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RESUMO

As bactérias tém-se tornado cada vez mais resistentes devido ao uso incorreto e exacerbado de
antibioticos, gerando infec¢des persistentes. As enterobactérias, pertencentes a microbiota de
seres humanos e animais tém um enorme potencial de desenvolver doengas quando estao em
situacdes de disbiose. Dentre elas, destaca-se a Klebsiella pneumoniae, sobretudo as cepas
produtoras de carbapenemase, uma enzima que as torna ainda mais resistentes a maior parte
dos antibioticos. Além disso, estdo constantemente envolvidas em infecgdes hospitalares,
acometendo principalmente o trato urinario, pulmdes e se espalhando pela corrente sanguinea,
levando a quadros de sepse. Tendo em vista a falta de novos antibidticos com potencial
terapéutico para combaté-las, ressurgem como alternativa o uso de bacteriofagos, virus
altamente especificos que possuem a capacidade de eliminar apenas bactérias-alvo, controlando
a infeccao de forma a minimizar o comprometimento sistémico do individuo. Nesse sentido, o
objetivo desse trabalho foi realizar o isolamento e a caracterizagdo fisico-quimica preliminar de
um bacteriofago litico para Klebsiella pneumoniae NCTC-13439, produtora de carbapenemase.
Para isso coletaram-se amostras ambientais, as quais foram utilizadas nas etapas de
enriquecimento, isolamento, propagacao e purificacao, além da determinacao do titulo fagico.
Com o fago ja isolado foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica preliminar, visando andlise
espectrofotométrica por varredura espectral UV-Vis, determinagdo do coeficiente de extingao
molar, determinacdo do perfil de proteinas estruturais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), e caracteristicas morfoldgicas por Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET). O titulo fagico obtido foi de 4,62x10%° UFP/mL, na varredura espectral UV-Vis a
absorvancia maxima observada ocorreu no comprimento de onda de 256 nm, enquanto o ponto
de menor abosrvancia foi de 244 nm, relacionado a alta concentragdo de virions e baixa
concentragdo de debris celulares e outros interferentes proteicos citoplasmaticos. O coeficiente
de extingdo molar obtido foi de [IvB KpnS UnisolE = 3.792x10° (PFU/mL)'scm’, na

eletroforese SDS-PAGE, os pesos moleculares das proteinas estruturais variaram entre 34 -
169 kDa. As particulas fagicas isoladas mostraram-se pertencentes a ordem Caudovirales e,
muito provavelmente a familia Siphoviridae, mas a confirmacio apenas pode ser obtida apds
o0 sequenciamento de seu genoma.
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1 INTRODUCAO

Os antibiodticos foram um advento inovador, visto que combatiam infecgdes multiplas
com eficiéncia e de forma pratica, porém com o passar do tempo estdo sendo utilizados de

DOI: 10.51161/iii-conamic/13759



Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V.4,N°1, 2023

forma abusiva e incorreta, fazendo com que as bactérias se adaptem, evoluam e sejam
selecionadas a ponto de resistirem a maior parte dos antibidticos disponiveis, tornando o
tratamento custoso e potencialmente toxico (ALOS, 2014). Devido a dificuldade em encontrar
outros agentes antimicrobianos capazes de combaterem as chamadas “superbactérias”,
associado a diminuicdo do investimento em pesquisas para esse fim, terapias alternativas
tornam-se extremamente necessarias, trazendo de volta ao foco os bacteriéfagos, que ja haviam
sido descobertos antes mesmo da penicilina (PAIVA ef al., 2013). Os bacteriofagos sao virus
altamente especificos, pois possuem a capacidade de infectar e destruir apenas bactérias-alvo,
tornando a infec¢do de células humanas improvavel (PRINCIPI; SILVESTRI; ESPOSITO,
2019). Sao ubiquos no meio ambiente, encontrando-se no solo, lagos e esgotos, onde
normalmente suas bactérias hospedeiras também estdo. Por serem entidades naturais e
renovaveis, diminuem a preocupagao relacionada as chances de resisténcia bacteriana (NECA,
2022). Apresentam a vantagem de controlar a infeccdo sem causar efeitos colaterais a
microbiota, pois ndo possuem metabolismo préprio, sendo naturalmente eliminados pelo
organismo, quando as células bacterianas hospedeiras sdo extinguidas (HARADA et al., 2022).
Sao utilizados em diversos tratamentos, tanto para combater bactérias fitopatogé€nicas que
acometem plantacdes (PEREIRA et al., 2021), quanto para tratar infeccdes multirresistentes
em animais e humanos (BALCAO et al., 2022). Atualmente, estudam-se sistemas delivery para
que cheguem ao local da infec¢dao sem que sejam eliminados pelo sistema imunitario, podendo
ser aplicados por via intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, topica ou inalatoria (QADIR,;
MOBEEN; MASSOD, 2018). A bactéria Klebsiella pneumoniae ¢ um bacilo Gram-negativo,
frequentemente associado a infec¢des de cunho hospitalar, tendo em vista sua resisténcia em
superficies abidticas como materiais cirargicos, comumente relacionados a entubagdo
(DANTAS; GURIJEL, 2021). Considerando ser pertencente a familia Enterobacteriacea, ¢é
comensal na microbiota de humanos e animais, encontrando-se presente mais expressivamente
no trato gastrointestinal e nasofaringeo (RAMPHAL; AMBROSE, 2006). Devido ao seu carater
oportunista, causam infec¢des principalmente em neonatos € em organismos
imunossuprimidos. Quando em condi¢cdes de disbiose, podem desencadear diferentes
enfermidades dependendo da espécie acometida, sendo as principais manifestagdes clinicas
relacionadas ao trato geniturinario, pulmdes, pele, podendo levar a quadros de sepse quando
atingem a corrente sanguinea (MOXLEY, 2013). Os antibioticos possuem diversos
mecanismos de agdo, isso faz com que as bactérias desenvolvam diferentes mecanismos de
defesa, podendo adquirir a capacidade de degradar ou inativar o antibidtico, mudar a
permeabilidade da membrana celular impedindo sua entrada na célula, ou mutando a ponto de
ndo se adequar mais ao alvo de um determinado antibiotico de modo que nao seja afetada
(LIMA; BENJAMIN; SANTOS, 2017). O grupo das enterobactérias, sobretudo a Klebsiella
pneumoniae, possuem como mecanismo de resisténcia a produgdo de carbapenemase, beta-
lactamase de espectro ampliado, tornando o tratamento normalmente utilizado insuficiente para
combater essas infecgdes, inativando antibidticos da classe dos carbapenémicos (terminados
em penem) e principios ativos de beta lactamicos, como cefalosporinas e penicilinas (SIEBERT
et al., 2014). Neste cendrio, o isolamento de novos bacteriéfagos vem se tornando uma
alternativa viavel, em virtude de possuirem diversas vantagens em relacao aos antimicrobianos
convencionais, além de pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de antibidticos perderem
investimento para tratamentos de doengas cronicas que dao mais retorno financeiro para a
industria farmacéutica (KARUMIDZE et al., 2013). Portanto, a elaboracdo de coquetéis
contendo bacteriofagos com caracteristicas conhecidas, devidamente identificados e
caracterizados, visto que cada virus possui comportamentos diferentes em relagdo a sua
atividade litica, ¢ de extrema importancia para combater com maior eficiéncia e seguranga
infecgdes causadas por bactérias multirresistentes (EL-SHIBINY; EL-SAHHAR, 2017). Essa
abordagem terapé€utica utilizando bacteridéfagos ja ¢ muito comum em paises como Polonia e
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Georgia, atualmente no Brasil sdo permitidas apenas pesquisas sobre esse fim (SOUSA, 2020).
Por esse motivo, o presente trabalho visa contribuir positivamente com a divulgagdo dessa
ferramenta para tratamento de infecgdes por bactérias multirresistentes, incentivando pesquisas
alternativas ao uso de antibioticos.

2 MATERIAL E METODOS

As metodologia utilizada foram realizada de acordo com o trabalho publicado por
Balcao et al. (2022), Silva et al. (2020) e Harada et al. (2022). Enriquecimento: O isolamento
foi realizado a partir do enriquecimento de 50ul de uma aliquota do esgoto do Hospital
Veterinario da Universidade de Sorocaba, adicionando-se a mesma quantia de meio de cultura
TSB 2X (Trypticase Soy Broth 2X) mais 5 mL da bactéria hospedeira, sendo incubado a 37 °C
por 24h. Spot test: Para constatar a presenca de bacteriofagos liticos, foi realizado um spot test
(teste da gota). Uma gota de 50 uL do enriquecimento foi aplicada num tapete bacteriano (4 mL
de Top Agar (Molten) mais 100 uL. de suspensao bacteriana) em uma placa de Petri com meio
nutritivo TSA (Tryptic Soy Agar). A placa foi incubada nas mesmas condi¢des. Isolamento: O
isolamento consistiu em molhar a ponta de um palito estéril na solugdo obtida e espalhar, com
uma tira de papel filtro, na placa de Petri contendo tapete bacteriano, com o objetivo de esgotar
a solucdo para que as placas de lises se mostrassem separadamente. A placa foi incubada nas
mesmas condigdes, sendo o processo foi repetido por 4 vezes, sempre escolhendo uma lise
isolada, que foi passada de uma placa para outra, até a obten¢do de morfologias liticas
semelhantes.Propagacio: O bacteridfago isolado foi propagado através da técnica do palito
estéril, mergulhado na suspensdo fagica e usado para espetar em linha numa placa de Petri
contendo uma camada de tapete bacteriano, e espalhado com papel filtro, usando 20 placas de
Petri de 90 mm de didmetro. As placas de Petri foram incubadas durante a noite a 37 °C. Apos
incubacdo, 5 mL de tampdo fagico SM (NaCl 100 mM; MgS04.7H20 8 mM; Tris-Cl (1 M,
pH 7,5) 50 mM; gelatina 0,002% (m/v) foram adicionados a cada placa ¢ as mesmas
incubadas novamente durante a noite a 4 °C. Apo6s esse periodo foi feita a Purificacio: Foram
adicionados 9 mL da suspensdo obtida forma centrifugado a 2500 rpm por 20 minutos com 1
mL de cloroférmio, o sobrenadante foi coletado e filtrado através de filtros de 0,20 pm, com o
auxilio de uma seringa de 5 m, para remocao de células bacterianas ou debris. Determinacio
do Titulo Fagico: Foram preparadas dilui¢des sequenciais de 50 ulL da suspensdo de
bacteriofagos em 450 uL de tampao fagico SM. Trés gotas de 10 uL de cada diluigdo foram
plaqueadas sobre o tapete bacteriano, e as placas sdo incubadas a 37 °C por 4 h, possibilitando
a contagem das placas de lise fagicas para a obtengdo do titulo fagico
através da equagdo:

Titulo fagico (E) = UFPx —— x . :

mil Diluicio Vinéeulo(MmL)

Varredura Espectral UV Vis: Em uma cubeta de quartzo foram adicionados 200 uL da
suspensdo se bacteriofagos e 1800 pl. de tampao fagico SM, e a absorvancia lida no
espectofotdmetro entre 190 nm e 1100 nm. Isso ¢ feito para a determinacao do ponto maximo
e minimo de absor¢do, procedimento descrito por Rios et al., (2018) e Silva et al., (2020).
Coeficiente de extincdo molar: Foram preparadas cinco diluicdes em tampao fagico (até um
volume total de 2000 ul), usando diferentes volumes
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de suspensdo concentrada dos bacteriotagos (10, 25, 50, 100, 150 € 200 pL). As dilui¢des foram
lidas no espectofotdmetro ao comprimento de onda que produziu a maxima absorvancia das
particulas fagicas, determinada pela varredura UV-VIS, e a 320 nm (comprimento de onda onde
existe pouca absor¢cdo de luz pelos cromoforos das particulas fagicas). Ajustou-se depois a
equacao de Beer-Lambert para obter o coeficiente de extincdo molar das particulas
bacteriofagicas isoladas. Eletroforese SDS-PAGE: A suspensdo contendo bacteridéfagos fo
adicionada a um volume igual (500 pL) de tampao de disrupg¢ao (1,51% (m/v) Tris-Base; 0,5%
(v/v) [l-mercaptoetanol; 4% (m/v) SDS; 10% (v/v) glicerol; e 0,012% (m/v) azul de
bromofenol) em um tubo Eppendorf® (com a sua tampa previamente perfurada por uma agulha
aquecida) e aquecido a 100 °C durante 10 min. Em seguida, realizou-se a analise eletroforética
do sobrenadante das amostras (20 puL) que sdo colocadas em pocos ao lado dos marcadores de
peso molecular (5 uL 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) que servirdo
de guia para a analise das proteinas. O gel de poliacrilamida, preparado pela polimerizagao de
acrilamida e bisacrilamida (gel de concentracdo com 5% (m/m) acrilamida-bisacrilamida / gel
de separagdo com 12% (m/m) acrilamida-bisacrilamida) corridos a uma voltagem de 200 V, 20
mA por gel, 20 W, durante 60 min, sendo que apds a corrida os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue R-250 e fotografados em alta resolucdo para analise posterior.
Microscopia Eletronica de Transmissdo: Para essa analise foram preparadas grades de cobre
de 3 mm de didmetro (Ultrathin Formvar/Carbon on a 200 mesh copper grid, Electron
Microscopy Sciences, Hatfield PA, EUA), contendo a solugdo concentra de bacteriéfagos. A
fim de promover a adesdo da amostra na sua superficie as grelhas foram previamente
submetidas ao procedimento de descarga luminescente, com corrente elétrica de 15 mA, carga
negativa e 25s de descarga. A coloracao das amostras foi efetuada através da aplicagao de 3 pulL
de uma solu¢do aquosa de acetato de uranila a 2% (m/m), deixando-se secar ao ar. Apos 30s, o
excesso de solucao de acetato de uranila foi cuidadosamente removido utilizando papel filtro
convencional. Particulas do fago apds a coloragdo negativa com acetato de uranila (Sigma-
Aldrich, St.Louis MO, EUA) a 2% (m/m) e pH 7, seguindo o procedimento descrito por (Balcao
et al. 2022) foram analisados pela técnica de microscopia eletronica em um Microscopio
Eletronico de Transmissdo de JEOL (modelo JEM 2100, Tokyo, Japan), envolvendo um
filamento LaB6, operado a 200 kV e com resolu¢ao de 0,23 nm; Camera de alta resolugdo CCD
da GATAN Inc. (modelo ORIUS™ 832.J4850 SC1000B, Pleasanton CA, U.S.A.) com uma
resolugdo de 11 Mp (4.0 x 2.7 k pixels / 9x9 um?2) foi utilizado para aquisi¢ao das imagens
digitais, pelo software Gatan Microscopy Suite (Digital Micrograph from Gatan Inc., version
2.11.1404.0).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o isolamento de um bacteri6fago sugere-se a coleta de aguas residuais, visto que
se encontram onde suas bactérias hospedeiras também estao, portanto foi coletada uma amostra
de 50 mL do esgoto do hospital veterinario da Universidade de Sorocaba, devido a Klebsiella
pneumoniae ser uma bactéria constantemente associada a infecgdes hospitalares, acometendo
tanto humanos quanto animais. A amostra foi enriquecida com TSB 2X (meio de cultura mais
concentrado) junto a uma aliquota da bactéria hospedeira, com o objetivo de aumentar a
concentragcdo de particulas fagicas. Apds a etapa purificagdo, 50 uL da solugdo purificada foi
pingada em uma placa de Petri contendo tapete bacteriano para a realizacao do spot test (teste
da gota), onde foi constatada a presenca de bacteriofagos estritamente liticos para Klebsiella
pneumoniae NCTC-13439 produtora de carbapenemase, como pode ser observado na Figura 1.
Ap6s a constatagdo da presenca de fagos, iniciou-se o processo de isolamento, apenas uma lise
da primeira placa foi selecionada e picada em uma segunda placa e assim sucessivamente, 0
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processo foi repetido quatro vezes até a obtencdo de uma placa de Petri contendo lises fagicas
com morfologias semelhantes, indicando que o isolamento foi bem-sucedido (Figura 2). Apenas
uma lise da placa contendo morfologias semelhantes é passada para 20 placas de Petri contendo
o0 tapete bacteriano, com o auxilio de palito e tiras de papel de filtro estéreis, apds a incubagao
nas mesmas condi¢des sdo adicionados 5 mL de tampao fagico em cada placa, ¢ mantidas a 4
°C por mais 24 h. Apds esse periodo de tempo, o tampao foi recolhido e passou por mais uma
etapa de purificacdo, até a obten¢do da suspensdo final do bacteriéfago denominado
vB KpnS UnisolE. Para a determinacdo do titulo fagico, as dilui¢des seriadas da solugdo
concentrada de bacteriofagos obtida foi plaqueada em agar de dupla camada contendo a cepa
da bactéria hospedeira. Foram determinados os numeros das unidades formadoras de placas
(UFPs) para cada dilui¢do, visando a quantificacdo dos titulos das suspensdes estoque do
bacteriofago isolado. Apos a contagem das placas de lise, obteve-se o titulo fagico de 4,62x10%
UFP/mL, um resultado considerado muito alto, devido as lises fagicas se mostrarem incontaveis
até a décima sétima dilui¢do (Figura 3).

Figura 1. Placa de Petri contendo spot fest
do enriquecimento.

Figura 2. Sequéncia de placas utilizadasFigura 3. Placas de Petri contendo as|
no isolamento fagico. dilui¢des para a obteng¢do do titulo fagico.

Com a realizagdo da varredura espectral na regido UV-Vis da suspensao do bacteriofago
vB KpnS UnisolE, observou-se o ponto minimo de absor¢do em torno de 244 nm e um
maximo de absor¢do a 256 nm, valores que estdo dentro do padrao para solu¢des contendo
bacteridfagos, variando conforme a pureza da solug¢do analisada. De acordo com a varredura
espectral apresentada na Figura 4, a suspensdo fagica apresentou grande quantidade de
particulas viricas e poucos contaminantes como debris celulares e proteinas plasmaticas
bacterianas (RIOS et al., 2018; PINHEIRO et al., 2019a).
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R? = 9.98587E-01
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(Abs 320 nm)

: 1.0000

0.5000
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O R, N W b

(Abs 256nm)

230 250 270 290 0.0000 -
R 0.00000E+00 5.00000E+25
Comprimento de onda (nm) Concentraggo de bacteriéfagos (UFP/mL)

Figura 4. Varredura espectral na zona UV-Vis. [Figura 5. Relagdo linear entre absorvancial
corrigida e concentragdo de particulas|
fagicas.

A curva de calibragdo corresponde a relacdo linear entre os valores de absorbancia
corrigida e a concentracdo de particulas bacteriofagicas. Com os resultados obtidos na varredura
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UV-Vis, a curva de calibragdo produzida com as absorvancias a 256 nm (ponto maximo
observado) corrigidas para 320 nm, permitiu determinar o coeficiente de extingdo molar através
da equagdo de Beer-Lambert, o qual foi de ['vB_KpnS_UnisolE = 3.792x10?° (PFU/mL)

feem™ (Figura 5). A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) permitiu a determinacdo do perfil de proteinas estruturais das particulas fagicas e
respetivos pesos moleculares, variando de 34 a 169 kDa. O electroforetograma corado com
Coomassie exibido na Figura 6 permitiu produzir uma curva de calibragdao para as proteinas
na lane de marcadores de peso molecular (lane M), resultando na equagdo linear Log(MW,
kDa) = - 3,1104x* + 5,9025x2 - 4,2848x (r= 0.9968) (Figura 7).

& y=-3.3827x% + 6,1485x - 4.23x + 2.6561
: R? = 0.9965

6.Figura 7. Curva de calibragaolFigura 8. Fotomicrografia de

Electroforetograma dodas proteinas. microscopia eletronica de
fago transmissao (MET) do bacteriofago,
vB KpnS UnisolE. vB KpnS UnisolE.

Em relacdo a microscopia eletronica de transmissao, a suspensdo de fagos colocada nas
grades de cobre foi analisada minuciosamente, podendo-se concluir que as particulas
bacteriofagicas isoladas pertencem a ordem Caudovirales, ou seja, possuem DNA de fita dupla
como material genético, e pertencem muito provavelmente a familia Siphoviridae, mas para
confirmag¢do mais definida deve ser realizado o sequenciamento do seu genoma.

4 CONCLUSAO

O bacteriofago denominado vB_KpnS UnisolE, isolado a partir de amostra coletada
no esgoto do Hospital Veterinario da Universidade de Sorocaba (Sorocaba/SP, Brasil),
apresentou um elevado potencial litico, mesmo quando diluido diversas vezes. Através da
caracterizagdo fisico-quimicas preliminar, foi possivel constatar que a suspensdo contendo o
bacteridfago isolado possui grande quantidade de particulas viricas e poucos contaminantes
como debris celulares e proteinas citoplasmaticas, além de uma grande quantidade de proteinas
estruturais. Adicionalmente, o fago isolado mostrou pertencer a ordem Caudovirales e muito
provavelmente a familia Siphoviridae, mais ensaios devem ser feitos para melhor identificagao
das caracteristicas do fago, como por exemplo caracterizagdo biologica e gendmica, com o
intuito de desenvolver formulagdes para a aplicacdo de terapia fagica através de sistemas de
delivery com segurancga e efetividade comprovadas.
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