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Resumo

A resisténcia bacteriana a antibidticos continua a ser um desafio critico para a saude
publica, ressaltando a importéncia de se investigar alternativas terapéuticas. Este
trabalho teve como objetivo avaliar diferentes condigbes de cultivo de bacteriofagos
direcionados a Klebsiella quasipneumoniae, uma bactéria oportunista que pode
apresentar cepas resistentes a multiplos antibidticos. Foram utilizados quatro
bacteriofagos isolados de uma amostra do Rio Aricanduva, em S&o Paulo, juntamente
com a cepa bacteriana utilizada no seu isolamento. As variaveis testadas incluiram a
adicdo de MgSO, e/ou CaCl, ao meio de cultura e incubagdo em temperaturas de 30
°C e 37 °C. Os resultados indicaram que tanto a temperatura quanto a adi¢ao dos sais
ao meio ndo impactaram significativamente a replicagdo dos fagos. A otimizagao do
cultivo dos fagos, com o objetivo de aumentar sua produgdo, € essencial para a
potencial utilizagdo desses bacteriofagos como alternativa viavel para o controle de

infecgdes causadas por K. quasipneumoniae e K. pneumoniae.

Palavras-chave: Bacteriofago, Klebsiella quasipneumoniae, fagoterapia, resisténcia

a antimicrobianos.



Abstract

Bacterial resistance to antibiotics continues to be a critical challenge for public health,
highlighting the importance of investigating alternative therapeutic options. This study
aimed to evaluate different cultivation conditions of bacteriophages of Klebsiella
quasipneumoniae, an opportunistic bacterium that may present strains that are
resistant to multiple antibiotics. Four bacteriophages isolated from a sample of the
Aricanduva River, in Sdo Paulo, were used, along with the bacterial strain that was
used to isolate them. The variables tested included addition of MgSO, and/or CaCl, to
the culture medium and incubation at temperatures of 30 °C and 37 °C. The results
indicated that the different conditions did not significantly impact replication of the
phages. Optimization of the phage cultivation, in order to increase its production, is
essential for the potential use of bacteriophages as a viable alternative for controlling

K. quasipneumoniae and K. pneumoniae infections.

Keywords: Bacteriophage, Klebsiella quasipneumoniae, phage therapy, antimicrobial

resistance.



1. Introducéo

A resisténcia bacteriana € uma das maiores preocupacdes de saude
publica global, exacerbada pelo uso indiscriminado de antibiéticos. Muitas
bactérias tém adquirido e propagado genes de resisténcia, dificultando o
tratamento eficaz de infecgbes graves. Um exemplo disso é a Kilebsiella
quasipneumoniae, pertencente ao complexo Klebsiella pneumoniae, que tem se
destacado por sua caracteristica de algumas de suas cepas apresentar
resisténcia a multiplos antimicrobianos, especialmente em ambientes
hospitalares (EFFAH et al., 2020). Essa bactéria oportunista € conhecida por
causar infec¢gbes graves, como pneumonia, infec¢des urinarias e septicemia,
especialmente em pacientes imunocomprometidos, o que torna sua erradicacao
extremamente dificil (CASSINI et al., 2019)

O uso extensivo de antibidticos, particularmente de amplo espectro como
os carbapenemos, gerou pressao seletiva sobre bactérias como a K
quasipneumoniae, resultando no surgimento de cepas multirresistentes. Com a
eficacia reduzida dos antibidticos disponiveis, surgem infecgdes dificeis de se
tratar, aumentando a morbidade e a mortalidade, especialmente em ambientes
hospitalares (VENTOLA, 2015). O desenvolvimento de alternativas terapéuticas
tornou-se uma prioridade e os bacteridfagos (fagos) sdo uma dessas solugdes
promissoras (GORSKI et al., 2012).

Bacteridéfagos sao virus que infectam bactérias com alta especificidade,
permitindo que ataquem bactérias-alvo sem prejudicar a microbiota benéfica do
hospedeiro (CLOKIE et al., 2011). Eles podem se replicar por dois principais
ciclos: o ciclo litico, no qual o fago usa a célula bacteriana para produzir novas
particulas virais, levando a ruptura da célula hospedeira, e o ciclo lisogénico, em
que o DNA do fago se integra ao genoma bacteriano, permanecendo latente até
ser ativado (PRINCIPI; SILVESTRI; ESPOSITO, 2019). Bacteriofagos sao os
organismos mais abundantes do planeta, encontrados em ambientes como

solos, aguas doces e salgadas, e intestinos de animais, com concentra¢des
muito altas em ambientes aquaticos (DION et al., 2020). Além disso, ao contrario

dos antibidticos, os fagos coevoluem com suas bactérias hospedeiras, uma



caracteristica que Ihes permite superar a resisténcia bacteriana ao longo do
tempo (KORTRIGHT et al., 2019).

A K. quasipneumoniae € uma bactéria capaz de formar biofilmes,
estruturas altamente organizadas de células bacterianas aderidas a superficies
e protegidas por uma matriz extracelular, frequentemente associadas a
dispositivos médicos como cateteres e ventiladores. Esses biofilmes
representam um desafio significativo no tratamento com antibi6ticos devido a sua
resisténcia intrinseca (GORSKI et al.,2020). No entanto, estudos recentes
demonstraram que bacteridfagos, como o MKP-1, possuem atividade litica
eficiente contra biofilmes dessa bactéria, auxiliada pela secrecdo de enzimas
depolimerases que degradam a matriz extracelular, expondo as células
bacterianas ao ataque fagico (OSMAN et al., 2023). Além disso, abordagens que
combinam bacteriéfagos e antibidticos mostraram eficacia aumentada na
eliminacao de biofilmes e na reducéo da densidade bacteriana, evidenciando o
potencial da fagoterapia como uma ferramenta terapéutica promissora contra
infecgdes cronicas e multirresistentes (DAS, KALEDHONKAR, 2024).

Para que a fagoterapia seja viavel em escala clinica, € necessario otimizar
as condi¢des de cultivo dos fagos, como a composi¢gdo do meio de cultura e a
temperatura de incubacdo, para obtengdo de grande quantidade desses
virus(GILL; HYMAN, 2010). Estudos mostram que a adicao de ions como Mg?*
e Ca?" pode aumentar a eficiéncia da adsorg¢ao dos fagos as células bacterianas,
melhorando sua replicacdo(HARPER et al., 2014). Além disso, a temperatura
também pode afetar diretamente a replicacdo viral, como, por exemplo, a
incubacao a 37 °C acelerar a replicagao, mas também podem aumentar o risco
de desestabilizag&o viral (ABEDON et al., 2011).

Este estudo tem como objetivo avaliar a adicdo de MgSO, e CaCl, ao
meio de cultura, além de testar duas temperaturas de incubagao (30 °C e 37 °C)
para determinar quais condicbes favorecem a produgcédo de fagos de K
quasipneumoniae. A escolha desta bactéria se justifica por sua relevancia clinica
e pela necessidade urgente de desenvolver novas estratégias terapéuticas de
combate a infecgdes virais causadas por cepas multirresistentes desta bactéria
(LIN, KOSKELLA, LIN, 2017).



2. Material e Métodos

2.1. Cepa Bacteriana

A cepa K. quasipneumoniae ATCC 700603 foi gentilmente cedida pelas
Profas. Dras. Rosineide Marques Ribas e Sabrina Royer do Laboratério de
Microbiologia Molecular (MICROMOL) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). Esta cepa foi utilizada para o isolamento e a propagacédo de

bacteriéfagos.
2.2. Cultivo Bacteriano

A K. quasipneumoniae foi cultivada em meio Luria-Bertani (LB — triptona
1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%) a 37 °C, com agitagédo constante de 200
rom, até atingir a fase exponencial (OD600 ~0,6). Essa cultura foi utilizada como

hospedeira para a propagacao dos fagos (LI, et al.,2021).
2.3. Isolamento de Bacteridéfagos

Foram isolados quatro bacteriofagos (vB_Kg-KgP1, vB_Kqg-KgP3, vB_Kg-
KgP4 e vB_Kqg-KgP5) a partir de amostra de efluente coletada no Rio
Aricanduva, Sdo Paulo. O isolamento e purificagdo dos bacteri6fagos foram
realizados pelo estudante de mestrado Pedro Antonio Moraes Souza, do
Programa de Pés-Graduagdao em Imunologia e Parasitologia Aplicadas, do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU e membro da equipe do laboratério
onde o presente estudo foi feito. Para isso, os protocolos utilizados foram
baseados nas metodologias descritas por Townsend et al. (2021) e Yousefi et al.
(2023), com modificagbes. De maneira breve, a amostra do Rio Aricanduva foi
tratada com cloroférmio, centrifugada e o sobrenadante foi filtrado com filtro
estéril de 0,22 um. Em seguida, uma aliquota foi adicionada a suspenséao da K.
quasipneumoniae em fase logaritmica de crescimento em caldo LB e a amostra
foi incubada overnight a 37 °C sob agitacao. O cultivo foi tratado com cloroférmio,
centrifugado e o sobrenadante transferido para novo tubo estéril, que foi

estocado a - 20 °C. Com a observacéao de lise com a deposi¢cao desta amostra



sobre tapete de células de K. quasipneumoniae, foi realizada a purificagao dos

fagos em trés passos conforme descrito acima.
2.4. Condigdes de Cultivo dos Bacteriofagos

Os bacteriéfagos foram inoculados, individualmente, as suspensdes de
bactéria e cultivados em LB, LB contendo MgSO, 10 mM, LB contendo CaCl, 10
mM ou LB contendo MgSO4 10 mM e CaCl2 10 mM. As temperaturas de
incubacao foram de 30 °C e 37 °C em todas as amostras testadas. Apds a
incubacédo por 12 h sob agitagdo em cada condi¢cdo, as suspensdes foram
tratadas com cloroférmio, centrifugadas, os sobrenadantes foram transferidos
para microtubos estéreis e armazenados a -20 °C. A concentracao (titulo) de
bacteriéfago obtida em cada condigao foi realizada por meio de diluicdo seriada
e contagem de unidades formadoras de placas (PFU) sendo aplicada a uma

condic&o de controle so6 utilizando o LB.

Figurab1: Processo de titulagdo dos bacteri6fagos em gramados de K.
quasipneumoniae (ATCC 700603).v



2.5. Avaliagao do Titulo Viral

Os titulos virais foram determinados utilizando-se a técnica de
plagueamento de diluicbes das amostras de fagos sobre o tapete de células de
K. quasipneumoniae(ABEDON et al., 2011). Apds a incubacéo, foi realizada a
contagem de placas de lise da diluigdo apropriada e os titulos virais foram

expressos em PFU/mL.
2.6. Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o teste One-Way ANOVA, do
tipo nao paramétrico (Krusal-wallis), os valores foram considerados
estatisticamente significantes quando p < 0,05 e foi aplicado o pos teste de

Dunn’s para verificar diferenga entre cada grupo.



3. Resultados

Para se determinar se a adicdo de MgSO, e/ou CaCl, e a incubagao a
30 °C ou 37 °C influenciariam no cultivo dos quatro bacteriéfagos isolados por
nossa equipe, apdés a incubagao, as amostras dos fagos foram submetidas a
titulacdo, utilizando tapetes de células da K. quasipneumoniae e diluicbes de
cada suspensao do virus. Em alguns casos, a multiplicagdo do bacteriofago n&o
ocorreu e o titulo (zero) néo foi considerado (no cultivo controle do fago vB_Kq-
KgP3 a 37 °C; nos cultivos do fago vB_Kqg-KgP4 a 37 °C com MgSOs4 e com
CaClz separadamente; e nos cultivos controle, com CaClz e com MgSO4/CaCl2
do fago vB_Kg-KgP5 a 37 °C). Os titulos virais variaram de 1 x 10° PFU/mL
(vB_Kg-KgP1 a 37 °C com MgSOs4; vB_Kqg-KgP3 a 37 °C com CaClz; vB_Kg-
KgP4 a 37 °C com MgSO4; vB_Kg-KgP5 a 30 °C com MgSO4/CaClz, a 37 °C
controle e com MgS0Qa) a 7,5 x 10" PFU/mL (vB_Kg-KgP1 com MgSQ4/CaCl2)
(Figura 2). Apesar desta variacdo, a comparagao entre as condi¢des indicou n&o
haver diferengca estatisticamente significante (todos os valores de p foram

maiores que 0,05).
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Figura 2: Titulo viral dos cultivos de quatro bacteriéfagos (vB_Kqg-KgP1, vB_Kg-KqP3, vB_Kg-KqgP4 e vB_Kqg-KqP5) de K. quasipneumoniae cepa ATCC
700603, na presenga de MgSO4 e/ou CaClz e a 30 °C ou 37 °C. Como controle, foi utilizado o meio LB (sem MgSQO4 ou CaClz). Todos os cultivos foram
realizados em triplicada e cada circulo, vazio ou preenchido, representa o titulo viral. Quando ndo houve multiplicagcdo do fago no cultivo, o respectivo titulo

viral (zero) foi removido do calculo estatistico. A linha horizontal maior representa a mediana e as linhas menores, o desvio padrao



4. Discussao

Apesar dos estudos que relataram a importancia dos ions metalicos na
adsorcdo e replicagdo dos bacteriofagos (STRATHDEE et al.,2023;
(HARGREAVES; KROPINSKI; CLOKIE, 2014), os resultados do presente estudo
indicam que a adi¢ao dos ions Mg?* e Ca?" ao meio nao apresentaram influéncia

nos cultivos dos bacteridfagos isolados por nossa equipe.

A auséncia de diferenca significativa entre as temperaturas de 30 °C e 37
°C para o cultivo dos fagos tem implicagbes importantes, pois confirma que os
bacteriéfagos mantém sua atividade litica na temperatura corporal humana.
Como exemplo, estudos recentes demonstraram que bacteriéfagos isolados
contra K. quasipneumoniae foram capazes de infectar e lisar diferentes cepas
dessa bactéria, incluindo cepas resistentes a multiplos antibioticos. Isso sugere
que esses fagos possuem um potencial terapéutico robusto, especialmente no
combate a infecgdes hospitalares associadas a biofilmes e dispositivos médicos
(LI, et al.,2024). Esses resultados reforcam a viabilidade da fagoterapia como
uma abordagem alternativa no enfrentamento de infecgbes bacterianas
complexas (DICKS, VERMEULEN,2024).

A quantidade de fagos a serem utilizados em terapia varia de acordo com
o local da infec¢do bacteriana. Em ensaio clinico com pacientes humanos com
otite crénica causada por Pseudomona aeruginosa, o tratamento foi realizado
com um coquetel contendo seis fagos, administrados na quantidade de 10° PFU
de cada fago, em dose de 200 pL, resultando em diminuicao significativa na
quantidade de bactérias para 56,9%, 17,4% e 23,9% nos dias 7, 21 e 42 do inicio
do tratamento, respectivamente (WRIGHT et al., 2009). Em outro estudo,
camundongos foram inoculados intraperitonialmente com Enterococcus faecium
resistentes a vancomicina. Diferentes quantidades de fagos foram inoculadas da
mesma maneira apos 45 minutos da inoculacao da bactéria e aqueles inoculados

com 3x108 e 3x10° PFUs se recuperaram totalmente, enquanto aqueles que



receberam doses de 3x10* e 3x108 PFUs, 40% e 60%, respectivamente, se
recuperaram (BISWAS et al., 2002).

Ainda que n&o tenha sido detectada diferenga significativa no titulo viral
nas diferentes condi¢cdes avaliadas, os titulos obtidos para os fagos utilizados
estdo compativeis para sua utilizagdo como terapia. Por outro lado, embora os
resultados sejam promissores, € necessario considerar que a produgao em larga
escala de bacteriofagos ainda apresenta desafios técnicos. A padronizagéo da
producdo e a garantia de estabilidade dos fagos ao longo do tempo séo fatores
cruciais para que a fagoterapia se torne uma opcéao viavel em contextos clinicos
(WRIGHT et al., 2009). Além disso, analises de custo e viabilidade econémica
da fagoterapia em grande escala terdo um impacto critico na adogéo clinica
(FURFARO; PAYNE; CHOONG, 2018).

Por fim, a terapia com fagos combinando diferentes fagos sera uma
estratégia promissora importante para maximizar a eficacia terapéutica. Essa
abordagem pode aumentar a diversidade geral dos fagos disponiveis e melhorar
os desfechos clinicos, especialmente em infecgdes complexas (WITTEBOLE;
DE ROOCK; OPAL, 2014)

Contudo, para que a fagoterapia se torne amplamente adotada, desafios
técnicos e regulatérios ainda precisam ser superados. A produgao em larga
escala de fagos deve ser padronizada, e estudos clinicos em humanos s&o
necessarios para garantir a seguranca e eficacia dos tratamentos. A medida que
a crise da resisténcia bacteriana se intensifica, a fagoterapia emerge como uma
solugdo promissora e inovadora, capaz de transformar o cenario atual de
tratamento de infecgbes (PIRES et al.,2020).



5. Conclusao

Este estudo avaliou o potencial da fagoterapia para tratar infec¢oes
causada por K. quasipneumoniae multirresistentes, destacando desafios na
producao em larga escala de bacteriéfagos. Apesar de as condigdes de cultivo
testadas, como variacdo de temperatura e adicdo de sais, ndo terem
demonstrado aumentos significativos nos titulos virais, os resultados sugerem
que outros fatores, como caracteristicas genéticas dos fagos e da cepa
hospedeira, podem ser determinantes na replicagdo viral. Esses achados
reforcam a necessidade de mais estudos para compreender 0s mecanismos que
influenciam a eficiéncia da produgéo de fagos e a padronizagéo de protocolos.
Embora nao conclusivos, os resultados confirmam o potencial terapéutico dos
bacteriéfagos e apontam estratégias futuras, como a combinacédo de fagos e
otimizagcdo de processos, para viabilizar sua aplicagao clinica em infecgcbes

bacterianas resistentes.



7. Referéncias

ABEDON, S. T. et al. Phage treatment of human infections. Bacteriophage,
v.1,n. 2, p. 66-85, 2011.

CASSINI, A. et al. Attributable deaths and disability-adjusted life-years
caused by infections with antibiotic-resistant bacteria in the EU and the
European Economic Area in 2015: a population-level modelling analysis.
The Lancet infectious diseases, v. 19, n. 1, p. 5666, 2019.

CLOKIE, M. R. et al. Phages in nature. Bacteriophage, v. 1, n. 1, p. 3145,
2011.

DAS, S.; KALEDHONKAR, S. Physiochemical characterization of a
potential Klebsiella phage MKP-1 and analysis of its application in reducing
biofilm formation. Frontiers in microbiology, v. 15, 2024.

DICKS, L. M. T.; VERMEULEN, W. Bacteriophage-host interactions and the
therapeutic potential of bacteriophages. Viruses, v. 16, n. , 2024.

DION, M. B.; OECHSLIN, F.; MOINEAU, S. Phage diversity, genomics and
phylogeny. Nature reviews. Microbiology, v. 18, n. 3, p. 125-138, 2020.

EFFAH, C. Y. et al. Klebsiella pneumoniae: an increasing threat to public
health. Annals of clinical microbiology and antimicrobials, v. 19, n. 1,
p. 1, 2020.

FURFARO, L. L.; PAYNE, M. S.; CHANG, B. J. Bacteriophage therapy:
Clinical trials and regulatory hurdles. Frontiers in cellular and infection
microbiology, v. 8, p. 376, 2018.

GILL, J. J.; HYMAN, P. Phage choice, isolation, and preparation for phage
therapy. Current pharmaceutical biotechnology, v. 11, n. 1, p. 2-14,
2010.

GORSKI, A. et al. Phage as a modulator of immune responses: practical
implications for phage therapy. Advances in virus research, v. 83, p. 41—
71, 2012.

GORSKI, A. et al. The fall and rise of phage therapy in modern medicine.
Expert opinion on biological therapy, v. 19, n. 11, p. 1115-1117, 2019.

HARGREAVES, K. R.; KROPINSKI, A. M.; CLOKIE, M. R. J. What does the
talking?: quorum sensing signalling genes discovered in a bacteriophage
genome. PloS one, v. 9, n. 1, p. e85131, 2014.

HARPER, D. et al. Bacteriophages and biofilms. Antibiotics (Basel,
Switzerland), v. 3, n. 3, p. 270-284, 2014.

KORTRIGHT, K. E. et al. Phage therapy: A renewed approach to combat
antibiotic-resistant bacteria. Cell host & microbe, v. 25, n. 2, p. 219-232,
2019.



LI, J. et al. Ackermannviridae bacteriophage against carbapenem-resistant
Klebsiella pneumoniae of capsular type 64. Frontiers in microbiology, v.
15, p. 1462459, 2024.

LIN, D. M.; KOSKELLA, B.; LIN, H. C. Phage therapy: An alternative to
antibiotics in the age of multi-drug resistance. World journal of
gastrointestinal pharmacology and therapeutics, v. 8, n. 3, p. 162-173,
2017.

OSMAN, A.-H. et al. The potential of bacteriophage-antibiotic combination
therapy in treating infections with multidrug-resistant bacteria. Antibiotics
(Basel, Switzerland), v. 12, n. 8, 2023.

PIRES, D. P. et al. Current challenges and future opportunities of phage
therapy. FEMS microbiology reviews, v. 44, n. 6, p. 684—-700, 2020.

PRINCIPI, N.; SILVESTRI, E.; ESPOSITO, S. Advantages and limitations
of bacteriophages for the treatment of bacterial infections. Frontiers in
pharmacology, v. 10, p. 513, 2019.

STRATHDEE, S. A. et al. Phage therapy: From biological mechanisms to
future directions. Cell, v. 186, n. 1, p. 17-31, 2023.

SULAKVELIDZE, A.; ALAVIDZE, Z.; MORRIS, J. G., Jr. Bacteriophage
therapy. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 45, n. 3, p. 649-659,
001.

TOWNSEND, E. M. et al. Isolation and characterization of Klebsiella phages
for phage therapy. PHAGE (New Rochelle, N.Y.),v.2,n. 1, p. 2642, 2021.

VENTOLA, C. L. The antibiotic resistance crisis: part 1: causes and threats.
P & T: a peer-reviewed journal for formulary management, v. 40, n. 4,
p. 277-283, 2015.

WITTEBOLE, X.; DE ROOCK, S.; OPAL, S. M. A historical overview of
bacteriophage therapy as an alternative to antibiotics for the treatment of
bacterial pathogens. Virulence, v. 5, n. 1, p. 226-235, 2014.

WRIGHT, A. et al. A controlled clinical trial of a therapeutic bacteriophage
preparation in chronic otitis due to antibiotic-resistant Pseudomonas
aeruginosa; a preliminary report of efficacy. Clinical otolaryngology:
official journal of ENT-UK; official journal of Netherlands Society for
Oto-Rhino-Laryngology & Cervico-Facial Surgery, v. 34, n. 4, p. 349
357, 2009.



