacteriofagica. Assim, com o
auxilio de um palito de madeira estéril, esta placa fagica foi picada e uma nova placa
de Petri com tapete bacteriano formado recentemente foi espetada em linha em
diversos pontos usando o palito que perfurou a placa fagica. Utilizou-se novamente
uma fita de papel de filtro estéril, como anteriormente, para passar sobre 0s pontos
onde se espetou o palito e em camadas, mas desta vez sem trocar a fita de papel de

filtro. Entéo, essa placa de Petri foi incubada durante a noite a 37 °C.

4.2.4.5. Amplificagdo do bacteriofago isolado

Picou-se uma placa fagica com um palito de madeira estéril, no isolado do
procedimento anterior. Outras 20 placas de Petri ja contendo tapetes bacterianos
formados foram picadas em diferentes pontos com o mesmo palito utilizado para
picar a placa fagica no isolado do procedimento anterior. Uma fita de papel de filtro
estéril foi entdo arrastada por todas estas 20 placas, cobrindo a totalidade do tapete
bacteriano. As placas foram depois incubadas durante a noite a 37 °C. ApOs o
periodo de incubacdo, adicionou-se 5 mL de tampéo fagico SM a cada placa de
Petri, tendo estas sido novamente incubadas a 37 °C durante a noite, para que o

tampao fagico promovesse a remoc¢ao dos bacteriéfagos do meio de cultura.
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Apds o periodo de incubacgdo adicional, recuperou-se o sobrenadante para
tubos Falcon de 15 mL e descartaram-se as placas de Petri. Adicionou-se entéo 1
mL de cloroformio para 9 mL de sobrenadante, em tubos Falcon de 15 mL. A fase
superior formada foi coletada com o auxilio de uma micropipeta de 5 mL e filtrada

para um frasco Stericup™ através de membrana polietersulfénica (PES) de 0,22 ¢m

de tamanho de poro. Os filtrados resultantes foram mantidos a 4 °C até utilizacao.

4.2.4.6. Determinacdao do titulo fagico pela técnica de plaqueamento em agar de

dupla camada

Prepararam-se diluicbes seriadas (1x10" — 1x107° em tubos Eppendorf®
contendo 900 pL de tampéo fagico. Retiraram-se 100 pL da suspenséo estoque de
bacteriéfago produzida na etapa 4.2.4.5. e transferiram-se para um tubo Eppendorf®
contendo 900 uL de tampéo fagico. Repetiu-se este procedimento em série até se
obter uma diluicdo de 1x107'°. Seguidamente, 100 pL de cada diluicdo foram
adicionados a tubos de ensaio contendo 5 mL de meio MTA-TSB a 42 °C e 100 pL
de suspensdo bacteriana em fase de crescimento exponencial e, ap0s suave
homogeneizacdo, os contetudos dos tubos de ensaio foram vertidos em placas de
Petri contendo meio sélido TSA. ApoOs solidificacdo, as placas de Petri foram
incubadas a 37 °C durante a noite. Ap6s o periodo de incubacéo, as placas de Petri
foram inspecionadas visualmente e naquelas que apresentaram placas fagicas
procedeu-se a contagem das mesmas, considerando apenas valores de contagens

de UFP (unidades formadoras de placas) entre 20-200.

O titulo bacteriofagico da suspenséao estoque concentrada de bacteriéfagos foi

calculado através da Equacéo (1),

FP

Titulo fagico (L:n—L) = UFP X — !

Diluicao Vinsculo (ML)

(1)

onde UFP representa o numero de unidades formadoras de placas e V é o volume

de in6culo da suspenséo concentrada de bacteriéfagos (mL).
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4.2.4.7. Nomenclatura desenvolvida para o bacteriéfago isolado

A nomenclatura para os novos bacteriéfagos isolados seguiu as regras

determinadas pelo laboratorio PhageLab:
2 PhL representa “PhagelLab”;

% KP-CFR representa “Klebsiella pneumoniae proveniente de colecdo da
CEFAR;

2% ph representa “fago”;

2 00ij representa a combinacdo tamanho de placa fagica x fonte ambiental de
isolamento, onde i=1 é o maior tamanho da placa fagica, i=2 é o tamanho
meédio da placa fagica, i=3 é o tamanho intermediario da placa fagica e i=4
€ 0 menor tamanho da placa fagica; j=4 representa a fonte agua de esgoto

hospitalar.

Assim, de acordo com a nomenclatura desenvolvida no PhagelLab, o
bacteriéfago isolado passa a tomar a designacdo PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 a

partir deste ponto.

4.2.5 Caracterizacao fisico-quimica do bacteriéfago isolado

4.2.5.1. Analise espectrofotométrica por varredura espectral na regidao UV-Vis

Foi realizada uma varredura espectral UV-Vis de uma diluicdo da suspensao
concentrada de fago (100 pL de suspensédo concentrada de bacteriofago diluida a
3000 pL com tampéo fagico SM) com o objetivo de determinar o comprimento de

onda que produz a maxima absorvancia das particulas fagicas.

Com o intuito de determinar o coeficiente de extincdo molar do fago isolado,
seguiu-se o procedimento descrito em detalhe por Rios et al. (2018). Partindo do
titulo fagico calculado como descrito anteriormente com base em procedimentos
microbiolégicos, foram preparadas cinco diluicdes em tampéo fagico SM (até um

volume total de 2000 pL) usando diferentes volumes de suspenséo concentrada do
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bacteri6fago. A absorvancia das vérias diluicbes resultantes foi determinada a 255
nm (comprimento de onda que produziu a maxima absorvancia das particulas
fagicas) e 320 nm (comprimento de onda onde existe pouca absorcdo de luz pelos

cromoforos dos bacteriofagos), usando cubetas de quartzo (Tabela 1).

4.2.5.2. Anélise eletroforética (SDS-PAGE) das proteinas estruturais das
particulas bacteriofagicas isoladas

A distribuicdo de pesos moleculares das proteinas estruturais do bacteriéfago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 foi investigada por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sdédio (SDS-PAGE), usando um sistema Mini-
PROTEAN® Tetra Cell 4-gel para eletroforese vertical da Bio-RAD (California CA, E.
U. A.) acoplado a uma unidade de fornecimento de energia PowerPac™ HC (Bio-
RAD, California CA, E. U. A.) e a um bloco de aquecimento digital também da Bio-
RAD. Para determinar o perfil de proteinas estruturais das particulas fagicas e a sua
distribuicdo de pesos moleculares, 500 pL da suspensao concentrada (purificada) de
bacteri6fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 (contendo 1,43x10™ virides) foram
adicionados a um volume (500 pL) de tampéao de disrupcédo (1,51% (m/v) Tris-Base,
0,5% (v/v) B-mercaptoetanol, 4% (m/v) dodecilsulfato de sodio, 10% (v/v) glicerol, e
0,012% (m/v) azul de bromofenol) num tubo Eppendorf® (com a sua tampa
previamente perfurada por uma agulha aquecida) e fervido durante 10 min. De
seguida, realizou-se a analise eletroforética de SDS-PAGE do sobrenadante da
amostra (20 uL) e de marcadores de peso molecular (5 pL de Pre-stained Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards da Bio-RAD, com padrdes de proteinas com
pesos moleculares entre 10 kDa e 250 kDa), com os géis (gel de concentragdo com
5% acrilamida-bisacrilamida / gel de separagdao com 12% acrilamida-bisacrilamida)
corridos a uma voltagem de 200 V, 20 mA por gel, 20 W, durante 60 min, apds o que
os geéis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250 e fotografados em alta

resolucao para analise posterior.
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4.2.5.3. Analise das particulas bacteriofagicas isoladas por difracdo de raios-X
(DRX)

Difratogramas de raios-X de amostras da suspensdo concentrada de
bacteriofago foram obtidos num Difratbmetro de Raios-X (DRX) da Shimadzu
(modelo XRD7000, Quioto, Japédo), usando radiacdo de raios-X filtrada através de
um alvo de cobre. A varredura de raios-Xfoi realizada a angulos de difracdo de 2-
Theta (de 5° a 90°, com incrementos de 0,02 graus e taxa de 2°.min™), com
voltagem de 40 kV, intensidade de corrente elétrica de 30 mA, e poténcia de raios-X
de 3 kW.

4.2.5.4. Andlise das particulas bacteriofagicas isoladas por microscopia

eletronica de transmissao (MET)

A preparacdo das grades de carbono foi realizada utilizando amostras nao
diluidas da suspensdo concentrada de bacteriéfagos, almejando uma melhor
observacdo das estruturas. Para a Coloracdo Negativa (NS), as amostras foram
preparadas em grades de cobre de 3-mm de diametro (Ultrathin Formvar/Carbon on
a 300 mesh copper grid, Electron Microscopy Sciences, Hatfield PA, E.U.A.). As
grades de cobre (hidrofébicas por natureza) foram aplicadas com a amostra (3 pL)
na sua superficie, e a coloracdo das amostras foi realizada aplicando 3 puL de uma
solucdo aquosa de fosfotungstato de potassio a 2% (m/m) e pH 7.0 na grade de
cobre contendo a amostra e deixando secar ao ar. Apos 30 s, 0 excesso de solucéo
de fosfotungstato de potassio foi removido usando papel de filtro convencional. As
andlises de microscopia eletrénica foram realizadas num microscépio eletrénico
de transmissado (MET) da Carl Zeiss Microscopy GmbH (modelo LEO 906, Jena,
Alemanha), equipado com um filamento de tungsténio, e operando a 60 kV; o
microscopio estava também equipado com uma camera MORADA CCD da Soft
Imaging System (Houston TX, E.U.A.) com uma resolu¢cdo de 11 MegaPixels e uma
gama dinamica de 14 bits (tamanho de pixel de 9 um) para a aquisicdo digital de

imagens de alta resolucgéo.
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4.2.6. Caracterizagao biologica do bacteriéfago isolado

Para avaliar o potencial infeccioso das particulas bacteriofagicas isoladas,
realizaram-se ensaios de caracterizacdo biologica englobando a avaliacdo da sua
gama de hospedeiros, determinacdo da eficiéncia de plagueamento (EOP), e
determinacdo dos parametros de crescimento do bacteriéfago tais como o periodo
de eclipse, o periodo latente, o periodo de acumulacgéo intracelular e o tamanho de
explosdo através da curva de crescimento em um sé ciclo sincrono (OSGC).
Adicionalmente, a avaliagdo do processo de ligacdo de cada particula de
bacteriéfago a sua célula bacteriana hospedeira (que € uma combinacao de difusdo
fisica, interacbes bioquimicas de superficie e alteracbes conformacionais nas
proteinas receptoras induzidas por reacéo) foi estudada através da producéo da sua
curva de adsorcdo. A eficacia do bacteriofago isolado foi também avaliada em
ensaios de terapia fagica in vitro através da producéo das suas curvas de inativacao

bacteriana a dois valores diferentes de multiplicidade de infec¢cao (MOI).

4.2.6.1. Gama de hospedeiros das particulas fagicas isoladas: ensaios de spot
test e eficiéncia de plagueamento (EOP)

A gama de hospedeiros do bacteriéfago isolado foi determinada usando as
cepas bacterianas listadas na Tabela 2, por spot test, de acordo com o procedimento
descrito por Pereira et al. (2016) e Pinheiro et al. (2019a,b). Resumidamente, quatro
mililitros de MTA-TSB, previamente inoculados com 300 pL de cultura bacteriana
(Tabela 2) foram sobrepostos em meio TSA sélido e aplicada uma gota de 10 uL da
suspensao do fago. As placas de Petri foram incubadas a 37 °C durante 24 h e,
apos este periodo de incubacao, foram examinadas quanto a presenca de placas de
lise. A sensibilidade bacteriana ao fago foi estabelecida pela formag¢do de uma zona
clara de lise no local de aplicacdo da gota. Dependendo da translucidez da zona de
lise, as bactérias testadas foram diferenciadas de acordo com zona de lise clara (+)
ou zona sem lise (-). A EOP (numero relativo de placas fagicas que uma suspensao
estoque de bacteriéfagos é capaz de produzir em um determinado hospedeiro

bacteriano) foi determinada para aquelas bactérias com testes de spot positivos (ou
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seja, ocorréncia de uma zona de lise clara), usando o método de &gar de camada
dupla (Adams, 1959). As placas de Petri foram incubadas a 37 °C e examinadas
quanto a presenca de placas fagicas apdés 24 h. A EOP para cada hospedeiro
bacteriano foi calculada por comparacdo com a eficiéncia para a cepa de colecéo de
Klebsiella pneumoniae (hospedeiro), de acordo com a expressao na Equacédo (2)
(Kutter, 2009; Melo et al., 2014; Pinheiro et al., 2019a).

EOP = Média das UFP na bactéria—alvo % 100 (2)

Média das UFP na bactéria hospedeira

O valor da EOP obtido com a cepa hospedeira foi considerado como EOP =
100%. Os valores apresentados para a EOP sdo a média de trés ensaios
independentes. A EOP foi pontuada como alta, moderada ou baixa, quando os
titulos relativos do bacteridfago para cada cepa representam 100-10%, 10-0,1% e

0,1-0,001%, respectivamente.

4.2.6.2. Curva de um so ciclo de crescimento sincrono (OSGC)

Para preparar a curva de um sO ciclo de crescimento sincrono (OSGC), a
bactéria foi cultivada num Erlenmeyer de 100 mL contendo 25 mL de meio TSB, até
as células atingirem a fase exponencial (ODgoonm = 1,0). 10 mL da suspensao
bacteriana foram entdo centrifugados a 7000 g (5 min, 4 °C) e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio TSB fresco (ODgoonm = 1,0
corresponde a =1x10® UFC/mL). Cinco mL da suspensédo de bacteriéfagos com um
titulo de 1x10° UFP/mL foram entdo adicionados, para produzir a multiplicidade de
infec¢éo desejada (MOI < 0,001). A suspenséao resultante foi incubada com agitacéo
durante 5 min, para permitir que as particulas de bacteriofagos adsorvessem as
células hospedeiras bacterianas. Os 10 mL de cultura foram centrifugados a 7000 g
(5 min, 4 °C) e o sobrenadante foi descartado. O pellet resultante foi ressuspendido
em 10 mL de meio TSB fresco e incubado a temperatura adequada (37 °C) sob
agitacao (150-200 rpm). Uma amostra (100 uL) foi retirada e imediatamente diluida

em diluicbes decimais em série, e todas as diluicbes foram plaqueadas para
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enumeracdo usando a técnica de sobreposicdo em agar de dupla camada (secéo
4.2.4.6.). Apé6s o periodo de incubacéo, as placas fagicas formadas em cada diluicdo
em seérie foram contadas, considerando apenas as diluicbes com 20-200 placas
fagicas. Esta primeira amostra representou o tempo zero do ensaio. A cada 5 min
(ou 10 min) subsequentes (até 90 min), foram retiradas amostras e imediatamente
diluidas e plagueadas. Os resultados foram subsequentemente plotados para
determinar o periodo de eclipse do fago, o periodo latente, o periodo de acumulacéo
intracelular e o tamanho de explosédo. Os dados produzidos da curva de crescimento
em um s0 ciclo sincrono foram mais bem ajustados via ajuste nédo linear dos dados a
uma curva sigmoidal tipica (ou modelo de regresséao logistica de 4 parametros, 4-PL)

(Equacéo (2)).

Log (P;) = my + 2% 3)

t \M4
1+(—)
m3

onde P; é a concentracdo de fago (UFP/mL) no tempo t, m; € a resposta emt =0, m;
€ a resposta em t = «, m3 € o ponto de inflexdo da curva, m4 é o declive de Hill da
curva (declive que define a inclinagdo da curva) e t é o tempo (min). O ajuste nao-
linear dos dados de crescimento do fago ao modelo na Equacéo (3) foi realizado
usando o software KaleidaGraph v. 4.5.2 para MacOS X (Synergy Software, Reading
PA, E.UA).

4.2.6.3. Curva de adsorcao

A suspensdo do fago (concentrac&o final de 8x10°> UFP/mL) foi adicionada a 10
mL de cultura bacteriana (concentracao final de 10 UFC/mL) para obter um valor de
MOI de 0,001 (Stuer-Lauridsen et al., 2003) e a suspenséao resultante foi incubada a
37 °C. A mistura foi centrifugada a 10000 rpm durante 5 min e o sobrenadante foi
imediatamente filtrado através de filtros de tamanho de poro de 0,20 pum. Os
filtrados, contendo tanto particulas de fago ndo-adsorvidas como adsorvidas de
forma reversivel, foram diluidos e titulados como descrito anteriormente, com as

placas sendo incubadas a 37 °C e examinadas quanto a presenca de placas fagicas
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apos 24 h. A adsorc¢éo foi expressa como a diminui¢cdo percentual do titulo do fago
no sobrenadante, em comparagdo com o tempo zero. Foram realizados trés ensaios
independentes. A taxa de adsorcdo das particulas fagicas foi estimada via ajuste
nao-linear dos dados experimentais ao modelo da Equacéao (4) (Shao e Wang, 2008;
Santos et al., 2014; Garcia et al., 2019).

in () = =0 (35) (40 = 1) @

onde P; e Py sdo concentragcbes de fago nos tempos t e 0, respectivamente, 6 é a
taxa de adsorcdo a ser estimada, Xo € a concentracdo de células bacterianas
(suscetiveis, ndo-infectadas) no tempo 0, u(t) é a taxa de multiplicacdo da bactéria e
t € o tempo de infec¢do. O ajuste ndo-linear dos dados experimentais de adsor¢ao
ao modelo na Equacédo (4) foi realizado usando o software KaleidaGraph v. 4.5.2
para MacOS X (Synergy Software, Reading PA, E.U.A.).

4.2.6.4. Avaliagcdo da suscetibilidade a antibidticos das vérias cepas de

Klebsiella pneumoniae originarias de isolados clinicos humanos

Vinte e seis cepas de Klebsiella pneumoniae provenientes de isolados clinicos
humanos foram testadas independentemente quanto a suscetibilidade aos
antibioticos (de uso restrito no Hospital) Polimixina B, Cefepime, Imipenem e
Meropenem. Todas as cepas de isolados clinicos foram cedidas pelo Coordenador
Técnico do Laboratério de Microbiologia e Urinalise do Hospital UNIMED "Miguel
Soeiro" em Sorocaba/SP (Brasil) em Caldo Brucella contendo 15% (v/v) de glicerol,
em tubos Eppendorf® de 2,0 mL, e mantidas a -20 °C. Destas suspensdes
bacterianas, uma al¢ca de cultura foi removida e utilizada para inocular um volume de
5 mL de meio liguido TSB, apdés o que os tubos contendo o meio liquido TSB
inoculado foram incubados durante a noite a 37 °C. Apés este periodo de incubacéo,
100 pL de cultura foram misturados com 4 mL de MTA-TSB (mantido liquido a cerca
de 47 °C) em um tubo de ensaio de 15 mL e suavemente agitado. O conteludo deste

tubo foi entdo vertido sobre uma placa de Petri com meio TSA sélido, a qual foi
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suavemente agitada por movimentos orbitais para espalhar o meio MTA-TSB
inoculado. As placas foram deixadas secar por 1-2 min, apds o que os discos de
antibioticos foram cuidadosamente colocados no meio de cada pentante usando
uma pinca esterilizada. Para avaliar os espectros liticos do bacteriofago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, uma gota de 10 pL da suspensédo concentrada de
bacteriéfago foi colocada no meio de um dos pentantes em cada placa de Petri.
ApoOs incubacao, foi mensurado o tamanho do halo de inibicdo de crescimento das

bactérias frente aos antibiéticos e o tamanho do halo de lise do bacteriéfago.

4.2.6.5. Ensaios de terapia fagica in vitro (curvas de morte)

Através dos ensaios de terapia fagica in vitro foi possivel determinar a
inativacao bacteriana pelo fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 isolado, tendo sido
utilizados valores de MOI de 1 e 1000. Por forma a obter uma MOI de 1, uma cultura
em fase exponencial da bactéria (concentragéo final de 1x10°> UFC/mL) e suspens&o
de fago (concentracdo final de 1x10° UFP/mL) foram inoculadas em tubos de ensaio
esterilizados contendo 10 mL de meio TSB e incubados a 37 °C sem agitacéo (BP,
bactéria mais fago). Por forma a obter uma MOI de 1000, uma cultura em fase
exponencial da bactéria (concentracéo final de 1x10° UFC/mL) e suspensdo de fago
(concentracdo final de 1x10® UFP/mL) foram inoculadas em tubos de ensaio
esterilizados contendo 10 mL de meio TSB e incubados a 37 °C sem agitacdo (BP,
bactéria mais fago). Para cada ensaio, foram preparadas também duas amostras de
controle: um controle de bactéria (BC) e um controle de fago (PC). Os controles de
bactéria foram inoculados apenas com Klebsiella pneumoniae e os controles de fago
foram inoculados apenas com fago. Os controles (BC, PC) e amostras de teste (BP,
bactéria mais fago) foram incubados exatamente nas mesmas condi¢des. Aliquotas
de 50 pL das amostras de teste (BP, bactéria mais fago) e dos controles de bactéria
(BC) e fago (PC) foram retiradas aos tempos 0 (imediatamente apds o inicio do
ensaio) e apos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h de incubagédo, diluidas em série em 450 pL
de tampéo PBS em tubos Eppendorf®, até oito diluicbes decimais consecutivas. Em
todos os ensaios, o titulo fagico foi determinado em triplicata pelo método de
plagueamento de gota (5 puL) em &gar de dupla camada contendo tapete bacteriano

de Klebsiella pneumoniae (cultura em fase exponencial, ODgyonm = 0,5) apds um
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periodo de incubacéo de 18 h a 37 °C. A concentracdo de bactéria foi determinada
em triplicata em meio sélido TSA pelo método de plagueamento por gota (10 pL)
apos um periodo de incubacédo de 18 h a 37 °C. Foram realizados trés ensaios

independentes para cada condicéo.

4.2.7. Estabilizagéo estrutural/funcional das particulas bacteriofagicas

Misturou-se 100 pL de suspenséo concentrada de bacteriofago com 900 uL
de uma solugéo aquosa a 1% (m/m) de alfarroba, desta forma a concentracéo final
de polissacarideo na mistura bacteriéfago/polissacarideo foi de 10% (m/m). Este
procedimento foi realizado com uma solucdo a base de glicerol. Apds esta etapa,
adicionou-se um dissacarideo (trehalose) a cada uma dessas misturas, até
concentracéo final de 0,5 mol/L, com mistura por pipetagem repetida para assegurar
a homogeneizacao de todos os componentes, levando assim a quatro formulagdes.
A suspenséo foi dividida por varios tubos Eppendorf, com introducéo de 100 pL da
mistura em cada um deles, sendo que cada tubo Eppendorf foi sujeito a condicbes
distintas: liofilizacdo, secagem em estufa, congelacdo a -18 °C (freezer normal)
durante 180 dias, congelacdo a -86 °C (biofreezer) durante 180 dias, refrigeracao
(+4 °C) durante 180 dias, temperatura ambiente (=25 °C) durante 180 dias.

A infectividade das particulas bacteriofagicas foi quantificada utilizando a
técnica de sobreposicdo em agar conforme ja descrito acima, bem como pela

determinacao do titulo fagico. As determinacdes foram realizadas em triplicata.



65

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva de crescimento da cepa de colecédo de K. pneumoniae

Conhecer o comportamento da bactéria em termos de crescimento €
fundamental, para determinar quando esta entra em fase exponencial, sendo este o
melhor periodo para interacao entre fago e hospedeiro bacteriano e, assim, ocorrer a
infeccdo bacteriana pelo fago para que este inicie o ciclo litico e dé origem a sua
progénie fagica. Segundo Santos et al. (2014), um aumento na area de superficie
celular, um elevado numero e densidade de receptores na superficie das células
hospedeiras assim como uma maior mobilidade das bactérias, sdo fatores que
podem interferir na primeira etapa do ciclo litico, a adsorcdo. Deste modo, é

imprescindivel o conhecimento do comportamento de crescimento da bactéria em
questéao.

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que depois de 5 horas de
crescimento, a bactéria deixou o periodo de laténcia e a biomassa aumentou
exponencialmente. Apés o tempo méaximo de 8 h de crescimento exponencial a

bactéria entrou na fase estacionaria.

Figura 7. Curva de crescimento da bactéria Klebsiella pneumoniae de cole¢cdo (CEFAR CCCD-K001).
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Fonte: Elaboragédo propria.
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O ajuste né&o linear realizado (funcdo sigmoidal de Gompertz,
y=my;-e ™€ " onde m; é a assintota, isto é, a quantidade maxima atingivel de
biomassa, m, é o deslocamento da tendéncia de dados ao longo do periodo de
tempo estudado, e m3 € a taxa de crescimento de dados) permitiu estimar a maxima

concentracéo de biomassa a t==~ de 9,88x10" UFC/mL, e um periodo lag de 5.5 h.

5.2. Isolamento de um bacteriéfago litico para K. pneumoniae

O isolamento de bacteri6fagos para terapia fagica €é frequentemente
apresentado como um exercicio simples de misturar uma amostra (no caso do
presente estudo, agua residual hospitalar) contendo fagos com células bacterianas
hospedeiras, seguido de uma simples remocao de detritos bacterianos por filtracéo
e/ou centrifugacéo no dia seguinte. Como retratado por Hyman (2019), esta etapa de
enriquecimento tem a finalidade de aumentar o nimero de particulas fagicas, uma

vez que para o estudo € necessaria uma concentracédo elevada destas particulas.

Para verificar a presenca de bacteriéfagos na amostra de efluente hospitalar foi
realizado um spot test (ou teste da gota) num tapete bacteriano da cepa hospedeira
(Klebsiella pneumoniae de colecdo, ref. CEFAR CCCD-K001), para observar
potenciais zonas de lise indicativas da presenca de bacteri6fagos. Na Figura 8, que
apresenta resultados obtidos no spot test apds enriquecimento da amostra de
efluente Hospitalar, observaram-se zonas de lise claras. O método utilizado
aumentou a probabilidade de detectar e isolar o bacteriéfago presente na amostra
ambiental. As zonas de lise bacteriofagica que podem ser observadas na Figura 8
mostraram que a fonte ambiental testada foi positiva para particulas bacteriofagicas
liticas para o hospedeiro do grupo K. pneumoniae escolhido, indicando assim que as
aguas residuais ou de esgoto sdo fontes interessantes para a pesquisa de
bacteriofagos de interesse (HARADA et al., 2018).
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Figura 8. Resultados obtidos no ensaio de spot test da amostra ambiental (dgua residual do Hospital
UNIMED “Miguel Soeiro” em Sorocaba/SP) enriquecida hum tapete bacteriano de Klebsiella

pneumoniae de colegcdo (CEFAR CCCD-K001), para verificagdo da presenca de bacteriéfagos.

Fonte: Elaboragéo propria.

Apés confirmacdo da presenca na amostra de bacteriéfagos liticos para K.
pneumoniae (Figura 8), procedeu-se ao isolamento destas particulas
bacteriofagicas. Foram realizadas estrias com uma tira de papel de filtro esterilizado
umedecida com a amostra enriquecida, em uma placa de Petri contendo um tapete
da bactéria hospedeira, com o objetivo de diluir e obter zonas de lise (placas fagicas)

isoladas dos fagos presente na amostra (Figura 9).
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Figura 9. Resultados obtidos a partir da estriagem da amostra de esgoto Hospitalar (Hospital
UNIMED "Miguel Soeiro", Sorocaba/SP, Brasil) enriquecida em bacteriéfagos, mostrando a morfologia
das placas fagicas produzidas. A partir da estriagem, foi selecionada uma placa fagica isolada e
designada como PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031.

Isolamento de bacteriofagos e selegao de
placas fagicas com base em morfologias
distintas

PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031

Fonte: Elaboragédo propria.

Através das caracteristicas de morfologia da placa fagica observada no isolado,
tais como tamanho, presenca de halo secundério, coloracdo limpida e translicida ou
turva, foi possivel o isolamento de um Unico tipo especifico de bacteriéfago litico
para K. pneumoniae. Uma forma de caracterizacdo inicial é a observacdo de
caracteristicas morfolégicas (MARTINS; MARTINS, 2014). Pode ser observado na
Figura 9 a presenca de placas fagicas com caracteristicas morfologicas
semelhantes, permitindo assim concluir da presenca de um Unico tipo de
bacteriéfago litico para a bactéria hospedeira. O fago foi nomeado como
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031.
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Assim, seguindo-se ao isolamento do bacteriéfago foi iniciada a amplificagcéo e
purificacdo do mesmo. De acordo com Loba (2014), a etapa de purificacdo das
particulas fagicas € de extrema importancia uma vez que, sendo os bacteriéfagos
parasitas intracelulares obrigatérios, a amplificacdo dos fagos se da nas células
hospedeiras especificas e, portanto, existe a obtencdo ndo sé de particulas fagicas
mas também de debris celulares durante o processo litico de amplificacdo dos fagos.
A recuperacado das particulas fagicas pode ser realizada através da inducéo de lise
de eventuais células hospedeiras ndo-infectadas, recorrendo-se ao uso de solventes
organicos como o cloroférmio para onde os debris celulares e outros contaminantes
particionam. O processo de purificacdo do bacteriéfago realizado neste trabalho de
pesquisa consistiu numa filtracdo esterilizante do sobrenadante apos adicdo de
cloroférmio ao tampéo utilizado para extracdo das particulas fagicas na fase final do
processo de amplificacdo (ver secdo 4.2.4.5.), utilizando um sistema filtrante
SteriCup™ com membrana poliétersulfénica de 0.20 um de tamanho de poro, dado
gue este tipo de filtracdo ndo retém particulas virais (SINOGAS, 2020). Ainda que
esteja em acordo com o descrito por Loba (2014), esta técnica de purificacdo néo

impede que endotoxinas bacterianas possam permanecer no filtrado.

5.3. Caracterizacao fisico-quimica do bacteriéfago isolado

A caracterizacdo fisico-quimica das particulas fagicas isoladas compreendeu
varreduras espectrais na zona UV-Vis com 0 objetivo de determinar o coeficiente de
extincdo molar do bacteriofago, a analise do perfil de proteinas estruturais e sua
distribuicdo de tamanhos moleculares por eletroforese SDS-PAGE, a analise por
difracdo de raios-X com o objetivo de determinar o tamanho putativo de eventuais
cristalitos presentes na suspensdo concentrada de particulas fagicas, e analise por
microscopia eletronica de transmissdo com o objetivo de observar a estrutura do

bacteriéfago.
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5.3.1. Anédlise espectrofotométrica por varredura espectral na regido UV-Vis

Os resultados obtidos a partir da varredura espectral na zona UV-Vis do
espectro realizada a suspensao concentrada do bacteriofago podem ser observados

na Figura 10.

Figura 10. Varredura espectral na zona UV-Vis do espectro, da suspensao concentrada do
bacteriofago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031.
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Fonte: Elaborag&o propria.

Por analise da Figura 10 pode observar-se um minimo de absorcdo em torno
de 245 nm; quando este minimo estd ausente do espectro, muito provavelmente
estdo presentes contaminantes na suspensao provenientes das células bacterianas
(debris celulares e proteinas citoplasmaticas liberadas por lise celular bacteriana), o
gue normalmente ocorre quando estas contém poucos virions. Ainda que nao muito

pronunciado, este néo foi o caso.

Uma concentracdo média de particulas bacteriofagicas igual a 1,165x10%
virions/mL  foi obtida para a suspensdo concentrada do bacteridfago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031. Os dados utilizados para preparar a curva de
calibracéo relacionando a concentracdo de particulas fagicas com a sua absorvancia
corrigida, com o objetivo de determinar o coeficiente de extingdo molar das
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particulas inteiras do fago isolado, podem ser encontrados na Tabela 1, enquanto
que a curva de calibragédo produzida esta exibida na Figura 11.

Quadro 1. Dados utilizados para preparar uma curva de calibracdo com o objetivo de determinar o

coeficiente de extingdo molar das particulas inteiras do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031.

NUmero de
Volume de Volume UFP no Concentracao
suspensao final da volume de de particulas
congentrada diluicdo | suspensao fég?cas AbSzssnm | ADS320nm | ADSzs5nm-ADS3200m
de fago (uL) (uL) concentrada (UFP/mL)
de fago
10 2000 1,1645x10™ 5,82250x10™ 0,3512 0,1252 0,2260
25 2000 2,9113x10™ 1,45563x10™" 0,6667 0,2589 0,4078
50 2000 5,8225x10™" 2,91125x10™ 1,3113 0,4425 0,8688
100 2000 1,1645x10% 5,82250x10™" 2,3767 0,8966 1,4801
150 2000 1,7468x10%° 8,73375x10™" 3,5000 1,4177 2,0823

Fonte: elaborag&o propria.

Efetuando um ajuste linear aos dados exibidos na Tabela 1, obteve-se a
equacdo Abs;ssnm-AbSzzonm = 2,4819x10%x[Particulas fagicas, UFP/mL] (Figura 11)
para o fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 e também, por aplicacdo da equacao de

Beer-Lambert, foi possivel determinar o coeficiente de extingdo molar do

bacteriéfago isolado como €pni_uniso_kp-crr phoost = 2,4819x10™2 (UFP/mL) ecm™.

Figura 11. Curva de calibragédo produzida para a relagdo entre a concentracdo de particulas
bacteriofagicas inteiras em suspensao e a absorgdo da suspensao a 255 nm corrigida para debris
celulares e outras proteinas intracitoplasmaticas ao comprimento de onda de 320 nm, para o fago
isolado PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, permitindo determinar o seu coeficiente de extingdo molar.

3.0

0.0

'0.00 2.00x10"  4.00x10"  6.00x10"  8.00x10"  1.00x10"

Concentragao de particulas fagicas (UFP/mL)

Fonte: Elaboragédo propria.
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A subtracdo do valor de Absszonm, UM comprimento de onda onde existe pouca
absorcdo de luz pelos croméforos dos bacteriéfagos, teve como objetivo corrigir
grosseiramente o espalhamento de luz causado pelas particulas de fago e
contaminantes particulados nédo-bacteriofagicos (Rios et al., 2018; Pinheiro et al.,
2019a).

5.3.2. Andlise eletroforética (SDS-PAGE) das proteinas estruturais das

particulas bacteriofagicas isoladas

Os resultados da analise por SDS-PAGE do sobrenadante, obtido apds
aquecimento a 100 °C de 500 pL da suspensdo concentrada de bacteri6fago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 (lanes Ph31) na presenca de B-mercaptoethanol e
dodecilsulfato de sédio (lane M, marcadores de peso molecular de gama alargada).
O electroforetograma corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 exibido na Figura
12 permitiu produzir uma curva de calibracdo para as proteinas na lane de
marcadores de peso molecular (lane M), resultando na equacdo linear
Logio (MW, kDa) = -1,4854 x R; + 2,1915 (r°=0,9288). A suspensdo de fago
concentrado e purificado exibiu uma ampla variedade de proteinas estruturais (ver
setas inseridas, Figura 12) com gamas de pesos moleculares muito parecidos. O
tratamento térmico da suspensédo de fago na presenca de SDS (transmitindo carga
negativa uniforme e linearizando as proteinas) e p-mercaptoetanol (quebrando
pontes dissulfeto de cisteina-cisteina) ajudou a desnaturar as proteinas estruturais
do fago, e por isso as lanes Ph31 exibem uma grande quantidade de bandas devido
a mistura de proteinas com diferentes pesos moleculares. Estes resultados estdo em
estreita concordancia com a analise de proteinas estruturais de fagos por diferentes
pesquisadores (DOMINGO-CALAP; DELGADO-MARTINEZ, 2018; MIHARA et al.,
2016; SIMOLIUNAS et al., 2018; YUAN; GAO, 2016).
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Figura 12. Resultados da analise protedmica efetuada ao fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031. As
proteinas estruturais do bacteriéfago foram separadas por eletroforese SDS-PAGE e visualizadas
com Coomassie Brilliant Blue G-250 (lane Ph31). Os marcadores de peso molecular (lane M) foram
Pre-stained Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-RAD, California CA, E.U.A)).

Fonte: Elaborag&o propria.

Apés célculo da mobilidade relativa (Rf) de tais bandas e por aplicacdo da
curva de calibragéo resultante da distribuicdo de bandas proteicas dos marcadores
de peso molecular na Figura 12 (lane M), obtiveram-se os pesos moleculares (MW)
para as proteinas estruturais do bacteriofago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031

exibidos na Tabela 2.
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Quadro 2. Distribuicdo de pesos moleculares das proteinas estruturais do bacteriéfago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031.

R MW (kDa)
0,053 129,50
0,067 123,73
0,100 110,40
0,120 103,10
0,153 91,99
0,167 87,89
0,193 80,23
0,227 71,58
0,253 65,34
0,280 59,65
0,293 56,99
0,313 53,22
0,333 49,70
0,360 45,37
0,380 42,37
0,393 40,48
0,420 36.95
0,440 34,51
0,453 32,97
0,480 30,10
0,507 27,47
0,533 25,08
0,560 22,89
0,587 20,90
0,613 19,07
0,647 17,02
0,667 15,89
0,733 12,65

Fonte: Elaborag&o propria.

Ainda que os pesos moleculares das bandas proteicas exibidos na Tabela 2
sejam consistentes com resultados publicados por Lu et al., (2013), Shen et al.,
(2012) e Lin et al., (2010), € importante lembrar que a coloragdo com Coomassie
permite a visualizagdo de bandas proteicas com quantidades de proteina superiores
a 70 ug, enquanto que a coloragdo com prata permite a determinagéo/visualizacéo
de bandas proteicas com quantidades de proteina tdo pequenas quanto 7 pg. Assim,
a coloracao do eletroforetograma de SDS-PAGE com prata deveria ser uma melhor
abordagem, permitindo detectar pequenas proteinas em quantidades diminutas,
ainda que provavelmente pudesse ocorrer emborratamento devido ao elevado
namero de bandas (ROCHA et al., 2017).

O eletroforetograma também permite inferir sobre a presenca da proteina de
cauda do bacteri6fago, em concordancia com os resultados publicados por Cuervo
et al. (2013), dado que a cauda € um elemento de arquitetura proteica tridimensional
comum aos bacteriofagos pertencentes as familias Myoviridae, Siphoviridae e
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Podoviridae, e as proteinas da cauda das particulas bacteriofagicas sdo conhecidas
e possuem pesos moleculares equivalentes a 10 kDa, 22 kDa, 59 kDa, 61 kDa e 89
kDa. Tal como ilustrado na Tabela 2, é possivel observar a presenca de proteinas

com pesos moleculares de 22 kDa e 59 kDa.

5.3.3. Anédlise das particulas bacteriofdgicas isoladas por difragcdo de raios-X
(DRX)

Os resultados obtidos a partir das analises de difracdo de raios-X realizadas a
suspensao concentrada de bacteriéfago estdo exibidos na Figura 13 na forma de um
difratograma normalizado e permitem observar um comportamento amorfo

generalizado com dois picos de cristalinidade.

Figura 13. Difratograma de raios-X (DRX) de uma amostra da suspensao concentrada do
bacteriofago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031.
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Fonte: Elaboragéo propria.

O padréao de raios-X pode ser utilizado para confirmar se a amostra que esta
sendo analisada é cristalina ou amorfa. O padréo de difragdo de amostras amorfas
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exibe um "halo" amplo com poucos méaximos. Apesar do fato de que esse padréo de
“halo” nao identifica o material sob exame de uma maneira unica, confirma, no
entanto, que o material € amorfo, que é uma informacao critica necessaria para a
caracterizacdo (YOUNG, 2012). A equacdo de Scherrer (SCHERRER, 1918)
(Equacéo (5)), em estudos de difracdo de raios-X, relaciona o tamanho de particulas
submicrométricas, ou cristalitos, em um sélido, com o alargamento de um pico num
padréo de difracdo. E utilizada na determinacdo do tamanho de particulas de cristais
na forma de pd. Os estudos de DRX permitem medir o tamanho, forma e tenséo

interna de pequenas regides cristalinas.

KxA
FWHM % cos(6)

(5)

T(nm) =

Usando a equacao de Scherrer, onde 7 e A tém a mesma unidade de medida
(nm), FWHM ¢ a largura total a metade do maximo do pico em rad, K € um fator de
forma adimensional (0,94) e 6 é metade do angulo de Bragg em rad, e observando
na Figura 13 que aparecem dois picos de cristalinidade no difratograma de raios-X
do bacteri6fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, a 26 = 28,38° e 20 = 31,70°, levando
em consideracdo que o comprimento de onda dos raios-X utilizados foi igual a
1,5418 angstrom (0,15418 nm) e convertendo todos os angulos em graus para
radianos, entdo os cristalitos detectados nos valores de 26 acima mencionados
possuiam o0s tamanhos provaveis de Tag=2838° = 85,65 NM, T9=31.70- = 43,16 nm. A
formula de Scherrer € (til para comparacdo qualitativa, e somente quando 0s
cristalitos tém tamanhos inferiores a 1000 A. A precisdo da equacgéo do tamanho de
cristalito de Scherrer €, no entanto, limitada em parte pela incerteza no valor de
FWHM, o alargamento de difracdo pura deduzido experimentalmente (ALEXANDER
e KLUG, 1950). A férmula de Scherrer afirma que a amplitude integral é
inversamente proporcional ao tamanho aparente e aborda apenas o alargamento de

linhas que é inteiramente causado por efeitos de tamanho (SCARDI et al., 2004).

A normalizagdo da intensidade no difratograma da suspensdo concentrada

(seca) de bacteriéfago foi realizada dividindo os valores de intensidade pelo valor
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méaximo de intensidade no difratograma (Figura 13), permitindo assim uma melhor

comparacao entre os picos de cristalinidade no difratograma de raios-X.

O difractograma do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 exibiu ruido
muito pequeno, com picos muito bem definidos na regido de 28,00° < 206 < 33,00°,
com um pico bastante alto a 26 = 31,70°, o que dificultou a visualiza¢éo do ruido de
toda a banda.

Os picos acentuados produzidos no padrdao de difracdo do bacteriofago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 pelo espalhamento de raios-X por estruturas
cristalinas, servem como uma assinatura para o0 material analisado
(MBONYIRYIVUZE et al., 2015).

5.3.4. Andlise das particulas bacteriofagicas isoladas por microscopia

eletronica de transmisséo (MET)

A preparacdo das grades de carbono foi realizada usando amostras nao-
diluidas da suspensdo concentrada de bacteriéfagos, almejando uma melhor
observacédo das suas estruturas. O processo de coloracdo das particulas fagicas
envolveu uma secagem suave da amostra ao ar apos a aplicacdo de 3 yL de uma
solucdo aquosa de fosfotungstato de potassio a 2% (m/m) e pH 7.0 na grade de
cobre contendo a amostra. Ainda que muito suave, tal secagem foi suficiente para
promover uma ligeira deformacdo das particulas fagicas, e defato isto pode ser

claramente observado nas fotomicrografias da Figura 14.



78

Figura 14. Fotomicrografias de MET de coloracdo negativa da suspensao concentrada do
bacterié6fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 a diferentes ampliag@es: (a: x100000; b: x215600).

[ HV | Mag Operator Sample
| 60 kV100000 x Victor sample_1 —200 nm—

®H, HY  Mag Operator Sample
L2160 k215600 x Victor sample_1 -50 nm-

Fonte: Elaborag&o propria.

N&o obstante este fato, as fotomicrografias obtidas nas analises por MET das
amostras coradas negativamente permitram a observacdo da estrutura das
particulas fagicas isoladas com um contraste adequado (Figura 14). Apés uma
cuidadosa inspecdo das fotomicrografias na Figura 14, pode concluir-se que as
particulas bacteriofagicas isoladas tém cauda (ver setas inseridas na Figura 14) e
sdo, portanto, bacteri6fagos com material genético do tipo dsDNA, pertencendo

muito provavelmente a familia Siphoviridae.

5.4. Caracterizacao biolégica do bacteriofago isolado

A caracterizacdo biolégica do fago isolado foi realizada através da
determinacdo do titulo da suspensdo fagica (concentracdo em particulas
bacteriofagicas). Com o intuito de avaliar o potencial de infeccdo do hospedeiro

bacteriano pelo fago, foi determinada a gama de hospedeiros e a eficiéncia de
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plagueamento (EOP) do bacteridfago isolado, a curva de crescimento em um sO
ciclo sincrono (OSGC) para determinacao do periodo de eclipse, do periodo latente,
do periodo de acumulacao intracelular e do tamanho de explosdo (Burst size) do
fago na sua bactéria hospedeira, e a curva de adsorcao para determinacdo da taxa
de adsorcdo das particulas fagicas as células bacterianas hospedeiras. Finalmente,
foram produzidas as curvas de morte da bactéria hospedeira a dois valores distintos
de MOI, 1 e 1000, com a finalidade de avaliar a capacidade de inativacdo da
bactéria pelo fago bem como o potencial de desenvolvimento de resisténcia

bacteriana ao fago, num periodo de 24 horas.

5.4.1. Titulo da suspensao fagica

Para a determinacdo do titulo fagico foram efetuadas diluicbes decimais
seriadas da suspensao concentrada do fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, tendo
estas sido plaqueadas pelo método da gota em &gar de dupla camada. Foram
determinados os numeros de unidades formadoras de placas (UFP) para cada
diluicdo, sendo que somente para diluicBes superiores a 10 foi possivel contar o
namero de placas fagicas. Cada UFP corresponde a uma particula fagica. Assim,
por aplicacdo da Equacdo (1), a concentracdo média de particulas fagicas na
suspensdo produzida foi de 1,165x10* virions/mL. Segundo Montso, Mlambo e
Ateba (2019), fagos estritamente liticos com elevados titulos sdo considerados

candidatos ideais para aplicacbes em controle biologico.

5.4.2. Gama de hospedeiros das particulas fagicas isoladas: ensaios de spot

test e eficiéncia de plagueamento (EOP)

A gama de hospedeiros do bacteriéfago isolado foi determinada usando as
cepas bacterianas listadas na Tabela 3. A sensibilidade bacteriana ao fago foi
estabelecida pela formacéo de uma zona clara de lise no local de aplicacéo da gota
(spot test com gotas de 10 pL da suspensao do fago). Dependendo da translucidez
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do spot, as bactérias foram diferenciadas de acordo com zona clara de lise (+) ou
zona sem lise (-) (Tabela 5).

O espectro litico do fago foi assim analisado por inspecao visual de zonas
claras de lise ap6s plagueamento de gotas de 10 uL em tapetes bacterianos
produzidos com as cepas bacterianas de colecdo e com as cepas provenientes de
isolados clinicos humanos. Os resultados obtidos mostram a capacidade do fago
isolado para infectar outras células bacterianas para além das células bacterianas
hospedeiras. O fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 infectou apenas bactérias do

género K. pneumoniae, como pode ser observado na Tabela 3 e na Figura 15.

Figura 15: Resultados positivos obtidos no spot-test do fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 na cepa
hospedeira de colecao Klebsiella pneumoniae CCCD-K001 e nas 11 cepas de Klebsiella pneumoniae

provenientes de isolados clinicos humanos.

Klebsiella pneumoniae (*5) Klebsiella pneumoniae (*8) Klebsiella pneumoniae (*12)

Klebsiella pnemoniae (*13) Klebsiella pneumoniae (*16) Klebsiella pneumoniae (*24) Klebsiella pneumoniae (*29)

Fonte: Elaboragao proépria.
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No trabalho de pesquisa aqui descrito, a gama de hospedeiros do bacteriéfago
isolado foi avaliada determinando se o fago era capaz de formar zonas de lise claras
numa gama alargada de cepas bacterianas, um método comum utilizado para
determinar se as particulas fagicas podem infectar as células bacterianas de forma
produtiva, produzindo progénie (HYMAN e ABEDON, 2010; ROSS et al., 2016). No
teste da gota (spot-test), um pequeno volume de suspenséo fagica € colocado num
tapete da bactéria em crescimento, para determinar se o bacteriéfago € capaz de
infectar as células. No entanto, esta técnica pode levar a falsos positivos devido a
lise das células bacterianas sem ocorrer infeccdo pelo bacteriéfago (MEADEN e
KOSKELLA, 2013), um fendbmeno que se pensa ocorrer ou devido a um grande
namero de particulas fagicas a adsorver a célula e a lisa-la, ou a lise promovida por
endolisinas residuais presentes na suspensao fagica (ABEDON, 2011; ROSS et al.,
2016).

De acordo com Hyman (2019), ndo € sempre verdade que novos fagos
isolados infectardo apenas a cepa ou espécie bacteriana de isolamento, uma vez
gue em geral fagos recém isolados podem ser capazes de infectar um hospedeiro

gue exibe o mesmo tipo geral de receptores que o hospedeiro de isolamento.

Normalmente, diluicdes seriadas da suspensao bacteriofagica sdo necessérias
para observar placas fagicas individuais num tapete bacteriano, e o principal
parametro que influencia este ensaio é a eficiéncia de plagueamento (EOP) do
bacteriéfago. A eficiéncia de plaqueamento relativa, isto é, o titulo do fago numa
determinada linha celular bacteriana comparado com o titulo maximo observado no
hospedeiro, pode variar consideravelmente (KHAN MIRZAEI e NILSSON, 2015;
KUTTER, 2009). Uma EOP de 100% significa que todas as particulas fagicas que se
ligam a uma célula bacteriana hospedeira podem injetar o seu material genético e
formar uma placa fagica nas cepas apropriadas sob condi¢cbes ideais (KUTTER,
2009).



Tabela 1. Gama de hospedeiros das particulas fagicas isoladas, determinada em 36 cepas
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bacterianas. As cepas provenientes de isolados clinicos estdo marcadas com (*). Zona de lise clara

(+) e zona sem lise (-). O plagueamento com a cepa hospedeira foi considerado como EOP = 100%

(EOP = Eficiéncia de Plagueamento).

Bacteriéfago

Cepas bacterianas Origem PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031
Spot Test EOP (%)

Escherichia coli CCCD - E003 Colegéo - -
Salmonella enterica CCCD - S004 Colegéo - -
Pseudomonas aeruginosa CCCD - P004 Colegéo - -
Proteus mirabilis CCCD - P001 Colegéo - -
Enterococcus faecalis CCCD - E002 Colegéo - -
Bacillus subtilis CCCD - B010 Colegéo - -
Staphylococcus epidermidis CCCD - S010 Colegéo - -
Staphylococcus aureus CCCD - S009 Colegéo - -
Acinetobacter baumanii ATCC 16606 Colegéo - -
Klebsiella pneumoniae CCCD - K001 Colecao + 100,00 (hospedeiro)
Klebsiella pneumoniae (*1) Swab anal + 84,64
Klebsiella pneumoniae (*2) Urina + 71,23
Klebsiella pneumoniae (*4) Swab anal + 89,21
Klebsiella pneumoniae (*5) Urina + 70,18
Klebsiella pneumoniae (*8) Swab anal + 45,36
Klebsiella pneumoniae (*10) Swab anal + 9,54
Klebsiella pneumoniae (*12) Secrecao de fémur + 0,90
Klebsiella pneumoniae (*13) Urina + 59,64
Klebsiella pneumoniae (*16) Ponta de catéter + 12,89
Klebsiella pneumoniae (*24) Swab anal + 55,12
Klebsiella pneumoniae (*29) Swab anal + 23,66
Klebsiella pneumoniae (*3) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*6) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*7) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*9) Swab anal - -
Klebsiella pneumoniae (*14) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*15) Hemocultura - -
Klebsiella pneumoniae (*17) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*18) Swab anal - -
Klebsiella pneumoniae (*19) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*20) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*21) Swab anal - -
Klebsiella pneumoniae (*22) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*23) Swab anal - -
Klebsiella pneumoniae (*26) Urina - -
Klebsiella pneumoniae (*30) Swab anal - -

Fonte: Elaboragédo propria.

A gama de hospedeiros € uma propriedade critica para decidir a utilidade de

um determinado bacteriéfago para utilizacdo em terapia fagica. Idealmente, um fago

nao infecta outras espécies de bactérias para além do seu hospedeiro especifico,

mesmo porque isso pode matar membros ndo-patogénicos da flora normal ou até

diluir a acdo efetiva do fago em relacdo as células bacterianas-alvo. Embora a

suscetibilidade do hospedeiro possa por vezes ser considerada uma questdo de o
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receptor correto estar presente nas células das bactérias-alvo, restricdes adicionais
no alcance do hospedeiro incluem defesas bacterianas antifagicas, como o sistema
CRISPR-Cas, enzimas de restricdo e sistemas de toxinas e antitoxinas. Os fagos
também possuem sistemas de combate, de forma que o alcance do hospedeiro é

uma propriedade dindmica que pode mudar ao longo do tempo (HYMAN, 2019).

O numero relativo de placas fagicas que a suspensao estoque de um dado
bacteri6fago € capaz de produzir numa cepa bacteriana diferente da do seu
hospedeiro bacteriano especifico é chamado de Eficiéncia de Plagueamento (EOP).
Este pardmetro permite avaliar o potencial dos bacteriéfagos para infectarem e
lisarem outras bactérias para além das suas células hospedeiras especificas
(MIRZAEK; NILSSON, 2015). Os resultados obtidos para a eficiéncia de
plagueamento do bacteriofago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 podem ser
encontrados na Tabela 3, para todas as cepas bacterianas para as quais o spot-test

deu resultado positivo.

De acordo com os resultados obtidos, as particulas fagicas isoladas podem ser
utilizadas contra o agente etioldgico que pode causar diferentes tipos de infeccbes
associadas aos cuidados de saude, incluindo pneumonia, infec¢des de feridas ou de
locais de cirurgias, e meningite: Klebsiella pneumoniae. Ainda que uma das
principais vantagens do tratamento com bacteriéfagos resida na sua elevada
especificidade, uma vez que as populacbes bacterianas nao-alvo devem
permanecer inalteradas, as particulas fagicas deverao ser capazes de lisar a maioria
das cepas de uma dada espécie bacteriana (RIOS et al., 2016; HAWKINS et al.,
2010; PEREIRA et al., 2017).

Como a gama de hospedeiros do fago isolado é bastante apertada, bactérias
naturais ndo patogénicas de seres humanos infectados ndo serdo afetadas pelo
tratamento com este bacteriofago. N&o obstante, no futuro, novos fagos
necessitardo de ser isolados e testados junto com o fago ja isolado e devidamente
caracterizado, por forma a produzir um coquetel com um espectro litico de atividade
mais alargado para controlar varias cepas de Klebsiella pneumoniae, incluindo uma

vasta gama de cepas resistentes a multiplos antibidticos.
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5.4.3. Curva de um s6 ciclo de crescimento sincrono (OSGC)

Os parametros de crescimento das particulas fagicas isoladas, tais como o
periodo de eclipse, o periodo latente, o periodo de acumulacéo intracelular e o
tamanho de exploséo (burst size), foram obtidos a partir da curva de crescimento em
um s6 ciclo sincrono (OSGC) (OLIVEIRA et al., 2009; HANLON, 2007; ABEDON,
2006; PINHEIRO et al., 2019a). Os bacteriofagos e as células bacterianas interagem
uns com os outros de forma similar aquela de um predador com a sua presa. A
curva OSGC do bacteriofago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 encontra-se na Figura
16, usando células hospedeiras de Klebsiella pneumoniae CCCD - K001 na fase
exponencial de crescimento (ODgoonm = 0,1, correspondendo a ~1x108 UFC/mL) e
suspensao do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 com um titulo ajustado a
8x10° UFP/mL (produzindo assim um valor desejado de MOI < 0.001).

Figura 16. Curva de crescimento em um s0 ciclo sincrono (OSGC) do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-
CFR_ph0031 na presenca de Klebsiella pneumoniae CCCD - K001 como hospedeiro. Os valores

representam a média de trés ensaios independentes; as barras de erro representam o desvio-padréo.
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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Os resultados obtidos foram subsequentemente plotados para determinar o
periodo de eclipse, o periodo latente, o periodo de acumulacdo intracelular e o
tamanho de explosdo (burst size) do bacteriéfago. Na curva OSGC, o periodo de
eclipse representa o tempo apés a penetracdo do bacteri6fago até a biossintese e
montagem dos virions maduros; o periodo latente representa o tempo apos a
penetracdo do bacteriéfago até a liberacdo dos virions maduros, englobando a lise
da célula bacteriana; o numero de virions por célula infectada é o rendimento viral,
ou tamanho de explosao (burst size). A diferenca entre o periodo latente e o periodo
de eclipse representa a fase de acumulacao intracelular (CHAN; ABEDON; LOC-
CARRILLO, 2013). A curva OSGC produzida foi mais bem ajustada via ajuste néo
linear dos dados a uma curva sigmoidal tipica (modelo de regresséao logistica de 4
parametros, 4-PL), permitindo estimar o periodo de eclipse, o periodo latente, o
periodo de acumulacéo intracelular e o tamanho de explosédo do bacteriéfago como
15 min, 30 min, 15 min e 16,6 virions/célula hospedeira, respectivamente (Figura
16).

Os resultados obtidos neste trabalho de pesquisa estdo em clara concordancia
com resultados prévios do nosso grupo de pesquisa (HARADA et al., 2020) e com
resultados publicados por Jansen et al. (2018) para o bacteriéfago KARL-1, tipo T4,
por Merabishvili et al. (2014) para dois bacteri6fagos altamente liticos para
Acinetobacter baumannii, por Lu et al. (2013) para a curva OSGC produzida para o
miovirus PaPl1 de Pseudomonas aeruginosa, por Garbe et al. (2010) para o
bacteri6fago JG024 de Pseudomonas aeruginosa com gama alargada de
hospedeiros, por Santos et al. (2014) e Lindberg et al. (2014) para bacteriéfagos de
Pseudomonas aeruginosa isolados de fontes ambientais, e por Jin et al. (2012) para
bacteriéfagos de Acinetobacter baumannii isolados de varias amostras de agua
(esgoto municipal, agua de lagos, e agua de rios) coletadas de diferentes locais na
provincia de Zhengzhou (China).
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5.4.4. Curva de adsorgao

O primeiro passo para a infecgdo da célula bacteriana por uma particula
bacteriofagica € a ligacdo/ancoragem do bacteriéfago a superficie da célula
hospedeira susceptivel (JIN et al., 2012). A avaliacdo do processo de ligacdo das
particulas bacteriofagicas a célula hospedeira (que é uma combinacdo de difusdo
fisica, interagBes bioquimicas de superficie e alteracbes conformacionais induzidas
por reacao nas proteinas receptoras a superficie das células bacterianas (HARADA
et al.,, 2018)) foi realizada através da producdo da sua curva de adsorcdo. Os
resultados obtidos no ensaio de adsorcdo das particulas do bacteri6fago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 as células de Klebsiella pneumoniae CCCD - K001

estdo exibidos na Figura 17.

Figura 17. Curva de adsorc¢édo do bacteriéfago isolado PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 as células
hospedeiras de Klebsiella pneumoniae CCCD - K001, permitindo o célculo da taxa de adsor¢éo das
particulas fagicas apds ajuste ndo-linear de uma fungéo logaritmica aos dados experimentais. Os
valores representam a média de trés ensaios independentes; as barras de erro representam o desvio-

padrao.
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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Antes da aplicacdo de fagos para inativar patdgenos bacterianos, é importante
caracterizar a dinamica da replicacdo fago-hospedeiro in vitro. A primeira etapa na
infeccdo fagica consiste na ligacdo do virion fagico a uma célula bacteriana
hospedeira suscetivel (JIN et al.,, 2012; CEYSSENS, 2009; HYMAN e ABEDON,
2009; MOLDOVAN et al., 2007). Este processo de adsor¢ao € normalmente descrito
por cinética de acdo em massa (STORMS e SAUVAGEAU, 2015), que assume
implicitamente uma influéncia igual da densidade do hospedeiro e da taxa de
adsorcdo no processo de adsorcao (JIN et al.,, 2012; CEYSSENS, 2009; SHAO e
WANG, 2008). Assim, um ambiente com alta densidade bacteriana do hospedeiro
pode ser considerado equivalente a um bacteriéfago dotado de uma alta taxa de
adsorcdo e vice-versa. O processo de ligacdo de um bacteriéfago a sua célula
hospedeira € uma combinacdo de difusdo fisica, interacdes bioquimicas de
superficie e alteracdes conformacionais induzidas por reacdo nas proteinas
receptoras (HARADA et al., 2018; STORMS e SAUVAGEAU, 2015; RAKHUBA et al.,
2010).

Idealmente, a determinacdo da taxa de adsorcdo de um fago as suas células
hospedeiras bacterianas € realizada o mais préximo possivel do ambiente em que o
fago em estudo normalmente adsorveria. O tamanho e/ou fisiologia das células
bacterianas também exerce uma influéncia importante nesse processo, e além disso
nem todas as bactérias expressam receptores fagicos constitutivamente nem em
niveis constantes. Outro fator que afeta as taxas de adsorcdo dos fagos as células
bacterianas € o movimento dentro ou fora do meio de adsor¢éo, onde existe muita
luz: movimentos simples (ou seja, falta de mistura ou de agitagcdo) ou muito
movimento, resultam em taxas de adsorcdo reduzidas. A premissa para a
determinacdo da taxa de adsorcdo de fagos em funcdo da taxa de infeccao fagica, €
que a adsorcao de cada particula fornece o valor de um centro infeccioso, uma

entidade capaz de dar origem a uma unica placa fagica (HYMAN, 2019).

A principal dificuldade na medicdo de taxas de adsor¢cdo de particulas
bacteriofagicas a sua célula hospedeira especifica reside no fato de que o processo
de adsorcdo se inicia a partir do crescimento (amplificacdo) do bacteriofago.
Posteriormente, o bacteri6fago sera liberado da célula hospedeira por lise
bacteriana, interferindo entdo na determinacdo da fracdo de particulas fagicas néo-
adsorvidas (DELBRUCK, 1940).



88

Moldovan et al. (2007) descobriram que o processo de adsor¢cdo do
bacteriofago a sua célula bacteriana hospedeira depende fortemente da
concentracdo de MgSO, numa forma altamente ndo-linear. Para concentracfes de
MgSO;, inferiores a 10 mol dm™ quase n&o existe adsor¢édo, sendo que a adsorcédo
do bacteri6fago aumenta até atingir um maximo global a uma concentragdo de
MgSO, de cerca de 3x102 mol dm™. Para concentracdes mais elevadas de MgSO,
(> 0.1 mol dm™®), a adsorcdo diminui rapidamente. No trabalho de pesquisa aqui
descrito, a concentracdo de MgSO. foi mantida a 1 mmol dm™>. Os resultados
obtidos por MOLDOVAN, CHAPMAN-MCQUISTON e WU (2007) sugerem que a
afinidade de ligacdo de um bacteriéfago para o receptor na superficie da sua célula
hospedeira € a forca motriz para o processo de infec¢cdo, o qual é mais critico em
habitats naturais onde a taxa de colisdo entre bactéria e bacteriéfago é bastante
baixa. Assim, para assegurar uma infeccdo bem-sucedida da sua célula hospedeira,
a capacidade de se ligar fortemente ao receptor torna-se um atributo significativo
(MOLDOVAN et al., 2007). A taxa de adsorcdo do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-
CFR_ph0031 nas células de K. pneumoniae foi estimada por ajuste nao-linear dos
dados experimentais ao modelo representado na Equacgéao (4), produzindo um valor
para a taxa de adsorcdo das particulas bacteriofagicas igual a & = 1.640x10%° UFP™
UFC™ mL™? hr' e uma taxa de multiplicacdo bacteriana igual a p(t) = 0.00350 hr™
(Xo=1.0x10® UFC/mL).

Por observacdo do perfil de adsor¢cédo exibido na Figura 17, pode concluir-se
gue apdés 20 min de contato das particulas bacteriofagicas com as células do
hospedeiro bacteriano mais de 98% das particulas do fago PhL_UNISO_KP-
CFR_ph0031 tinham adsorvido as células do hospedeiro bacteriano (Figura 17). Os
resultados obtidos para a taxa de adsor¢do das particulas fagicas isoladas (Figura
17) estdo em clara concordancia com resultados publicados por Jansen et al. (2018),
Santos et al. (2014), Shao e Wang (2008) e Lindberg et al. (2014) para bacteriéfagos
de Pseudomonas aeruginosa isolados de fontes ambientais, e por Jin et. al (2012)
para bacteriéfagos de Acinetobacter baumannii isolados de diversas amostras de
aguas (esgoto municipal, 4gua de lagos, e agua de rios) coletadas de diferentes

locais na provincia de Zhengzhou (China).
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5.4.5. Avaliagcdo da suscetibilidade a antibidticos e ao bacteriéfago isolado, das

varias cepas de Klebsiella pneumoniae originarias de isolados

clinicos humanos

Verificou-se que as cepas de Klebsiella pneumoniae provenientes de isolados

clinicos eram resistentes a um grande numero de antibidticos utilizados

exclusivamente em ambientes hospitalares, em graus variados (Tabelas 4 e 5). Foi

assim possivel identificar o perfil de resisténcia de algumas das cepas provenientes

de isolados clinicos aos antibidticos Polimixina B, Cefepime,

Imipenem e

Meropenem e ao bacteriéfago isolado, mostrando o potencial do bacteriéfago para

controle de infecgcbes por esta bactéria mesmo em casos de multirresisténcia,

conforme ilustrado na Tabela 4 e na Figura 18.

Quadro 3. Resultados dos antibiogramas realizados nas 26 estirpes bacterianas de Klebsiella

pneumoniae provenientes de isolados clinicos, e da suscetibilidade destas cepas ao bacteriéfago

isolado.

Isolado clinico

Diametro do halo de inibigdo produzido pelos discos de

antibiotico SENSIDISC™

Diametro do halo

(mm) de lise pelo fago
ID# Origem Polimixina Cefepime Meropenem Imipenem KP0031 (mm)
B (POL300) (CPM30) (MPM10) (IPM10)

1 (a) Swab anal 12 14 25 26 5,5 (claro)
2 (b) Urina 7 25 25 24 8,0 (claro)
3(c) Urina 13 13 12 12 sem lise
4 (d) Swab anal 14 9 13 15 6,0 (claro)
5(e) Urina 12 23 23 23 10,0 (claro)
6 () Urina 13 12 25 25 8,0 (turvo)
7(9) Urina 12 25 23 22 sem lise
8 (h) Swab anal 6 15 24 22 7,0 (claro)
9 (i) Swab anal 13 6 10 14 sem lise
10 (j) Swab anal 10 15 13 9 9,0 (claro)
12 (k) | Secregéo de fémur 11 14 24 25 7,0 (claro)
13 (1) Urina 9 | - 9 | - 6,5 (claro)
14 (m) Urina 13 13 25 24 sem lise
15 (n) Hemocultura 12 8 11 13 sem lise
16 (0) | Ponta de catéter I R 15 8,5 (claro)
17 (p) Urina 13 24 23 22 6,0 (turvo)
18 (q) Swab anal 11 23 26 25 sem lise
19 () Urina 11 22 10 23 sem lise
20 (s) Urina 13 10 23 22 sem lise
21 (1) Swab anal 13 7 10 13 7,0 (turvo)
22 (u) Urina 12 6 9 13 9,5 (turvo)
23 (v) Swab anal 11 | e 9 16 sem lise
24 (w) Swab anal 2 | - 22 25 8,0 (claro)
26 (x) Urina 10 A e sem lise
29 (y) Swab anal 12 11 9 10 6,0 (claro)
30 (2) Swab anal 12 11 25 22 sem lise

Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 18. Resultados dos antibiogramas realizados as cepas de Klebsiella pneumoniae provenientes
de isolados clinicos humanos e espectro litico do bacteri6éfago isolado, ap6s aplicacédo de discos dos
antibiéticos meropenem, imipenem, cefepime e polimixina B e gotas de 10 pL da suspensao
concentrada do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031: (a) cepa 1 de swab anal, (b) cepa 2 de
urina, (c) cepa 3 de urina, (d) cepa 4 de swab anal, (e) cepa 5 de urina, (f) cepa 6 de urina, (g) cepa 7
de urina, (h) cepa 8 de swab anal, (i) cepa 9 de swab anal, (j) cepa 10 de swab anal, (k) cepa 12 de
secrecao de fémur, (I) cepa 13 de urina, (m) cepa 14 de urina, (n) cepa 15 de hemocultura, (0) cepa
16 de ponta de catéter, (p) cepa 17 de urina, (q) cepa 18 de swab anal, (r) cepa 19 de urina, (s) cepa
20 de urina, (t) cepa 21 de swab anal, (u) cepa 22 de urina, (v) cepa 23 de swab anal, (w) cepa 24 de
swab anal, (x) cepa 26 de urina, (y) cepa 29 de swab anal, (z) cepa 30 de swab anal, e (xx) cepa de
Klebsiella pneumoniae da colecdo CEFAR (CCCD - K001).

Fonte: Elaboracao propria.
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A cepa 1 mostrou-se moderadamente resistente a polimixina B e suscetivel aos
antibiéticos restantes testados (Quadro 3); verificou-se que a cepa 2 é resistente a
polimixina B (Quadro 3); a cepa 3 mostrou-se moderadamente resistente a todos 0s
quatro antibioticos testados (Quadro 3); a cepa 4 mostrou-se moderadamente
resistente a todos os quatro antibiéticos (Quadro 3); verificou-se que a cepa 5 era
moderadamente resistente a polimixina B (Quadro 3); a cepa 6 mostrou-se
moderadamente resistente a polimixina B e cefepima (Quadro 3); a cepa 7 mostrou-
se moderadamente resistente a polimixina B (Quadro 3); verificou-se que a cepa 8
era resistente a polimixina B e moderadamente resistente a cefepima (Quadro 3); a
cepa 9 mostrou-se resistente a cefepima e moderadamente resistente a todos os
outros antibidticos testados (Quadro 3); a cepa 10 mostrou-se resistente ao
imipenem e moderadamente resistente a todos os outros trés antibioticos testados
(Quadro 3); a cepa 12 mostrou-se moderadamente resistente a polimixina B e
cefepima (Quadro 3); a cepa 13 mostrou ser resistente a todos os antibidticos
testados (Quadro 3); verificou-se que a cepa 14 era moderadamente resistente a
polimixina B e cefepima (Quadro 3); verificou-se que a cepa 15 era resistente a
cefepima e moderadamente resistente a todos o0s outros antibioticos testados
(Quadro 3); verificou-se que a cepa 16 era resistente a polimixina B, cefepima e
meropenem e moderadamente resistente ao imipenem (Quadro 3); verificou-se que
a cepa 17 era moderadamente resistente a polimixina B (Quadro 3); a cepa 18
mostrou-se moderadamente resistente a polimixina B (Quadro 3).

As cepas de K. pneumoniae mencionadas acima se mostraram também
resistentes a muitos antibidticos utilizados exclusivamente em ambientes

hospitalares (Quadro 3).
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Quadro 4. Suscetibilidade a antibioticos de uso restrito hospitalar, de cepas de Klebsiella pneumoniae

obtidas de isolados clinicos humanos.

Isolado clinico Susceptibilidade a antibiéticos
# Origem AlB|C|D|E|F| G| H|I JIK|[L|M|N|O|P|Q|T|U|V|W|X[Y|Z é
1 Swab anal RIS|S|R|+|R|R|R|R|[R|R|[S|S|S|R|R|S|S -
2 Urina RIS|S|R|-|S|S|S|S|S|R|S|S|S|R|R|S|S
3 Urina RIS|R|R R|IR|R|R|IR|R|[R|R|[R|R|R|R|R -
4 Swab anal -1 S| - R - R| - R|R|R|R|R]|R - R| - RIR|R|R|R|R|R
5 Urina S|S|S|R S|S|S|S|S|S|S|S|s|*|S|Ss]|S -
6 Urina Rl S| I R R|IR|R|R|R|S|[S|S|S]|* S|S|R
7 Urina S|S|S|R S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|S]- - - - - - -
8 Swab anal S| - R - R| - R|IR[R|[S|R| S| - S| - R|S|S|* R|S|R
9 Swab anal S| - R R R|R|R|R|R]|R R RIR|R|R|R|R|R
10 Swab anal S| - R R R|R|{R|R|R|R R R|S|R|R|[R|R|R
12 Secregdo fémur -1 S| - R R - R|R|R|[S|R|S S| - R|S|S|*|R|S|R
13 Urina Rl S| R|R RIRIRIR|IR|R|R|[S|R|R|R|R|RJ- - - - - -
14 Urina RIS|S|R RIR|R|R|R|R|S|S|S|* R|S|R -
15 Hemocultura S| - R R R|R|R[R|R|R R R|S|IR|R|R|R|R
16 Ponta de catéter -1 S| - R - R| - R|R|R|R|R|R - R| - R|R|R|™* R| R| R
17 Urina RIS|S|R S|S|S|S|S|S|S|S|S|*|S|S|R - -
18 Swab anal -1 S|-1|S -|S|-|*|*|S|S|S|S|-|-|S|-|S|S|S|R|*|*]|S
19 Urina RIS|R|R R|IR|R|IR|IR|R[R|R|R|R|R|R|R -
20 Urina Rl S|R|R RIRIRIR|IR|R|S|[S|S|R|R|R|R -
21 Swab anal S| - R - R| - R|R|R|R|R|RY|- R| - R|S|R|R|R|R|R
22 Urina RIS|R|R R|IR|R|IR|IR|R[R|S|R|R|R|R|R -
23 Swab anal * - R - R| - R|R|R|R|R|R|- R| - R|S|R|R|R|R|R
24 Swab anal -1 S| - R - R| - R|R[R|[S|R| S| - - * - R|S|S|* R|S|R
26 Urina RIS|R|R RIR|IR|IR|IR|R|S|S|S|S|R|* R -
29 Swab anal S| - R - R R|R|R|R|R|RY|- - R R|S|R|* R|R|R
30 Swab anal S| - R R R|R|[R|[S|S| S| - * R|S|S|* R|S|R

Legenda: S: sensivel; R: resistente; *: intermédio; -: antibidtico ndo testado; A: acido nalidixico; B: amikacina; C:
amoxicilina / &cido clavulanico; D: ampicilina; E: beta-lactamases de espectro alargado (ESBL); F: cefalotina; G:
cefepime; H: ceftriaxona; I: cefuroxime; J: acetil-cefuroxime; K: ciprofloxacina; L: ertapenem; M: gentamicina; N:
meropenem; O: nitrofurantoina; P: norfloxacina; Q: piperacilina / tazobactam; T: trimetoprim / sulfametoxazole;
U: ceftazidime; V: colistina; W: imipenem; X: tigeciclina; Y: ampicilina sulbactam; Z: cefoxitina; ZZ: ceftriaxone.

Fonte: Elaboragédo propria.

A suspensdo concentrada do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031
também foi testada contra as 26 cepas diferentes de Klebsiella pneumoniae isoladas
de pacientes clinicos, com a grande maioria delas mostrando resisténcia a varios
antibidticos. Os resultados obtidos apds a aplicagcdo de gotas de 10 pL da
suspensao concentrada do bacteriofago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 em tapetes
bacterianos das varias cepas multi-resistentes de Klebsiella pneumoniae podem
também ser encontrados na Tabela 4.

A presenca de zonas claras de lise apés a adicdo de gotas de 10 pL da
suspensao concentrada do bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 e incubacéo
a 37 °C durante a noite indicou a eficiéncia litica do bacteridfago isolado em algumas
das cepas provenientes de isolados clinicos (Tabela 4). Das 26 cepas de isolados
clinicos testadas, um total de 11 cepas (ou 42,3% de todas as cepas) mostrou ser
susceptivel ao fago isolado. O bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 mostrou-
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se assim virulento e litico para 42,3% das cepas de Klebsiella pneumoniae
provenientes de isolados clinicos humanos (Tabela 3), muitas delas resistentes a
multiplos antibidticos, mas nédo teve qualquer efeito nas restantes 57,7%.
Adicionalmente, as cepas 13 e 16 mostraram-se resistentes aos antibioticos
testados, mas foram susceptiveis ao bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, o
que € bastante significativo em vista dos crescentes niveis de resisténcia aos
antibioticos por parte desta bactéria patogénica.

Adicionalmente, devido ao fato de que a superficie das bactérias estriadas €
ligeiramente hidrofébica, em algumas das cepas provenientes de isolados clinicos o
fago isolado produziu uma placa de lise turva, apesar das cepas serem suscetiveis

ao bacteriofago.

5.4.6. Ensaios de terapia fagica in vitro (curvas de morte)

A forma como o fago interferiu no crescimento da bactéria pode ser observada
na Figura 19a. A um valor de MOI de 1 e 1000, o méximo de inativacao de Klebsiella
pneumoniae com o bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 foi de 5,6 e 7,5 log
UFC/mL, respectivamente (Figura 19a, ANOVA, p < 0,05), atingido ap6s 6 h de
incubacédo, quando comparado com o controle bacteriano (BC). Durante as primeiras
4 h de incubacéo, o fator de inativacao foi similar para valores de MOI de 1 e 1000
(ANOVA, p > 0,05). Durante as primeiras 8 h de incubacéo, o fator de inativacao foi
ainda maior para a MOI de 1000 (ANOVA, p < 0,05). A uma MOI de 1000, apoés 6, 8,
10 e 12 h de incubacéo, o decréscimo na concentracdo de Klebsiella pneumoniae
(7,5, 8,1, 7,5 e 6,8 log UFC/mL, respectivamente) foi significativamente maior
(ANOVA, p < 0,05) do que aquele obtido com a MOI de 1 (5,6, 4,8, 4,2 e 4,5 log
UFC/mL, respectivamente). As taxas de reducdo bacteriana no final do periodo de
incubacéo (i.e., 24 h) foram estatisticamente similares (ANOVA, p > 0,05) para os

dois valores de MOI (Figura 19a).

A densidade bacteriana no controle (BC) aumentou em 5,1 log UFC/mL
(ANOVA, p < 0,05) durante as 24 h de incubacao (Figura 19a). Durante o periodo de
24 h dos experimentos, a concentracdo de fago nos controles (PC) diminuiu (0,7 e
1,0 log UFP/mL, ANOVA, p < 0,05) para a MOI de 1 e 1000, respectivamente (Figura
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19b). Quando o fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 foi incubado na presenca do
seu hospedeiro, observou-se um aumento significativo na concentracdo de
particulas fagicas (5,9 e 3,0 log UFP/mL, ANOVA, p < 0,05) para a MOI de 1 e 1000,

respectivamente (Figura 19b).

Durante as primeiras 6 h de incubacéao, a Klebsiella pneumoniae foi sensivel ao
fago. No entanto, apds 24 h de incubacdo a inativacdo de Klebsiella pneumoniae
pelo fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 diminuiu para 3,0 e 3,5 log UFC/mL para a
MOI de 1 e 1000 respectivamente (Figura 19a), provavelmente devido a aquisicao
de resisténcia a este fago pela bactéria (comprovada pelo ligeiro aumento na
concentracdo bacteriana em presenca das particulas de fago apos 8 h de

incubac&o).

De acordo com varios autores (PEREIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2017,
DUARTE et al., 2018; COSTA et al., 2019; PINHEIRO et al., 2019a; PINHEIRO et
al.,, 2019b), o desenvolvimento de resisténcia bacteriana ao fago pode ser
contornado usando um coquetel contendo diferentes fagos liticos para a mesma

espécie bacteriana.
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Figura 19. Inativacdo de Klebsiella pneumoniae pelo bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 a
uma multiplicidade de infec¢éo (MOI) de 1 e 1000 durante 24 h. (a) Concentracédo de bactéria: BC,
controle de bactéria; BP, bactéria mais fago; (b) Concentragéo de fago: PC, controle de fago; BP,

bactéria mais fago. Os valores representam a média de trés ensaios independentes; As barras de

erro representam o desvio-padréo.
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Fonte: Elaboragéo propria.

O efeito do valor da MOI foi mais pronunciado durante as primeiras 8-10 h de
inativagdo bacteriana (Figura 20), com o valor de MOI 1000 a promover uma
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reducdo maior nos niveis de células bacterianas relativamente & MOI 1. No entanto,
esta diferenca foi significativamente reduzida no final dos ensaios de inativacao
bacteriana, com uma diferenca nos niveis atingidos de bactéria de apenas 0,5 log
UFC/mL (Figura 19a e Figura 20).

Em consonéncia com a teoria cinética do tratamento fagico, que prevé que o
valor da MOI pode ser critico para a eficiéncia da inativagdo bacteriana, com a
reducdo de bactérias patogénicas aumentando paralelamente a MOI ou ocorrendo
mais cedo em valores mais altos de MOI, outros estudos (DUARTE et al.; 2018;
PINHEIRO et al., 2019a) demonstraram que doses iniciais precisas de particulas de
fago podem ndo ser mandatérias devido a natureza auto perpetuadora dos fagos,
revelada pelo aumento do titulo do fago juntamente com as bactérias. Essa €, de
fato, uma das principais (se ndo a maior) vantagens do tratamento fagico em
comparacdo com a antibioticoterapia quimica. Além disso, altos valores de MOI
podem até representar uma desvantagem para o sucesso do tratamento com fagos,
ja que o hospedeiro bacteriano alvo pode ser inativado antes de replicar as
particulas do fago e liberar a progénie fagica. Este fenbmeno pode ocorrer quando
uma bactéria é infectada simultaneamente por um grande namero de particulas de
fago e ocorre lise, devido a presenca de altas concentracdes de lisinas, um processo
conhecido como “lise a partir de fora” (ABEDON, 2011; KUTTER, 2009). De facto, no
final do tratamento com o fago, a diferenca na inativacdo bacteriana foi de apenas

0,5 log UFC/mL para ambos os valores de MOI (Figura 19a e Figura 20).

Uma questdo importante ao inativar bactérias com fagos é o surgimento de
bactérias resistentes aos fagos (MATEUS et al., 2014; PEREIRA et al., 2016; RIOS
et al.,, 2016; PEREIRA et al., 2017; LIMA et al., 2019; PINHEIRO et al., 2019a). O
fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 nao impediu o recrescimento bacteriano durante
o tratamento (Figura 19a). De acordo com varios pesquisadores, a desvantagem do
surgimento de resisténcia bacteriana aos fagos pode ser ultrapassada pelo uso de
coquetéis de fagos (PEREIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2017; DUARTE et al.,
2018; COSTA et al., 2019; PINHEIRO et al., 2019a; PINHEIRO et al., 2019b).
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Figura 20. Diferenca entre a inativacdo a MOI 1000 e a inativacdo a MOI 1, de Klebsiella pneumoniae
pelo fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, durante 24 h.
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Fonte: Elaborag&o propria.

5.4.7. Tentativas de estabilizacdo estrutural e funcional das particulas
bacteriofagicas isoladas e avaliacdo da manutencéo da sua viabilidade ao

longo do tempo sob diferentes condi¢cdes adversas de armazenamento

Os resultados obtidos nas tentativas de imortalizacdo das particulas

bacteriofagicas isoladas podem ser encontrados na Figura 21.
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Figura 21. Resultados obtidos nas tentativas de imortalizacéo das particulas do fago isolado
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, ap6s determinacéo do titulo fagico nas varias condi¢cdes usando
tapetes bacterianos de Klebsiella pneumoniae, pela técnica de plaqueamento em agar de dupla

camada. (a) Bacteriofago + goma de alfarroba + alginato de sédio + agua ultrapura; (b) Bacteriéfago
+ goma de alfarroba + alginato de sédio + trehalose + agua ultrapura; (c) Bacteriéfago + goma de
alfarroba + glicerol; (d) Bacteriéfago + goma de alfarroba + trehalose + glicerol.
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Fonte: Elaborag&o propria.

Apés liofilizagdo ndo foi possivel obter titulo fagico em nenhuma das
formulagcbes, resultando na inativacdo do bacteri6fago PhL_UNISO_KP-
CFR_ph0031. Provavelmente, como coloca Vireilio; Parra; Pitombo,(2006), na
liofiizacdo a congelagdo seguida de desidratacdo por sublimacdo provoca o
desenrolamento molecular da estrutura proteica das particulas bacteriofagicas. Este
€ 0 método mais comumente utilizado para a preparacédo de proteinas desidratadas,
as quais devem apresentar estabilidade adequada por longos periodos de

armazenamento a temperatura ambiente.

Para a manutencdo da viabilidade das particulas fagicas, observou-se que a

adicao de trehalose acrescida de goma de alfarroba e a adicdo apenas de goma de
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alfarroba nao diferem no resultado final de infectividade do bacteriéfago, sendo que
ambas estas condi¢Bes apresentaram um valor médio (trés determinacdes) de titulo
fagico de 1,7x10* UFP/mL e 1,6x10'° UFP/ mL, respectivamente, no final do

periodo de armazenamento de 180 d.

Na auséncia de trehalose, a presenca de goma de alfarroba e alginato de sédio
(Figura 21a) promoveu a manutencdo da viabilidade do fago quando a solucao
aguosa foi armazenada a -80 °C (reducao de 24,1% no titulo fagico da solucéo) e +4
°C (reducédo de 30,1% no titulo fagico da solucdo). A adicado de trehalose teve um
efeito pronunciado na manutencao da viabilidade do fago em presenca de goma de
alfarroba e alginato de sédio (Figura 21b) quando a solugcédo aquosa foi armazenada
a -80 °C (reducédo de 23,3% no titulo fagico da solucéo) e +25 °C (reducéo de 30,1%
no titulo fagico da solucéo). Ao contrario do que se esperava, a adicdo de glicerol a
goma de alfarroba na auséncia e na presenca de trehalose ndo permitiu manter a
viabilidade das particulas fagicas (Figuras 21c e 21d), j& que no final do periodo de
armazenamento (180 d) ndo foi possivel obter qualquer titulo fagico nas varias
solucdes. Condi¢des de armazenamento a -20 °C e a +25 °C das solucdes aquosas
na auséncia de trehalose conduziram a perdas de titulo fagico de 75.9% e 100%,
respectivamente (Figura 21a) no final do periodo de armazenamento de 180 d,
enquanto condi¢cdes de armazenamento a +4 °C e a -20 °C das solu¢cbes aquosas
em presenca de trehalose conduziram a perdas de titulo fagico de 82,0% e 91,0%,
respectivamente (Figura 21b) no final do periodo de armazenamento de 180 d. A -80
°C e a +25 °C, a presenca de trehalose nas solu¢cbes aquosas contendo particulas
bacteriofagicas conferiu protecdo contra a dessecacdo durante 0 processo de
armazenamento (Leung et al., 2017), e por isso o0 bacterié6fago PhL_UNISO_KP-

CFR_ph0031 deveréa ser armazenado nessas condi¢des.

Nas demais formulacdes (Figuras 21c e 21d) n&do foi possivel manter a
viabilidade das particulas fagicas, sendo que logo nos primeiros 60 dias de teste se
verificou uma diminuicdo abrupta consistente da capacidade de infectividade das
amostras, com total perda de atividade litca em todas as temperaturas de

armazenamento.
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6. CONCLUSOES

O bacteriéfago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 formou placas de lise transltucida
em tapetes bacterianos de Klebsiella pneumoniae, com diametros de =0.5 mm,
respectively (Figura 9). Foram obtidas suspensées fagicas de elevado titulo (10%

UFP/mL) para o bacteriéfago isolado.

No processo de caracterizacdo fisico-quimica do bacteriofago isolado e
purificado, a andlise protedbmica realizada via andlises de SDS-PAGE revelou um
conjunto alargado de diferentes proteinas estruturais (Figura 12), um resultado que
esta em clara concordancia com a andlise de proteinas estruturais de bacteriéfagos
por diferentes pesquisadores (MIHARA et al., 2016; SINGH et al., 2016; YUAN e
GAO, 2016; SIMOLIUNAS et al., 2014; ALVAREZ et al., 1972; KUMARI et al., 2010;
DRULIS-KAWA et al., 2011; JAMAL et al., 2015; DOMINGO-CALAP et al., 2020).

As andlises de difracdo de raios-X (DRX) realizadas as particulas
bacteriofagicas permitiram observar a presenca de dois cristalitos (Figura 13), com a
equacdo de Scherrer a relacionar o tamanho de tais cristalitos de tamanho sub-
micrométrico com o alargamento dos seus picos no padrdo de difracdo. Ainda que
muito pequenos, com diametros entre 43,16 nm e 85,65 nm, tais cristalitos podem

estar relacionados com estruturas externas nas particulas fagicas isoladas.

As particulas fagicas isoladas pertencem muito provavelmente a familia
Siphoviridae, uma vez que tém cauda longa e estreita sendo por isso bacteri6fagos
com material genético do tipo dsDNA, como se pode observar nas analises

realizadas por MET (Figure 14).

A formagcdo de placas fagicas em qualquer diluicAo € considerada uma
indicacéo de viruléncia do fago (ESTRELLA et al., 2016). A EOP é o namero relativo
de placas fagicas que uma suspensao estoque de bacteriéfago é capaz de produzir
num determinado hospedeiro bacteriano (CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004). A
EOP foi determinada para aquelas bactérias com resultados positivos no spot-
test.As particulas do fago PhL_UNISO_KP_CFR_ph0031 foram capazes de se ligar
as cepas Klebsiella pneumoniae (*10) e Klebsiella pneumoniae (*12) provenientes
de isolados clinicos (Tabela 3) e causar morte bacteriana, através de uma infeccao
abortiva e/ou via lise a partir de fora (lizes from without) (KUTTER, 2009; ABEDON,
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2011), mas nao foram capazes de produzir suficiente progénie fagica, e por isso a
EOP resultou nos baixos valores obtidos.

A eficacia do fago isolado neste trabalho de pesquisa foi também testada
contra outros géneros de bactérias patogénicas, mas nenhuma destas bactérias foi
infectada pelas particulas fagicas (Tabela 3) & excecdo de algumas cepas de

Klebsiella pneumoniae originarias de isolados clinicos humanos.

As caracteristicas de crescimento das particulas fagicas isoladas (Figura 16)
mostraram um tamanho de explosdo relativamente pequeno (16,6 UFP/célula
hospedeira), indicando que o fago se replica eficientemente nas células de Klebsiella

penumoniae com um periodo de laténcia relativamente curto (30 min).

O estabelecimento de um perfil de adsorcdo mostrou que ap6s 20 min de
contato das particulas bacteriofagicas com as células do hospedeiro bacteriano mais
de 98% das particulas do fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 tinham adsorvido as
células do hospedeiro bacteriano e que ap6s 30 min praticamente 100% das
particulas fagicas estavam adsorvidas no hospedeiro (Figura 17). Das 26 cepas de
Klebsiella pneumoniae provenientes de isolados clinicos e resistentes a multiplos
antibiéticos, o fago isolado foi capaz de infectar e lisar 42,3% delas, revelando assim
uma gama de hospedeiros alargada para cepas de Klebsiella pneumoniae (Tabela
3) que se mostraram resistentes a um grande numero de antibiéticos utilizados

exclusivamente em ambientes hospitalares (Tabelas 4 e 5).

O fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 provocou uma elevada reducdo no
crescimento de Klebsiella pneumoniae, mas o seu efeito ocorre apenas apos 4 h de
incubacéo (Figura 19a). A Klebsiella pneumoniae foi eficazmente inativada pelo fago
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 (Figura 19a), atingindo um méximo de inativacédo de
5,6 log UFC/mL e 7,5 log UFC/mL ap6s 6 h de incubacdo a uma MOI de 1 e 1000,
respectivamente. ApOs esse periodo de tempo, ainda que algumas bactérias nao
fossem inativadas pelo fago, a maior parte das bactérias inativadas ndo recomecou
a crescer apoés o tratamento. Entre 8 h e 24 h de tratamento com o fago a MOI 1 e
1000, a concentracdo bacteriana foi significativamente mais baixa que aquela

observada para a cultura ndo-tratada (Figura 19a).

Quando o fago PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 foi incubado na presenca do seu

hospedeiro, observou-se um aumento significativo na concentracdo de particulas
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fagicas (5,9 e 3,0 log UFP/mL) para a MOI de 1 e 1000, respectivamente (Figura
19b).

A -80 °C e a +25 °C, a presenca de trehalose nas solu¢des aquosas contendo
particulas bacteriofagicas conferiu protecao contra a dessecacao durante 0 processo
de armazenamento (Leung et al., 2017), e por isso o bacteriéfago PhL_UNISO_KP-

CFR_ph0031 devera ser armazenado nessas condigdes.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Para contornar o problema da aquisicado de resisténcia bacteriana as particulas
fagicas ja isoladas, o isolamento e caracterizacdo de outros bacteridfagos
estritamente liticos para outras subespécies do grupo Klebsiella pneumoniae,

permitiria produzir um coquetel fagico com um espectro litico bem mais abrangente.

As particulas bacteriofagicas poderdo também ser mais bem caracterizadas,
através de sequenciacdo do seu material genético e respectiva anotacao genbémica
com construcdo dos seus mapas gendmicos através de ferramentas de
bioinformética, para elucidacdo daqueles genes integrantes no seu genoma que
possam codificar para endolisinas. A producdo de endolisinas induzida pelos
bacteriéfagos poderia também levar ao seu isolamento e caracterizacdo, visando
potenciais aplicacbes na area da saude. Adicionalmente, poderiam ser realizados
estudos de estabilidade dos fagos a fatores abiéticos (pH, T, radiacdo UVB, radiacédo
solar), analises de microscopia eletrénica de transmissdo com crio-congelamento em

etano liquido dos fagos para observacdo da sua microestrutura e classificacao.

A realizacdo de ensaios de terapia fagica in vitro, utilizando os diferentes fagos
isolados de forma independente e com diferentes valores (intermédios) de MOI (0,1,
10, 100), assim como utilizando coquetéis dos fagos isolados, permitiria obter a

concentracdo ideal de fago para terapia fagica.

Também, uma identificacdo mais rigorosa das cepas de Klebsiella pneumoniae
provenientes de isolados clinicos poderia ser realizada atravées de analises
moleculares, por exemplo, pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), assim

como poderia ser realizada a serotipagem daquelas cepas.

Sera também fundamental avaliar o potencial de desenvolvimento de mutantes
resistentes de Klebsiella pneumoniae usando suspensdes de um Uunico fago e

coquetéis de diferentes fagos.

A realizacdo de ensaios de inativacdo (terapia fagica in vitro) adicionando
seguencialmente os fagos isolados, permitiria verificar se se evita o desenvolvimento

de resisténcias bacterianas aos mesmos.
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Por fim, o desenvolvimento de uma forma de veiculacdo das particulas fagicas
para administracdo por aerossolizacdo poderia ser uma mais valia, frente a
necessidade de combate desta bactéria no trato respiratorio, assim como a
formulacdo de uma suspensao que possa ser utilizada em dispositivos urinarios para

o controle de infec¢ao por esta bactéria em vias urinérias cateterizadas.
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1o extensive use of broad-spectrum antibiotics in hospitalised patients, which has led to both incre

and the development of multidrug-resistant strains that frequently produce extended-spectrum
against antibiotics. Many of these bacterial strains are highly virulent and exhibit a strong propensity to spread. In the research
in Sorocaba (Brazil) and

effort entertained herein, strictly lytic bacteriophage particles were isolated from Hospital

characterised as phage therapy candidates against Klebsiella pneumonia strains isolated from thirty elgm human clinical samples.
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both collection and clinical isolates, host range, and efficiency of plating (EOP) assays.

Experimental results and discussion
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Figure 1. Bacteriophage isolation and
plaque selection for phage amplification.

Figure 2. Lytic spectrum of hebsohtedbldamphlgelnl
bacterial lawn of a collection Klebsiella pneumoniae str:

Figure 3. Emetency of pmmq (EOP) of the bacteriophage Itohled in a bacterial lawn of a collection Klebsiella
s tested in the collection strain at dilutions

ranging from s mm Showing s eflecveness even afthe highest diution tesied.
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Figwe 4. Xiay diffaciogiam (XRD) of the
bacteriophage  PhL_UNISO_KP-
CFR_ph0031 suspension.
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Figure 5. UV-VIS spectrum of PhL_UNISO_KP-
CFR_ph0031 phage.

L0

§

%00 200010"  <soxt0”  asoxie”  s0ss0"  100a10"

Bacteriophage particle concentration (PFUs/mL)
Figure 6. Calibration curve produced for phage
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, allowing  to
obtain its molar extinction coefficient,
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Figure 7. Cmussae—shlnad

PhL_UNISO_¢ KP-CFR_pNJOM (lane Ph31)
and wide-range molecular weight markers
(lane M), allowing to observe the protein
profile of the bacteriophage.
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Figure 8. Negative-staining TEM photomicrograph

Figure 9. Results obtained for the spectra following application of 10 L droplets of the
concentrated bacteriophage PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 suspension onto bacterial lawns of the
several pathogenic multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae strains obtained from clinical isolates:
(a) anal swab, (b) urine. (c) urine, (d) anal swab, (e) urine, (f) urine, (g) urine, (h) anal swab, (i) anal
swab, () anal swab, (k) femur secretion, (1) urine, (m) urine, (n) blood culture, (o) catheter tip, (p)
urine, (q) anal swab, (r) urine, (s) urine, (t) anal swab, (u) urine, (v) anal swab, () anal swab, (x)
urine, (y) anal swab, (2) anal swab, (xx) collection strain.

The bacteriophage isolated and characterized produced clear plaques of bacterial lysis and exhibited a broad lytic
spectrum against several Klebsiella pneumoniae strains isolated from (human) clinical samples

The bacteriophage particles were capable of efficiently promote the lysis of the Klebsiella pneumoniae
strains comprising a collection of 38 clinical isolates originating from Hospital UNIMED Dr. Miguel Soeiro in Sorocaba
(Braz), thus exhibiting a number of properties indicative of potential se in phage cocklails for eradicating infections
caused by Klebsiella pneumoniae in humans.

Wavelength screening of the (propagated) bacteriophage suspension PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031 allows
observation of the wavelength producing maximum absorption of the concentrated phage suspension, and the
minimum absorption observed around 245 nm (allowing to infer about the absence of bacterial cell contaminants such
as cell debris and other intracytoplasmatic proteins released upon bacterial cell lysis, and concomitant presence of a
very high number of virions in the concentrated suspension).

The SDS-PAGE electrophoretogram performed to the isolated bacteriophage allowed to observe a protein profile with
a wide range of molecular weights.

The TEM analysis performed allows to conclude that the bacteriophage isolated most probably belongs to the
Myoviridae family.

Acknowledgements

FAPESP (S@o Paulo, Brazil: Refs. No. 2016/08884-3 and 2016/12234-4) and CNPq (Séo Paulo, Brazil: Research
ty (PQ) fellowship granted to Victor M. Balcdo, Refs. No. 306113/2014-7 and 308208/2017-0), is hereby

of
PhL_UNISO_KP-CFR_ph0031, ata magnification of
x129300,

gratefully acknowledged. Funding for Liiam Harada, Erica Siva and Welida Campos by UNISO, in the form of
scholarships, is hereby also gratefully acknowledged.




122

ANEXO B

Certificado do 22° EPIC: Encontro de Pesquisadores e de Iniciagcédo Cientifica

Universidade de Sorocaba (UNISO), 05-07 Nov. 2019.

* 22° Encontre de Pesquisadores
DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL: & de Iniclagko Clentifica
Salde e Bem-estar, promogao da vida saudavel para lodos * 17° Encontre de Extensio
¢ 2°E_PIBID

CERTIFICADO LSO

Certificamos que o poster do trabalho “ISOLAMENTO E
CARACTERIZA(;AO BACTERIOFAGOS COM ATIVIDADE LiTICA CONTRA
KLEBSIELLA PNEUMONIAE”, de autoria de FERNANDA DE CAMPOS
MORELI, WELIDA FRANCIELY CAMPOS, LILIAM KATSUE HARADA, ERICA
CAMPOS SILVA. ANAHI ARIADNE MIGUEL, THAIS JARDIM OLIVEIRA,
MARTA MARIA DUARTE CARVALHO VILA, VICTOR MANOEL BALCAO,
fol apresentado, neste dia, no 22° EPIC — Encontro de Pesquisadores e de
Iniciagao Cientifica, evento realizado de 05 a 07 de novembro de 2019, na
Universidade de Sorocaba (Uniso).

Sorocaba, 05 de novembro de 2019.

Prof, Dr. Joso Mimns de Oliveira Jr. mea Dra. Angela Faustmo Jozala
Pré-Reitor d\_e Fée-Graduagho, Pescuiea, Presidonte do Comissae Orcanizadoro
Cxiersao ¢ Inovagdo - “ropein dc EPIC. ENEX e E_PIB!D 2018




123

Poster do 22° EPIC: Encontro de Pesquisadores e de Iniciacao Cientifica

Universidade de Sorocaba (UNISO), 05-07 Nov. 2019.

*22° Encontro de Posquisadores.

DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL. e de Iniciacao Cientifica

+17° Encontro de Extensso

Ll UNISO

Isolamento e Caractenzagao de Bacteriéfagos com

Atividade Litica contra Klebsiella pneumoniae

Introdugao

A Kiebsiella pneumoniae emergiu como uma causa cada vez mais importante de infeccdes nosocomiais adauiridas na
mlm«um;»uwomwwod-mmamnmmmsmmmu o que

comunidade,
levou a0 aumento da col

OPhu eLab

l Lobseatory of Mﬂmnd Bacterieghoges

wmm&nmﬂzmmmme/wmmmnnmm Mmaauseepnbmmuo

‘espalhar. N:

am'amlw{aﬂnamamaun W«s«m(sn«)oumummma
amostras.

terapia fagica contra cepas de Kiebsiella pneumoniae isoladas de trinta e oito.

Metodologia

s cmctmlcnr (e vk et ke o Leclnfagie rckd vitiasto dn e e g o o

© UV-Vis, I

hn-nhn

Resultados Experimentais e Discussao

contra vavies

Bacteriophage isolation and placue selection
basod on distinct morphologios

B

T
iz o svoe3 tapste de

Figura 11solamento & producdo dos
Bacterdfagos

TN

m!.m“mmmmmmﬁma
Klebsiella pneumonise. A soluglo contendo o fago foi lestada nas cepas de
nas diuigSes de 10" 3 10% mostrando sua eficacia mesmo na ditma.
diluigo.
"
o
i:
%
o
=
i
& —
W i
Figura 4: Dtulvﬂvﬂlb)‘(mldlm
concentrada de bacrteridfagos Pl

o

CFR_phoo31.

proteico  do

s i i e 1w o 0 e e 4 e e
Waveseogth (v}

Figura 5: UV- VIS Espectro do fago: PhL_UNISO-
KP-CFR_ph0031.
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PhL_UNISO-KP-CFR_ph0031 em tapetes bacteriancs de cferentes cepas de
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Conclusao

. As particulas de bacterifagos foram capazes de lisar eficientemente a maioria das cepas de Kiebsiella pneumoniae,
compreondsndo ema colegdo Ge 38 lciados cicos de Sorocaba (Braed), exbindo ssskn varas propiedades hikatvas 0

potencial utiidade em coquetéis de terapia fagica.
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suspenso do fago concentrado e a absorg@o minima, observada em tomo de 245 nm (permitindo inferir sobre a auséncia de
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