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RESUMO

Um dos maiores desafios de saude publica dos dias atuais € o tratamento de infec¢des severas
por bactérias oportunistas multi ou panresistentes, como Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii. Antibidticos de ultima linha amplamente utilizados, como os
carbapenens, ndo sdo mais tdo eficazes devido ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia bacteriana. Outras classes com maior poder de debelar os patdgenos, como as
glicilciclinas e as polimixinas, também enfrentam o aumento exponencial de resisténcia,
gerando um contingente de pacientes cujas infecgdes sdo simplesmente intrataveis. Conhecendo
os mecanismos de resisténcia que essas duas espécies t€ém desenvolvido ao longo do tempo, €
urgente a busca de alternativas ao uso dos antibioticos para o tratamento de infec¢des por
isolados multirresistentes. Dentro dessa perspectiva, o emprego dos bacteriéfagos tem se
mostrado promissor, pois o desenvolvimento cientifico-tecnologico atual possibilita o
isolamento de fagos liticos vislumbrando seu emprego na terapéutica adequada. O objetivo do
presente trabalho foi isolar e caracterizar bacteridéfagos liticos a partir de esgoto hospitalar,
avaliando sua atividade diante de isolados clinicos de P. aeruginosa e A. baumannii
multirresistentes (MDR). O esgoto foi coletado de um hospital localizado no litoral norte do
Estado (RS). Os 22 isolados bacterianos oriundos de dois laboratdrios tiveram o seu perfil de
sensibilidade aos antibioticos determinado segundo Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST) para checar a condicdo de MDR. A pesquisa de profago foi
realizada para excluir as bactérias com fagos lisogénicos. Os demais isolados de P. aeruginosa
e A. baumannii (12) foram expostos ao filtrado do esgoto no ensaio em sobrecamada de agar,
para isolamento de fagos liticos. Laboratorialmente, foram encontrados cinco fagos liticos
especificos para P. aeruginosa, oriundos de trés diferentes amostras, mas nenhum fago para A.
baumannii. Pode-se observar que o esgoto hospitalar ¢ uma fonte interessante para o isolamento
de fagos liticos ativos sobre bactérias de interesse clinico, como P. aeruginosa MDR. A
caracterizacdo molecular de fagos apropriados para biocontrole de patdégenos € essencial para
qualquer tratamento a base de bacteriofagos. A perspectiva ¢ que tais fagos possam ter

aplicabilidade como agentes para o controle de infec¢des nao-complicadas.

Palavras-chave: fagos; bacilos ndo-fermentadores; ensaio de placa.



ABSTRACT

One of the biggest public health challenges of today is the treatment of severe infections by
multi or pan-resistant opportunistic bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter baumannii. Broad spectrum antibiotics, such as carbapenens, are no longer
effective due to the development of mechanisms of bacterial resistance. Other classes with
greater power to quell pathogens, such as glycylcyclines and polymyxins, also face an
exponential increase in resistance, generating a contingent of patients whose infections are
simply intractable. Knowing the resistance mechanisms that these two species have developed
over time, the search for alternatives to the use of antibiotics for the treatment of infections by
multidrug-resistant isolates is urgent. Within this perspective, the use of bacteriophages has
been defined as promising, as the current scientific and technological development allows the
isolation of lytic phages, envisioning their use in the specialty. The aim of the present study
was to isolate and characterize lytic bacteriophages from hospital sewage, evaluating its activity
in the presence of multidrug-resistant (MDR) P. aeruginosa and A. baumannii isolates. The
sewage collected from a hospital located on the north coast of RS. The 22 bacterial isolates
from two laboratories had their antibiotic sensitivity profile determined according to the
Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) to check the condition
of MDR. The prophage search was performed to exclude bacteria with lysogenic phages. The
5 isolates of P. aeruginosa and 7 isolates of 4. baumannii were exposed to the sewage filtrate
in the agar overlay assay, for isolation of lytic phages. In the laboratory, five specific lytic
phages were found for P. aeruginosa, from three different samples, but no phage for 4.
baumannii. I has been demonstrated that hospital sewage is an interesting source of the isolation
of active lytic phages on bacterial of clinical interest, such as P. aeruginosa MDR. Molecular
characterization of phages suitable for biocontrol of pathogens is essential for any treatment
based on bacteriophages. The perspective is that such phages may have applicability in the

treatment of uncomplicated infections.

Keywords: phages; non-fermenting bacilli; lysis plate assay.



1 INTRODUCAO

A descoberta, comercializagdo e administragao de antibioticos, considerado uma das
grandes invengdes médicas da historia, revolucionou a medicina moderna, alterando o
paradigma terapéutico e dando sobrevida e cura a milhdes de pacientes por décadas.
Infelizmente o avango da resisténcia bacteriana, considerado pela Organizacao das Nacgdes
Unidas — ONU, como um dos trés maiores desafios em saude publica do século 21, tem
ameacgado vidas e colocado a comunidade médica em alerta. Além da associagdo com o
aumento da mortalidade, a resisténcia antimicrobiana traz um impacto economico de mais de
20 bilhdes de dolares por ano somente nos Estados Unidos, com uma projecdo de perdas na
casa de 100 trilhdes de doélares no mundo todo em 2050 (MUNITA; ARIAS, 2016).

A multirresisténcia ¢ bastante comum entre bacilos Gram-negativos, em particular entre
espécies clinicamente relevantes e essencialmente nosocomiais, tais como Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa. A definicdo de MDR (multi-drug resistant, ou
multirresistente) € a ndo-sensibilidade bacteriana adquirida a pelo menos um agente em trés ou
mais classes de antibidticos. Normalmente, tais bactérias possuem varios mecanismos de
resisténcia que podem, inclusive, levar a panresisténcia (POTRON; POIREL; NORDMANN,
2015; VICKERS et al., 2018). Como consequéncia, infeccdes por MDR levam a uma reducao
nas opg¢des terapéuticas e um desfecho desfavoravel especialmente ao paciente critico e
imunocomprometido infectado por A. baumannii e P. aeruginosa (BASSETTI et al., 2018;
HAIDAR et al., 2017).

P. aeruginosa e A. baumannii sdo bactérias notoriamente conhecidas pela sua viruléncia
e plasticidade genética, que permitem rapidamente a incorporacao de novos mecanismos de
resisténcia a praticamente todas as classes de antibidticos, desde beta-lactdmicos,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, passando por antibidticos de ultimo recurso como as
polimixinas (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015; MUNITA; ARIAS, 2016; SANTOS;
NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; VANEGAS-MUNERA; RONCANCIO-VILLAMIL;
JIMENEZ-QUICENO 2014; TOUSSAINT; GALLAGHER, 2015).

A terapia com bacteriéfagos tem despertado interesse nas Ultimas décadas como
alternativa a crescente onda de resisténcia bacteriana frente aos antibidticos, uma vez que a
fagoterapia emprega fagos liticos com atividade para bactérias especificas, principalmente as
com amplo espectro de resisténcia (CISEK et al., 2017, MACIEJEWSKA; OLSZAK;
DRULIS-KAWA, 2018; BAHARUDDIN et al., 2017).



Bacteriofagos sdo virus que possuem a capacidade de infectar somente procariotos,
utilizando todo maquinério bioquimico bacteriano em seu favor. Descobertos de maneira
independente por Twort em 1915 e por d’Hérelle em 1917, sdo os agentes mais abundantes do
planeta e desempenham papel fundamental no equilibrio microbiano (WITTEBOLE; DE
ROOCK; OPAL, 2014; ORLOVA, 2012; KURTBOKE, 2012). Os bacteriofagos sao
facilmente recuperados de esgoto, fezes e do solo, e seus nimeros sdo tipicamente de 3 a 10
vezes maiores do que as contagens bacterianas, embora ocorram variagdes entre o0s
ecossistemas (KURTBOKE, 2012; WHITHEY et al., 2005).

Assim como os demais virus, os fagos sao intracelulares obrigatorios e sao divididos de
acordo com o tipo de ciclo desenvolvido ao infectarem as bactérias: litico ou lisogénico
(ORLOVA, 2012; APREA et al., 2015). Para o emprego da fagoterapia, o interesse recai entre
os fagos que realizam o ciclo litico, especialmente os pertencentes a trés familias da ordem
Caudovirales: Myoviridae, Syphoviridae e Podoviridae (WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL,
2014; HARPER; ANDERSON; ENRIGHT, 2011).

No ciclo litico, o fago realiza a adsor¢ao a membrana externa bacteriana, libera seu DNA
induzindo alteragdes na sintese proteica bacteriana visando a produgdo de novos fagos. Esta
dindmica consome praticamente todos os recursos celulares, levando a bactéria ao
enfraquecimento, colapso e consequente lise, liberando os fagos no espago extracelular. Estes
irdo infectar novas células e repetir o ciclo de replicagdo viral (ORLOVA, 2012, HARPER;
ANDERSON; ENRIGHT, 2011).

Diante do exposto, o presente estudo buscou isolar bacteriéfagos, a partir de esgoto
hospitalar, que apresentassem atividade litica sobre isolados multirresistentes de P. aeruginosa
e A. baumannii. A perspectiva ¢ que a descoberta de fagos ativos sobre a bactéria possa
contribuir para o melhor conhecimento desses virus, representando uma alternativa futura em
terapias isoladas, coquetéis de fagos ou como adjuvantes no tratamento de infecgdes nao-

complicadas por bactérias MDR.



1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 INFECCOES POR Pseudomonas aeruginosa E Acinetobacter baumannii

Um dos mais importantes desafios para os médicos € o tratamento eficaz das infecc¢des
causadas por bacilos Gram-negativos (BGNs) devido ao aumento da resisténcia antimicrobiana.
Entre os BGNs envolvidos em infecgdes, P. aeruginosa tem um papel importante,
especialmente em pacientes criticos e imunocomprometidos, pois a resisténcia aos
antimicrobianos leva a uma séria restricdo de opgoes terapéuticas (BASSETTI et al., 2018),
somado ao progndstico desfavoravel nas infec¢des por cepas multirresistentes (HAIDAR et al.,
2017). Além da viruléncia da propria bactéria, o desfecho da infecgdo ¢ modulado por fatores
relacionados ao tratamento (demora para instituir a terapia, utilizacao prévia de antibioticos) e
também ao hospedeiro (doencgas de base, colonizacao do trato digestivo, fonte da infecg¢ao e/ou
severidade da apresentacdo da fase aguda da doenca). P. aeruginosa também ¢ a maior causa
de bacteremia nosocomial, com uma taxa de mortalidade associada superior a 30% (JUAN;
PENA; OLIVER, 2017).

Outra importante bactéria associada as infec¢des nosocomiais ¢ 4. baumannii. Tal
microrganismo possui duas caracteristicas criticas: habilidade de sobreviver em superficies
animadas e inanimadas por longos periodos (até 5 meses) podendo causar agravos endémicos,
e resisténcia a multiplos antibidticos, incluindo os carbapenens, o que complica o tratamento
(MARTIN-ASPAS et al., 2018; ZHANG et al., 2017). Estima-se que, anualmente, ha 45.000
casos de infec¢des por A. baumannii nos Estados Unidos, sendo 7.300 por MDR, resultando
em 500 obitos por ano, além de 1 milhdo de casos em todo mundo (LOGAN et al., 2018). A
propagacdo mundial de A. baumannii MDR, em especial os isolados resistentes aos
carbapenens, ¢ entendida como um fenomeno clonal. Em estudo molecular de meados dos anos
2.000, descobriu-se que metade dos 500 isolados de MDR coletados em todo o mundo
pertenciam ao Clone Europeu II, também chamado de Worldwide Clone 2 (DOI; MURRAY;
PELEG, 2015).

Diante das opgdes terapéuticas disponiveis atualmente para tratamento de infec¢des por
P. aeruginosa, aquelas que sao utilizadas em maior escala e que ainda apresentam menores
taxas de resisténcia sdo a piperacilina-tazobactam, ceftazidima, aminoglicosideos e

carbapenens. Notadamente, isolados oriundos de escarro e sangue mostraram maior resisténcia



aos carbapenens comparado a isolados de outros sitios, sugerindo a necessidade de cautela na
escolha do antibiotico utilizado para tratar infecgdes do trato respiratorio (XIE et al., 2017).
Mesmo a combinagdo de carbapenens ou piperacilina-tazobactam com adjuvantes no
tratamento de infec¢des graves, como os aminoglicosideos, se mostrou dificultosa devido a
resisténcia cruzada entre essas classes de antimicrobianos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Para o tratamento de infecgdes por A. baumannii multirresistentes atualmente nao ha
consenso estabelecido. Varios antibidticos tém sido utilizados e percebe-se que a terapia
combinada de colistina com sulbactam ou tigeciclina tem trazido beneficios adicionais no
sucesso terapéutico do que o uso da colistina de maneira isolada, devido ao seu potencial

nefrotéxico (KENGKLA, 2018).

1.1.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE AMPLO ESPECTRO

As bactérias em geral possuem marcante plasticidade genética que as permite responder
a uma ampla gama de ameagas ambientais, inclusive os antibioticos. 4. baumannii e P.
aeruginosa ocupam um importante espago entre as bactérias multirresistentes
predominantemente isoladas em ambiente hospitalar, pelo fato de incorporarem com rapidez
novos mecanismos de resisténcia. A resisténcia a multiplas classes de antibioticos, em especial
as cefalosporinas e carbapenems, esta crescendo mundialmente (POTRON; POIREL;
NORDMANN, 2015; MUNITA; ARIAS, 2016).

A partir de uma perspectiva evolucionaria, a bactéria utiliza duas principais estratégias
para evadir aos antibioticos. Primeiramente, a muta¢do em genes associados com a ac¢do do
farmaco, decorrendo de um dos seguintes mecanismos: i) alteragdo no sitio de a¢do, diminuindo
a afinidade pela droga; ii) diminuicao da absor¢do do farmaco por alteragdo nas porinas; iii)
ativacdo de bombas de efluxo para expelir as moléculas nocivas a bactérias; iv) ou degradacao
enzimatica (Figura 1). Em segundo lugar, pode também ocorrer a aquisicdo de DNA exogeno,
através da transferéncia horizontal de genes (THG), que ocorre através de 3 estratégias
principais: i) transformacao, pela incorporagcdo de DNA nu; ii) transdu¢do, mediada por fagos
e, iii) conjugagao com outro DNA bacteriano por plasmideos ou transposons (MUNITA;

ARIAS, 2016; SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; ANDERSEN, 2015).



Figura 1 - Mecanismos de resisténcia aos antibioticos
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Fonte: ANDERSEN, 2015.

Os principais mecanismos de resisténcia encontrados em A. baumannii e P. aeruginosa
conferem resisténcia a beta-lactamicos (compreendem as classes de beta-lactamases A, B, C e
D de Ambler) (Tabela 1), aminoglicosideos (metilagdo do RNA ribossomal), fluoroquinolonas
(mutagao de topoisomerases € bombas de efluxo), tigeciclina (também bombas de efluxo) e
colistina (alteragao na biossintese de lipopolissacarideos) (POTRON; POIREL; NORDMANN,
2015; SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; VANEGAS-MUNERA; RONCANCIO-
VILLAMIL; JIMENEZ-QUICENO 2014; TOUSSAINT; GALLAGHER, 2015).

Tabela 1 — Classificacdo das beta-lactamases segundo Ambler

Ambler Molecular

Type Class Characteristics Examples of Enzymes

Narrow-spectrum f3- A Hydrolyze penicillin; produced primarily by Staphylococcal penicillinase,
lactamases'>'®"? Enterobacteriaceae TEM-1, TEM-2, SHV-I

Extended-spectrum A Hydrolyze narrow and extended-spectrum f3- SHV-2, CTX-M-I5, PER-1, VEB-|
B-lactamases® lactam antibiotics

Serine carbapenemases® A Hydrolyze carbapenems KPC-I, IMI-1, SME-|

Metallo-B-lactamases?' B Hydrolyze carbapenems VIM-1, IMP-1, NDM-|

Cephalosporinases'*#*%* C Hydrolyze cephamycins and some oxyimino f3- AmpC, P99, ACT-1, CMY-2,

lactams; inducible; chromosomally mediated FOX-1, MIR-1
OXA-type enzymes™? D Hydrolyze oxacillin, oxyimino f3-lactams, and OXA enzymes

carbapenems; produced by Pseudomonas
aeruginosa and Acinetobacter baumannii

Fonte: TOUSSAINT; GALLAGHER, 2015.

Beta-Lactamases de Espectro Ampliado — ESBL’s (Classe A de Ambler)

Essas enzimas sao produzidas por algumas bactérias, que hidrolisam as pontes de amido
dos anéis beta-lactimicos. Confere resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de terceira geracao
e monobactans, mas possui modesta ou nenhuma atividade contra cefamicinas e carbapenens.

As mais comuns em A. baumannii ¢ P. aeruginosa sao os subtipos PER-, GES- ¢ VEB-, ¢



raramente TEM- e SHV- (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015; MUNITA; ARIAS, 2016;
PATHAK et al., 2017).

Carbapenemases (Classe A de Ambler)

Chamadas de serina-carbapenemases, essas enzimas levam a uma diminuicdo da
expressdo de porinas na membrana, que sdo os canais por onde os carbapenems penetram na
c¢lula bacteriana. Confere resisténcia aos beta-lactamicos e sdo inibidos por acido clavulanico
e tazobactam; hidrolisam o aztreonam, mas ndo as cefamicinas. As mais comumente
encontradas nos ndo-fermentadores sdo a KPC e algumas variantes de GES-, como GES-5 e
GES-18 (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015; MUNITA; ARIAS, 2016; SANTOS;
NOGUEIRA; MENDONCA, 2015). No Brasil ja foram identificadas as variantes GES-1, GES-
5 e GES-11 (SILVA JUNIOR et al., 2017).

Metalo-beta-lactamases — MBL’s (Classe B de Ambler)

As MBL’s sao capazes de hidrolisar os carbapenens e outros beta-lactaimicos, com
excecdo dos monobactans, sem serem inibidas pelos inibidores de beta-lactamase. Sua
capacidade de atacar os anéis beta-lactamicos se d& pela utilizagdo ions como cofator,
principalmente o zinco. Pouco frequentes em A. baumannii, as enzimas mais comumente
identificadas sdo IMP-, VIM-, SIM- e NDM-. Em P. aeruginosa, além dos anteriores, soma-se
a SPM- (especifica dessa espécie) e GIM- (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015;
MUNITA; ARIAS, 2016; SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015).

Cefalosporinases (Classe C de Ambler)

Tanto 4. baumannii quanto a P. aeruginosa naturalmente possuem um gene que codifica
uma cefalosporinase do tipo AmpC, capaz de conferir resisténcia a todas penicilinas e beta-
lactamicos, incluindo cefamicinas, ndo sendo inibida pelo dcido clavulanico e possuindo pouca
acdo contra o aztreonam. Entretanto, normalmente o gene que codifica a AmpC esta reprimido
e com a exposicao a baixas concentracdes de antibidticos beta-lactamicos — particularmente o
imipenem — ocorre a producao reversa dessa enzima (POTRON; POIREL; NORDMANN,
2015; MUNITA; ARIAS, 2016; SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015).

Oxacilinases (Classe D de Ambler)
Diferentemente das penicilinases de classe A, as oxacilinases hidrolisam as oxacilinas,

como o nome sugere. Muitas variantes sao conhecidas, incluindo enzimas com a capacidade de



degradar cefalosporinas de terceira geracdo (por exemplo a OXA-11 da P. aeruginosa) e
carbapenens, como a OXA-23 do A. baumannii, espécies nas quais sdo particularmente
prevalentes. Inclusive, isolados dessa ultima que carregam enzimas OXA- normalmente
apresentam alta resisténcia aos carbapenens devido a presenga de outros mecanismos de
resisténcia, como mutacdo das porinas ou bombas de efluxo. A maioria das oxacilinases de
espectro ampliado ¢ codificada por plasmideos ou integrons, o que contribui para uma
disseminagdo em nivel global de maneira muito rapida (MUNITA; ARIAS, 2016; SANTOS;
NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; SIMNER et al., 2017, GOKMEN et al., 2016). Nos ultimos
anos, se observou a disseminagdo da variante OXA-24 no Brasil (ROCHA et al., 2017).

Ampla resisténcia a aminoglicosideos e fluoroquinolonas

Aminoglicosideos sdo amplamente utilizados no tratamento de infecgdes severas, € 0s
mecanismos de resisténcia mais comuns sdo a metilacdo do RNA ribossomal, além da bomba
de efluxo e diminui¢do da permeabilidade da membrana. Cepas de A. baumannii normalmente
possuem o gene ArmA que codifica enzima responsavel por alta resisténcia aos
aminoglicosideos, frequentemente identificada em OXA-23. Além de ArmA, isolados de P.
aeruginosa expressam principalmente as enzimas AAC que conferem resisténcia a todos os
aminoglicosideos, exceto estreptomicina (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015;
SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; VANEGAS-MUNERA; RONCANCIO-
VILLAMIL; JIMENEZ-QUICENO, 2014).

O mecanismo de resisténcia as fluoroquinolonas conhecido para as espécies acima sao
as mutagdes no sistema de regulacao das bombas de efluxo e no gene gyrA, que codifica a
DNA-girase e/ou topoisomerase IV (POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015; MUNITA;
ARIAS, 2016; SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015).

Resisténcia a tigeciclina e polimixinas

A tigeciclina, um semissintético derivado da minociclina, possui boa atividade contra
A. baumannii e bons resultados clinicos tém sido reportados. Entretanto, ha casos de resisténcia,
possivelmente pela modulagdo positiva da bomba de efluxo AdeABC (POTRON; POIREL;
NORDMANN, 2015; VANEGAS-MUNERA; RONCANCIO-VILLAMIL; JIMENEZ-
QUICENO, 2014).

Colistina (Polimixina E), ¢ um antibiotico policationico de polipeptideos ciclicos, que
interage com a membrana externa bacteriana lipopolissacaridica (LPS), solubilizando-a e

alterando sua permeabilidade (SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; ZHANG et al.,
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2017). Anteriormente utilizada nas décadas de 1960 e 1970, as polimixinas acabaram sendo
abandonadas devido a sua toxicidade, mas acabaram sendo reintroduzidas como ultimo recurso
terapéutico no tratamento de infec¢des graves por Acinetobacter sp. e P. aeruginosa.
Entretanto, isolados panresistentes, incluindo aqueles resistentes a colistina, ja foram
observados, causando infecgdes possivelmente nado-tratdveis (BECEIRO et al., 2013). Dois
diferentes mecanismos de resisténcia a colistina foram caracterizados em A. baumannii: um
envolve a completa inativacao do caminho biossintético do Lipideo A e perda da superficie do
LPS. O outro ¢ a mutagao nos genes pmrA ou pmrB, que modificam as regides do LPS em que
se encontram o lipideo A (VANEGAS-MUNERA; RONCANCIO-VILLAMIL; JIMENEZ-
QUICENO, 2014; BECEIRO et al., 2013).

1.1.3 BACTERIOFAGOS

Sdo chamados de bacteriéfagos os virus que infectam as bactérias e usam os seus
recursos. A palavra “bacteriofago” vem do latim comer bactéria, isso porque bacteriofagos
podem lisar completamente algumas bactérias. Frequentemente chamados de fagos, foram
descobertos em 1915 por Frederick William Twort e também descritos e devidamente
classificados por Félix Hubert d’Hérelle em 1917, através da observagado da lise de culturas de
Shigella com a adig¢@o de um filtrado livre de bactérias obtido a partir do esgoto. Além de cunhar
o termo bacteriofago, este ultimo postulou sobre a multiplicagdo intracelular dos virus e
introduziu a fagoterapia no tratamento de doengas infecciosas (KURTBOKE, 2012;
ACKERMANN, 2003; WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL, 2014; ORLOVA, 2012).

Assim como as bactérias, os bacteridfagos sao ubiquos e estdo diretamente relacionados
com a quantidade de bactérias presente no ambiente. Representam a forma de vida mais
abundante do planeta com uma estimativa de 10° bacteriofagos, sendo de 10* a 10® virions por
mililitro nos sistemas aquaticos e cerca de 10° virions por grama no solo. Além disso,
desempenham um importante papel na manuten¢do do equilibrio microbiano do planeta e sao
facilmente encontrados no solo, fezes e esgoto (KURTBOKE, 2012; WITTEBOLE; DE
ROOCK; OPAL, 2014).

No inicio do século passado, a utilizagao experimental dos bacteriéfagos na fagoterapia
levou a muitos anos de resultados varidveis, por motivos como dificuldades no entendimento

da biologia dos fagos, técnicas inadequadas, entre outros. Adicionalmente, a instauracdo da
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antibioticoterapia nos anos 40 levou a um concomitante declinio em seu uso como alternativa
terapéutica. Entretanto, a ultima década demonstra o ressurgimento no interesse pela utilizagao
dos fagos como agentes antibacterianos, com o desenvolvimento do sequenciamento gendmico
das espécies e compreensdao maior do seu potencial nessa tarefa (O’FLAHERTY; ROSS;

COFFEY, 2009).

Caracterizacao e mecanismo de infeccao por bacteriofagos

Bacterioéfagos sao virus que reconhecem as bactérias como seus hospedeiros especificos,
atuando como um parasita intracelular obrigatorio. Todos os fagos conhecidos podem ser
divididos em dois grupos principais, de acordo com o tipo de infeccdo que causam as bactérias:
através do ciclo litico ou do ciclo lisogénico (WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL, 2014;
ORLOVA, 2012; APREA et al., 2015).

Fagos liticos sdo inimigos naturais dos procariotos, pois uma vez que tenham infectado
a célula, a lise ¢ a consequéncia final de sua replicacdo (APREA et al., 2015). No ciclo litico, a
liberacdo do DNA do fago induz a mudang¢a no maquinario proteico da bactéria em seu proprio
beneficio, para producao de 50 a 200 novos fagos em questao de poucos minutos, o que requer
praticamente todos os recursos celulares, levando ao enfraquecimento e rompimento da
bactéria, com subsequente liberagcdo dos novos fagos no espago extracelular (ORLOVA, 2012;
HARPER; ANDERSON; ENRIGHT, 2011).

Ja o ciclo lisogénico ¢ caracterizado pela integracdo do DNA do fago ao genoma do
hospedeiro (que pode ocorrer também por plasmideo) e consequente replicagdo do DNA
bacteriano com o genoma viral a ser herdado pelas novas bactérias (Figura 2). Essa transmissao
pode ser levada a muitas geracdes de bactérias sem qualquer dano metabdlico, permanecendo
em estado latente. Entretanto em determinado momento, através de algum evento externo como
mudangas ambientais, alteragdo no metabolismo ou danos por agentes quimicos, o fago pode
reverter seu ciclo para o litico, liberando novos fagos (ORLOVA, 2012; HARPER;
ANDERSON; ENRIGHT, 2011; MIRZAEI, MAURICE, 2017).

Apesar de j& terem sido descritos mais de 6 mil diferentes bacteri6fagos, para a
fagoterapia ¢ mandatério o uso de fagos liticos, representados principalmente por 3 familias da
ordem Caudovirales, caracterizados por possuirem cauda e fita dupla de DNA (dsDNA):
Myoviridae (com cauda longa, rigida e contratil), Syphoviridae (cauda longa, flexivel e ndo
contratil) e Podoviridae (cauda curta e nao contratil) (WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL,
2014; HARPER; ANDERSON; ENRIGHT, 2011). A classificagdo taxondmica das familias

integrantes a ordem Caudovirales pode ser observada na Figura 3 (ICVT, 2021).
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Figura 2 — Os dois principais ciclos de replicacao dos fagos
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.\/ ysogenlc

cycle
/

1- Fago se liga a célula hospedeira e injeta DNA (adsorgfo); 2- Fago entra no ciclo litico ou
lisogénico; 3a- DNA de novos fagos e proteinas sdo sintetizadas e virions sdo montados; 4a- Lise
celular e liberacdo de virions; 3b e 4b- passos do ciclo lisogénico: integracdo do genoma do fago
com o cromossomo bacteriano (préfago) com reproducdo bacteriana normal; 5- Sob certas
circunstincias o profago se separa do cromossomo bacteriano e inicia o ciclo litico.

Fonte: ORLOVA, 2012.

A descricao geral desses fagos pode ser resumida da seguinte forma: o material genético
esta contido dentro de uma capsula protéica (capsideo) de forma icosaédrica; sua cabega €
conectada a cauda através de um colar que pode ser contratil ou ndo e cuja extremidade distal
estd em contato com fibras da cauda que reconhecem e se conectam a sitios nos receptores da

superficie da célula bacteriana (Figura 4) (WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL, 2014).

Figura 3 — Taxonomia das familias pertencentes a ordem Caudovirales
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Fonte: ICTV, 2021.
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Figura 4 — Principais familias de bacteriéfagos da ordem Caudovirales

Myoviridae Podoviridae Siphoviridae

100 nm

Fonte: HARPER; ANDERSON; ENRIGHT, 2011.

1.1.4 RECUPERACAO DE FAGOS LITICOS E DE BACTERIAS EM EFLUENTES

Além da reconhecida aplicacdo na area médica, a utilizagdo de bacteriéfagos tem se
estendido ao controle de infecgdes bacterianas na piscicultura, agricultura e no tratamento de
animais domésticos. Um dos maiores avangos no uso de fagos como agentes de biocontrole
ocorreu em 2006 quando o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso de um coquetel
com 6 fagos, chamado LMP-102, para utilizagdo no controle de contaminagdo por Listeria
monocytogenes em carnes prontas para consumo nos Estados Unidos (O’FLAHERTY; ROSS;
COFFEY, 2009; WHITHEY et al., 2005).

Para todas essas aplicacdes, os fagos precisam ser isolados da natureza. Considerados
abundantes e ubiquos, os bacteridfagos sao facilmente recuperados de esgoto, fezes e do solo,
e seus numeros sdo tipicamente de 3 a 10 vezes maiores do que as contagens bacterianas,
embora ocorra variagdes entre os ecossistemas (KURTBOKE, 2012; WHITHEY et al., 2005).

O objetivo primordial de uma estacdo de tratamento de esgoto é remover plasticos,
reduzir carga microbiologica, quimica e bioldgica, direcionando o efluente a um local seguro.
Entretanto, o processo de tratamento ndao remove ou inativa todos os microrganismos
patogénicos. A depender de fatores ambientais, como temperatura, umidade, luz solar, os
patdégenos predominantemente encontrados no esgoto sdo bactérias como Salmonella sp.,

Escherichia coli, Staphylococcus sp., Vibrio sp., virus (adenovirus, enterovirus, hepatovirus),



14

protozoarios como Cryptosporidium sp. € Giardia lamblia e helmintos como Ascaris
lumbricoides e Taenia sp. (GAUTAM et al., 2018).

Um estudo realizado no Nepal em 2017, que buscou isolar bactérias patogénicas e
bacteriofagos provenientes de mesma estagdo de esgoto, demonstrou a capacidade dos fagos
infectarem Enterococcus faecalis, E. coli e Salmonella Typhi. Em contra-partida, os fagos nao
foram ativos em isolados de S. aureus, Staphylococcus coagulase-negativa, Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris e P. aeruginosa.
Efetivamente, esses isolados bacterianos que nao foram lisados possivelmente nao possuiam
um receptor compativel com os bacteridfagos presentes na amostra, ou os fagos apresentavam
somente o ciclo lisogénico (GAUTAM et al., 2018).

Um estudo recente divulgou o isolamento de 2 fagos liticos a partir de esgoto de um
hospital iraniano. Segundo a microscopia eletronica, um deles pertencia a familia Myoviridae
e outro a Podoviridae. Em contato com 43 isolados multirresistentes de A. baumannii, 27%
demonstraram sensibilidade aos fagos. Tais fagos foram testados contra uma diversidade de
outros microrganismos patogénicos, como E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ¢ E. faecalis,
sem qualquer sinal de sensibilidade, o que demonstra um grau de especificidade dos fagos
contra receptores bacterianos (GHAJAVAND et al., 2017).

Estudos brasileiros demonstraram que esgotos hospitalares ndo tratados sdo graves
problemas de satde publica, pois apresentam niveis mais elevados de bactérias multirresistentes
do que efluentes derivados de outras fontes, sugerindo uma pressao seletiva no
desencadeamento de genes de resisténcia. Em amostras de efluente hospitalar e de uma rede de
tratamento de esgoto no Espirito Santo foram isoladas P. aeruginosa multirresistentes de ambos
os locais (SILVA JUNIOR et al., 2014). Em um hospital gaticho, das 30 cepas de Acinetobacter
sp. isoladas do esgoto hospitalar, 60% foram consideradas resistentes, com produ¢do de ESBL
e metalo-beta-lactamase. A presenca de bactérias com diferentes mecanismos de resisténcia
atenta para a importancia de um programa bem instituido de tratamento de efluente hospitalar

para reducgdo da disseminacdo dessas cepas para o meio ambiente (GUSATTI et al., 2009).

Isolamento laboratorial de fagos liticos

A técnica utilizada para deteccdo de bacteridfagos liticos baseia-se no método da placa
de lise. Primeiramente, deve ser feito o isolamento e purificacdo da amostra que deve conter os
fagos, inoculando-a em caldo de crescimento (normalmente Brain Heart Infusion - BHI) e
incubando-a a 37°C por 24 horas. Posteriormente, deve ser feita a centrifugag¢do a 5.500g por

10 minutos para remog¢do de materiais solidos, e o sobrenadante ¢ filtrado em membrana de
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0,22 pm para o isolamento do fago. Esse filtrado ¢ misturado ao indculo da bactéria frente a
qual se deseja testar e misturado em agar semi-solido a 45°C. Essa mistura ¢ depositada sobre
uma camada de agar solido em placa de Petri, que fornecera os nutrientes para o
desenvolvimento tanto da bactéria quanto do fago. Aguarda-se o esfriamento e incuba-se por
18 a 24 horas a 37°C. A agdo litica do fago ¢ determinada através da presenca de zonas claras

no meio do crescimento bacteriano, indicando uma lise completa, como demonstrado na Figura

5 JALIL et al., 2017; KARUMIDZE et al., 2012).

Figura 5 — Técnica de ensaio de placa

Fonte: OFLAHERTY; ROSS; COFFEY, 2009.

1.1.5 TERAPIA COM BACTERIOFAGOS

Devido as dificuldades cada vez maiores no controle de cepas bacterianas resistentes a
antibioticos, o interesse terapéutico dos bacteridfagos tem sido trazido a tona nos ultimos anos,
seja ele utilizado sozinho ou combinado com tratamentos antibacterianos convencionais
(CISEK et al., 2017; MACIEJEWSKA; OLSZAK; DRULIS-KAWA, 2018). A fagoterapia ¢
definida como o emprego de bacteriofagos liticos para reduzir a atividade de bactérias
especificas, principalmente as de amplo espectro de resisténcia, € pode consistir de um tnico
fago, coquetéis de fagos, além de lisinas e holinas provenientes dos fagos (BAHARUDDIN et
al., 2017).

O emprego dos bacteri6fagos no tratamento de diversas infec¢des no inicio do século
passado demonstrava a confusdo e desconhecimento sobre o que eram os fagos e como eles
atuavam. A exemplo disso, o material de divulgag@o de um laboratorio farmacéutico de Londres
(Figura 6) atribuiu erroneamente o termo “enterofagos” para os virus presentes em sua

formulagdo, além de afirmarem que o produto era indicado para o tratamento de doengas de
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etiologia ndo-bacteriana como herpes, urticaria e célculos biliares (HARPER; ANDERSON;
ENRIGHT, 2011).

Figura 6 — Material publicitario sobre uso de “enterofagos”

BACTERIOPHAGE THERAPY is Indicated for—

APPENDICITIS, BACILLARY DYSENTERY, B. COLI INFECTIONS,
COLITIS, CONSTIPATION, DIARRH(EAS (Imfantile, Senils, .T.B,
Mentally uncontrotted), ENTERITIS, ENTERO-COLITIS, FERMENT-
ATIONS, GALLSTONES, PARA-INTESTINAL INFECTIONS (Ecsetan,
Purunculosis, Herpes, Urticaria), PARATYPHOID FEYER, PERI-
TONITIS, SHELLFISH POISONING, TYPHOID FEVER, and all
bacterial infections dus 1o the pathogenic microbes indicated.

ENTEROFAGOS POLYVALENT BACTERIOPHAGES.
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Tadograms: Tobaphone
Biomadic,. Wasnet. Londos Livingstene 3528

Fonte: HARPER; ANDERSON; ENRIGHT, 2011.

Contudo, o emprego de novas tecnologias no estudo dos fagos em nivel microbiolégico
e molecular levou a possibilidade de conhecer melhor as relagdes de especificidade entre esses
virus e seus hospedeiros, fator imprescindivel na resolutividade de questdes praticas
envolvendo as infecgdes bacterianas em humanos (ORLOVA, 2012). Observou-se que a
utilizacao de fagos liticos da ordem Caudovirales seriam os mais indicados para a fagoterapia
(WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL, 2014).

Mesmo sendo utilizados por décadas na Europa oriental, em paises como Georgia,
Polonia e Unido Soviética, até 2005 ndo existiam estudos sobre a seguranca da administragao
de fagos em humanos. Naquele ano foi publicado trabalho no qual pacientes receberam fagos
por via oral em altas concentragdes, sem ocorréncia de qualquer evento adverso. Em 2006, o
FDA aprovou um ensaio clinico de fase I com 42 pacientes com ulceras cutaneas para avaliar
a eficacia de um coquetel de 8 fagos capazes de lisar S. aureus, P. aeruginosa ¢ E. coli, com
resultados excelentes em termos de segurancga e eficacia terapéutica (DEBARBIEUX et al.,
2010; REINA; REINA, 2018). Recentemente foram criados em laboratério fagos
geneticamente editados, com um sistema de edigdo génica CRISPR/Cas, capaz de detectar
genes bacterianos de resisténcia e inativa-los. Por ultimo, a Sociedade Americana de
Microbiologia apresentou, em 2013, planos de utilizagdo de fagos em pacientes queimados

(REINA; REINA, 2018; BAHARUDDIN et al., 2017).
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Ha trés grandes caracteristicas que distinguem a fagoterapia da antibioticoterapia: os
bacteriéfagos multiplicam-se no local da infec¢do, atacam somente o hospedeiro especifico,
preservando a microbiota comensal, € podem se adaptar a bactérias resistentes (DEBARBIEUX
et al., 2010). Ao contrario do que acontece com a resisténcia bacteriana aos antibioticos, os
mecanismos de lise dos fagos ndo sdo afetados pelo maquinario bacteriano devido a
especificidade em que se ligam aos hospedeiros (CISEK et al., 2017; MACIEJEWSKA;
OLSZAK; DRULIS-KAWA, 2018). Alguns fagos ainda possuem a capacidade de penetrar em
biofilmes, que sabidamente sdo extremamente resistentes aos antibioticos, além de serem uma
alternativa economicamente mais barata que o uso de antibioticos (REINA; REINA, 2018).

Terapeuticamente, deve-se estabelecer qual a melhor via de administragdo da
fagoterapia. A via oral se reservaria ao tratamento de diarreias, enquanto a via intraperitoneal
parece trazer melhores resultados do que a via parenteral no tratamento de infecgdes sistémicas.
Outras formas de administracdo dos fagos, em estudos experimentais, sdo por via intramuscular,
intragdstrica, inje¢cao medular e uso tépico (WITTEBOLE; DE ROOCK; OPAL, 2014; REINA;
REINA, 2018). Além de serem utilizados como tratamento, os fagos também podem ter
aplicabilidade profilatica através de via inalatoria na prevencdo de afec¢des do sistema
respiratorio (DEBARBIEUX et al., 2010; GOLSHAHI et al., 2008).

Entretanto, ha algumas desvantagens na aplicacdo da fagoterapia, dentre elas a
necessidade de identificar rapidamente o agente etioldgico da infeccdo, justamente pela alta
especificidade dos fagos em relacdo aos seus hospedeiros. Outro problema a ser discutido ¢ a
transferéncia horizontal de DNA para as bactérias, aumentando sua viruléncia e patogenicidade
e, por conseguinte, a resisténcia bacteriana. H4 um outro desafio a ser considerado, que ¢ a
produgdo de anticorpos contra os fagos, uma vez que eles sdo particulas estranhas ao corpo,
eliminando-os rapidamente do organismo. Por ultimo, as proprias bactérias podem alterar sua
permeabilidade na membrana, impedindo a adsor¢ao dos fagos, num carater de resisténcia
induzida, embora tem sido demonstrado que os fagos t€ém a capacidade de mutar rapidamente
para quebrar o sistema de defesa bacteriano, numa eterna batalha evoluciondria entre os fagos
e as bactérias (REINA; REINA, 2018; BAHARUDDIN et al., 2017).

Provavelmente a fagoterapia ndo terd aplicacdo ampla e estendida a todo tipo de
infeccdo, mas que tenha aplicabilidade no tratamento de condic¢des distintas, como em debelar
patégenos MDR ou no uso em sitios anatomicos de facil acesso. Alternativamente, para
situagdes onde a identificagdo da bactéria causadora da infeccdo seja dificil, poderiam ser
utilizados coquetéis de bacteriofagos liticos potentes, numa espécie de terapia empirica

combinada (REINA; REINA, 2018; BAHARUDDIN et al., 2017).
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Em um cendrio onde ha um aumento progressivo da resisténcia bacteriana, a
comunidade médica e cientifica tem se obrigado a encontrar alternativas aos farmacos. Através
da ampliagdo do conhecimento no campo da biologia sintética e outras praticas ndo-alopaticas,
a fagoterapia, sem duvidas, ¢ uma alternativa bastante promissora para o futuro (REINA;
REINA, 2018; BAHARUDDIN et al., 2017).

Embora diferentes estudos in vivo ja tenham evidenciado a eficacia da fagoterapia no
tratamento de infecgdes por P. aeruginosa e A. baumannii, alguns aspectos devem ser
considerados antes do seu uso clinico. Os estudos clinicos sdo restritos e escassos, € ha
inexisténcia de grandes ensaios clinicos randomizados que avaliem a seguranca e eficdcia da
terapia com fagos, sendo uma importante limitacdo para o uso terapéutico desses virus

atualmente (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2021).



19

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar bacteriofagos em amostras de esgoto hospitalar provenientes do Hospital
Tramandai, litoral norte do Rio Grande do Sul, e investigar sua capacidade litica em isolados
clinicos multirresistentes de Acinetobacter baumannii € Pseudomonas aeruginosa provenientes

de pacientes de dois laboratorios hospitalares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii multirresistentes aos
antibidticos em amostras de esgoto hospitalar.

e Pesquisar a presenca de bacteriéfagos liticos nessas mesmas fontes de esgoto
hospitalar;

e Utilizar isolados clinicos dessas mesmas espécies MDR, provenientes dos
laboratorios do Hospital Tramandai e Laboratério Exame de Novo Hamburgo, e
testa-los frente aos fagos isolados através da técnica da placa de lise;

e Realizar a caracterizagdo (isolamento, extracao do 4acido nucléico e sequenciamento)
desses fagos liticos através de técnicas de biologia molecular.

e Comparar as sequéncias dos isolados com banco de nucleotideos do GenBank.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS CLINICOS DE P. aeruginosa E A. baumannii

Para que se pudesse proceder com a obtencdo de bactérias multirresistentes a partir dos
isolados clinicos, foi necessario submeter o projeto para o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Feevale, uma vez que seriam utilizadas também informacdes acerca dos
pacientes, tais como: sexo, idade, unidade de internagdo hospitalar, sitio anatdmico dos isolados
e se havia co-infec¢do com outras bactérias. O parecer consubstanciado do CEP aprovando o
projeto, nimero 3.645.948, foi emitido em 17 de outubro de 2019.

Isolados clinicos de pacientes hospitalizados foram obtidos junto ao Laboratério do
Hospital Tramandai, no litoral norte do Estado, e no Laboratério Exame em Novo Hamburgo,
que atende hospitais da regido do Vale do Sinos. O propdsito foi de montar uma colecao de
cepas de P. aeruginosa e A. baumannii e obter informacdes acerca dos pacientes dos quais
foram obtidos os isolados. Durante o periodo de quatro meses, foram coletadas 11 amostras de
P. aeruginosa e 11 de A. baumannii, as quais foram armazenadas a -20°C em caldo TSB
glicerinado a 10% para uso futuro. A Tabela 2 mostra as informacdes acerca dos pacientes
desses isolados.

Tabela 2 — Caracterizacio dos isolados clinicos

Caracterizacao dos isolados clinicos de P. aeruginosa

P01 P02 P03 P04 POS P06 P07 PO8 P09 P10 PI12

Idade (anos) 74 56 81 nd nd 44 37 69 75 nd nd
Sexo F M M nd M M M F M M
Sitio Anatémico FO TR H nd U U FrOs TR U TR ES
Ala Hospitalar AHT UHT ILE nd ALE ILE ILE UHT IHT ILE ILE
Co-Infeccdo - - - - - - S.ag. - - -

Caracterizagdo dos isolados clinicos de A. baumannii

A01 A02 A03 A04 A0S A06 A07 A08 A09 Al10 A1l

Idade (anos) 80 32 nd 81 69 35 52 64 81 57 85
Sexo F F nd M M M F F F F

Sitio Anatdmico TR TR nd H TR FO LA ES TR H ES
Ala Hospitalar IHT UHT nd ILE ULE ILE ULE ILE ILE ILE ILE
Co-Infeccao - - - - - S.au. Kp. Kp. - - Pr.

FO= Ferida operatéria; TR= Trato Respiratorio; H= Hemocultura; U= Urina; FrOs= Fragmento Osseo; LA= Liquido Ascite; ES= Escara Sacra.
AHT= Ambulatorio Hospital Tramandai; IHT= Internado Hospital Tramandai; UHT= UTI Hospital Tramandai;
ALE= Ambulatorio Laboratorio Exame; ULE= UTI Laboratorio Exame; ILE= Internado Laboratério Exame;
S.ag.= Streptococcus agalactiae; S.au.= Staphylococcus aureus; K.p.= Klebsiella pneumoniae; Pr.= Providencia sp.
nd= Dado Ndo Disponivel; "-": Negativo; “F”= Feminino; “M” =Masculino
Fonte: Autor
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3.2 IDENTIFICACAO E TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA (TSA)

As amostras previamente armazenadas foram ressuspendidas, semeadas em agar sangue
e testadas por disco-difusdo segundo a norma do Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST) de 2019, com o intuito de determinar os isolados
multirresistentes a serem utilizados no decorrer da pesquisa.

Antes da realizagdo do teste de sensibilidade, os isolados de P. aeruginosa foram
testados quanto a coloracdo da colonia, odor, teste de Oxidase e crescimento em agar TSI. Ja
para os isolados de A. baumannii, além dos mesmos testes realizados para a outra bactéria do
estudo, ainda foi observado o comportamento frente a coloragdo de Gram. Para todos os
isolados, as respectivas identificagdes de espécie foram confirmadas fenotipicamente.

Para isolados de P. aeruginosa, foram testados antibioticos das classes: cefalosporinas,
carbapenens, monobactans, fluoroquinolonas, aminoglicosideos e beta-lactdmico com inibidor
de beta-lactamase. Para Acinetobacter spp., as classes utilizadas foram: carbapenens,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e sulfonamida. A Tabela 3 mostra os antibidticos

representantes de cada classe e tamanho de halos de inibi¢do para leitura (BrCAST, 2019).

Tabela 3 — Critérios de interpretacio por disco difusiao segundo BrCAST (2019)

P. aeruginosa - Halos de inibicio em milimetros

ANTIBIOTICO SIGLA DOSAGEM S 1 R AIT
Cefepima CPM 30ug 21 = <21 =
Ceftazidima CAZ 10ng 17 = <17 =
Imipenem IM 10ug 20 - <20 -
Meropenem MPM 10ug 24 18-23 <18 -
Aztreonam ATM 30ug 18 <18 =
Ciprofloxacino CIP 5ug 26 - <26 -
Levofloxacino LEV 5ug 22 - <22 -
Gentamicina GEN 10ng 15 = <15 -
Amicacina AMTI 30ng 18 15-17 <15 =
Tobramicina TOB 10ng 16 = <16 =

Piperacilina-Tazobactan PIPT 30-8ug 18 <18 18-19

Acinetobacter spp. - Halos de inibi¢ido em milimetros
Ciprofloxacino CIP Sug 50 21-49 <21 =
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Levofloxacino LEV Sug 23 20-22 <20 =
Imipenem IM 10ng 24 21-23 <21 -
Meropenem MPM 10ug 21 15-20 <15 -
Gentamicina GEN 10ng 17 = <17 -
Amicacina AMI 30ug 19 17-18 <17 =
Tobramicina TOB 10npg 17 = <17 =

Cotricomazol SUT 23,75/1,25upg 14 11-13 <11 -

S= Sensivel; I= Sensivel, aumentando exposicdo; R= Resistente; AIT= Area de Incerteza Técnica

Fonte: BrCAST, 2019.

3.3 TESTES FENOTIPICOS DE MECANISMOS DE RESISTENCIA

Foram realizados testes fenotipicos para detec¢do de metalo-beta-lactamases (MBL) e
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) para todas as amostras de P. aeruginosa ¢ A.
baumannii. Sob placa de petri com agar Mueller Hinton, contendo inoculo bacteriano
equivalente a 0,5 da escala McFarland, foram dispostos discos de Imipenem (IPM) e
Meropenem (MPM), sendo que para identificagdo de MBL, foram acrescentados outros discos
com os mesmos farmacos contendo adi¢ao de 10 uL. de EDTA 0,5M. Para a pesquisa de KPC,
também foram acrescentados os discos destes mesmos carbapenens com o acréscimo de 6 pL
de 4cido bordnico (50 mg/mL).

Para ambos testes, as amostras sdo consideradas positivas quando os halos contendo
EDTA e é4cido bordnico possuem uma diferenga maior ou igual a Smm no tamanho dos halos,
quando comparado com os discos comerciais de IPM ¢ MPM sem a adicao desses inibidores

enzimaticos (ANVISA, 2013).

3.4 PESQUISA DE PROFAGOS

O objetivo da pesquisa de profagos ¢ determinar se a bactéria ja estd infectada com
bacteriofago lisogénico e, caso positivo, o isolado bacteriano devera ser desconsiderado para
os ensaios de placa de lise em sobrecamada de agar, evitando, assim, subsequentes resultados
falso positivos para presenca de fagos liticos. O procedimento consiste em adicionar a placas

de petri contendo uma camada fina de TSA (Tryptic Soy Agar), uma sobrecamada de 3 mL de
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meio TSB (Tryptic Soy Broth) semi-sélido com indculo de 100 pL da bactéria a ser testada em
escala 0,5 McFarland. Apoés solidificagdo do meio, deposita-se sobre o agar gotas com 10 pL
do indéculo da mesma bactéria (cerca de 50 gotas). As placas sdo incubadas invertidas por 24
horas a 37°C. Um resultado ¢ considerado positivo quando héa formacao de placas de lise no
local de dispensagdo das gotas com indculo bacteriano (KUTTER; SULAKVELIDZE, 2005).
Os isolados MDR isentos de profagos foram posteriormente avaliados quanto a infec¢ao

por fagos liticos.

3.5 COLETA DE ESGOTO HOSPITALAR

Foram realizados trés ensaios independentes, com amostras de esgoto hospitalar
coletadas junto ao Hospital Tramandai, na cidade de Tramandai. A escolha desse hospital se
deu por dois motivos principais, sendo o primeiro deles a proximidade domiciliar do autor do
projeto, favorecendo a coleta e transporte das amostras realizadas de forma imediata até a
Universidade Feevale; o segundo motivo € pelo carater social de uma eventual descoberta
relevante no estudo, que pudesse beneficiar e dar visibilidade a regiao.

Tais coletas foram realizadas em trés momentos distintos: inicio de maio, final de maio
e final de junho do ano de 2020. Cada uma das amostras foi obtida a partir de trés locais
diferentes do hospital: na primeira coleta foi obtido o esgoto oriundo da ala de internados, em
caixa de passagem, conforme Figura 7; a segunda foi feita coletando esgoto em duas caixas de
passagem diferentes, onde desembocavam todo o esgoto do hospital; e a terceira amostra foi
coletada em caixa onde passava somente o esgoto da UTI (Figura 8). Cada coleta foi realizada
em um frasco estéril de 500 mL, as amostras mantidas sob refrigeracdo entre 2°C e 10°C e

imediatamente transportadas ao Laboratério de Biomedicina do CIES da Universidade Feevale.
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ramandai

Figuras 7 e 8 — Locais de coleta de Esgoto no Hospital T
1 - s

s i

Figura 7: Esgoto Ala Internados. Figura 8: Esgoto ala UTI.

Fonte: Autor.

Imediatamente, as amostras de esgoto foram centrifugadas a 4410g por 20 minutos para
decantacdo de solidos em suspensdo. As células bacterianas foram removidas das amostras
através de filtragdo por bomba a vacuo em membrana de acetato de celulose, primeiramente
com porosidade de 0,45 um, para remog¢ao dos elementos maiores, € posteriormente com 0,22
um (adaptado de EL KHAL, 2016). Parte do filtrado resultante, que contém a fracdo viral, foi
submetido a enriquecimento da fonte de isolamento, enquanto outra parte foi preservada em
geladeira entre 2 e 8 °C. Paralelamente, antes do processo de centrifugacao, a amostra de esgoto
foi semeada em meios seletivos, agar MacConkey e agar Cetrimide, para tentativa de
isolamento de P. aeruginosa e A. baumannii.

A fim de melhorar a sensibilidade na detecg¢do de fagos, foi realizado enriquecimento
da fonte de isolamento, ou seja, da amostra de esgoto. Para tanto, se acrescentou 10 mL do
filtrado resultante e 100 pL de indculo bacteriano equivalente a 0,5 da escala McFarland a 100
mL de meio TSB duplo em frasco estéril, incubando por 24 horas a 37 °C (SILLANKORVA,
NEUBAUER, AZEREDO, 2010). Esse procedimento foi realizado individualmente para cada
isolado bacteriano. Nao foram realizados testes sem enriquecimento da amostra.

No dia seguinte, as amostras enriquecidas foram centrifugadas a 4410 g por 20 minutos

e filtradas com filtro de seringa de 0,22 pm.
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3.6 ENSAIO DE PLACA EM SOBRECAMADA DE AGAR

A capacidade de infeccao das bactérias por fagos liticos foi avaliada pelo ensaio de
placas de lise, onde 100 pL de cultura bacteriana em fase exponencial de crescimento foi
misturada a 100 pL do filtrado viral enriquecido, e incubado a 37°C por 15 minutos para
adsor¢ao do fago a bactéria. A suspensao virus-bactéria foi misturada em tubo tipo falcon de
15 mL contendo 3 mL de 4gar TSB semi-sélido aquecido e, posteriormente, depositado sobre
uma camada de agar TSA (EL KHAL, 2016). Apds a solidificagdo do meio em temperatura
ambiente, as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. A formagado de placas de
lise (zonas claras) dentro da camada de crescimento da bactéria indica as areas de ocorréncia
de infeccao pelo fago e lise celular bacteriana (ADAMS, 1959; KESIK-SZELOCH et al., 2013).
Como controle positivo, foi realizado todo procedimento com cepa de Escherichia coli ATCC
13706, altamente permissiva a fagos. Esse procedimento foi realizado para todas as bactérias
MDR que tiveram teste de profagos negativo. Todas as amostras foram processadas em

triplicata.

3.7 ISOLAMENTO DAS PLACAS DE LISE E PURIFICACAO

Apos a leitura das placas, no dia seguinte, ¢ necessario verificar a presenca de zonas de
lise. Para a obtencdo de um fago puro, os mesmos foram purificados através de passagens
sucessivas. Cada passagem consiste na retirada de fragmento de agar a partir do centro da placa
de lise com auxilio de ponteira estéril. O fragmento ¢ transferido para tubos plasticos de 2 mL
com tampa contendo 1 mL de caldo TSB e agitados em vortex para desprendimento das
particulas virais. Apds, € repetido o ensaio da placa de lise (item 4.6), utilizando-se desse
material em tubo plédstico com tampa, contendo a fragao viral. Em geral, sdo necessarias de 3 a
7 passagens para obtencao de linhagens puras de fagos (EL KHAL, 2016).

Alternativamente, foi utilizada técnica que consistiu na selecdo de unidade formadora
de placa (UFP) isolada e, com a utilizagdo de um palito de madeira estéril, realizou-se a picada
no centro dela, inoculando em seguida em outra placa contendo tapete bacteriano, através de
inimeras picadas em sequéncia. Apos, os fagos sdo espalhados pela placa com o uso de tiras

finas de papel estéril, com o auxilio de uma pinga, conforme Figura 9. Apos incubacao por 24
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horas a 37°C, sdo observadas ao final da placa a formac¢do de UFP isoladas (adaptado de

AZEREDO; SILLANKORVA; PIRES, 2014).

Figura 9 — Isolamento de bacteriofagos por técnica utilizando palito de madeira
Palito de madeira

v

Tira de papel [

a) Inoculacdo de bacteridédfago em placa contendo bactéria, com uso de
palito de madeira. b) Estriamento com tira de papel. c) formacdo de
novas placas de lise isoladas, apds 24 horas de incubacéo.

Fonte: Adaptado de AZEREDO; SILLANKORVA; PIRES 2014.

3.8 AMPLIFICACAO DE BACTERIOFAGOS

Essa técnica tem por objetivo aumentar os estoques dos bacteriéfagos obtidos ao final
do processo de purificagao.

Em tubo do tipo Falcon de 15 mL contendo 5 mL de TSB duplo, foram adicionados 2
mL da bactéria hospedeira em escala equivalente a 0,5 McFarland e 1 mL do filtrado viral
purificado, e incubados por 24 horas a 37°C. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 4.400
g por 20 minutos e filtrada em filtros de seringa de 0,22 pum, transferidos para outro tubo tipo

falcon estéril e armazenados a 4°C para uso posterior (POTTKER, 2016).

3.9 TESTE DE SUSCETIBILIDADE “HOST RANGE”

O teste de suscetibilidade “Host Range” de um bacteriofago ¢ definido pela sua

habilidade de infectar uma variedade de cepas bacterianas da mesma espécie. Alguns fagos
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apresentam ampla especificidade, infectando ou lisando bactérias, enquanto outras possuem
uma faixa de hospedeiros mais restritiva (KUTTER, 2009).

O teste consiste em desafiar cada uma das bactérias da colegao contra os diferentes fagos
isolados. Sobre uma placa com meio TSA com o indculo bacteriano em escala equivalente a
0,5 McFarland ¢ depositada uma gota de 5 pL. de cada um dos bacteridfagos purificados e
amplificados, e incubados por 24 horas a 37 °C. Uma bactéria ¢ considerada sensivel para
determinado fago, quando a mesma apresenta formag¢ao de zonas de lise apds incubagdao. Uma
mesma bactéria pode ser permissiva a mais de um fago, assim como os fagos podem ter amplo
espectro litico, infectando diferentes cepas bacterianas. Como controle positivo ¢ utilizado o
bacteridfago e a respectiva bactéria hospedeira em que ele originalmente foi isolado (RIBEIRO

etal., 2017; KUTTER, 2009).

3.10 TITULACAO DOS FAGOS

A contagem de fagos ¢ feita através de sucessivas diluigdes do fago purificado. Cada
fago foi diluido até a diluicdo 10, e as Unidades Formadoras de Placa (UFP) foram contadas
(RIBEIRO et al., 2017).

Para determinar a titulagdo aproximada do fago, foi realizado o chamado “spot test”.
Esse teste consiste na semeadura da bactéria na qual o fago foi isolado, em agar TSA, e o
gotejamento do fago puro e de diluigdes seriadas, com observacao da formagao de areas de lise.
As dilui¢Ges foram feitas na proporc¢do 1:10 (10 pL filtrado viral para 90 pL de caldo TSB),
sendo essa a dilui¢io 107!, realizada sucessivamente até a diluigdo final 10~°. Em uma placa de
TSA coberta com a bactéria hospedeira em escala equivalente a 0,5 McFarland, foram
depositadas gotas de 3 uLL de cada uma das dilui¢des dos bacteriofagos, e incubada a 37°C por
24 horas. No dia seguinte, foi observada qual foi a menor dilui¢do em que houve formacao de
placas de lise possiveis de serem quantificadas; esta diluicdo foi utilizada para realizar a
titulagdo exata.

Na titulagdo exata, utilizou-se 100 puL da ultima titulagao acrescido a 100 pL da bactéria
em escala equivalente a 0,5 McFarland, realizando exatamente o mesmo protocolo do ensaio

de placa de lise (item 4.5). Também foi feito o mesmo procedimento com a penultima titulagao
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em que houve formacao de lise, de forma a verificar se eventualmente o fago pudesse diminuir
sua poténcia.

No dia seguinte a incubagao, realizou-se a contagem das placas de lise, e a titulagcao, em
UFP/mL, foi determinada conforme a seguinte equagdao (AZEREDO; SILLANKORVA;
PIRES, 2014):

n (numero de placas de lise) x fator de dilui¢ao

UFP/mL =
m v (volume da amostra de fago em mL
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4 RESULTADOS

4.1 TESTES DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Antes da realizacao do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA), todos os isolados
foram identificados seguindo os requisitos descritos no item 3.1. As caracteristicas mais
marcantes observadas em coldnias de P. aeruginosa sao o odor e coloragao muito peculiares,
além da prova de oxidase positiva em todas as amostras. Todos os isolados de A. baumannii
apresentaram, além da morfologia, cor e odor caracteristicos dessa espécie. Ainda,
apresentaram-se a0 Gram como cocos Gram-negativos arranjados aos pares, caracteristico da
espécie em questao.

Dentre os onze isolados clinicos de P. aeruginosa e onze de A. baumannii caracterizados
no item 3.1, sete de cada espécie puderam ser definidas como MDR, ou seja, resistentes a pelo
menos um representante de trés classes distintas de farmacos. Nas amostras de esgoto nao foi
recuperado Acinetobacter sp., porém em cada uma das trés amostras de esgoto foi obtido um
isolado de Pseudomonas sp., denominados PESG01, PESG02 e PESGO03. A realizagdo do TSA
demonstrou que apenas a primeira bactéria proveniente da primeira amostra de esgoto,
PESGO1, apresentava perfil MDR. As demais demonstraram ser selvagens, sem apresentar

qualquer tipo de resisténcia a nenhuma das classes de antimicrobianos testadas.

Tabela 4 — Perfil de Sensibilidade Antimicrobiana dos isolados de Pseudomonas aeruginosa *

PESG PESG PESG
Antibidtico PO1 PO2 PO3 PO4 PO5 PO6 PO7 PO8 PO9 P10 P12 01 02 03
Cefepima R R R S R R R R S R R R S S
Ceftazidima S R R S R S R R S R R R S S
Imipenem S S R S R S R R R R R R S S
Meropenem | R R R R R R R R R R R S S
Aztreonam S S R S R S R R S R R R S S
Ciprofloxacino R R R S R R R R R R R R S S
Levofloxacino R R R S R R R R R R R R S S
Gentamicina R R R S R R R R S R R S S S
Amicacina R S R S R R S R S R R S S S
Tobramicina R S R S R R S S S R R R S S
Piper.-Tazob. S S R S R R S R S R R R S S
CONCLUSAO S S MDR S MDR MDR MDR MDR S MDR MDR MDR S S

"S"= Sensivel; "MDR"= Multirresistente; "R"= Resistente; "I"= Sensivel, com aumento de exposi¢do.
*De Acordo comBrCAST 2019.

Fonte: Autor.
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Cabe ressaltar que a bactéria PESG01, com os sucessivos repiques, foi adquirindo
caracteristicas fenotipicas um pouco diversas as observadas em P. aeruginosa, portanto os
resultados obtidos a partir dessa amostra foram analisados com cautela, uma vez que testes
confirmatorios de espécie nao se encontravam disponiveis no momento.

Observa-se também, na Tabela 4, a presen¢a de quatro amostras pan-resistentes de P.
aeruginosa (P03, P05, P10 e P12), ou seja, resistente a todas as classes de antibioticos testadas.
Dentre os isolados de A. baumannii, apenas um era pan-resistente (A01), conforme observado

na Tabela 5.

Tabela 5 - Perfil de Sensibilidade Antimicrobiana dos isolados de Acinetobacter
baumannii *

Antibidtico A01 A02 A03 A04 A05 A06 A07 A08 A09 A10 A1l
Imipenem R R R R R R R R R R R
Meropenem R R R R R R R R R R R
Ciprofloxacino R R R R R R R R R R R
Levofloxacino R R R R R R R R R R R
Gentamicina R R S S R S S S S S S
Amicacina R | | S S S S S S S S
Tobramicina R S S S R S S S S S R
Sulfazotrim R R R R R S R S S R S
CONCLUSAO MDR MDR MDR MDR MDR S MDR S S MDR S

"S"= Sensivel;, "MDR"= Multirresistente; "R"= Resistente; "l"= Sensivel, com aumento de exposi¢do

* De acordo com BrCAST ~ 2019.
Fonte: Autor.

Atendendo ao objetivo do projeto de utilizar somente amostras MDR, aquelas que
demonstraram essa caracteristica foram selecionadas para as etapas subsequentes. Excecdo feita
para o teste de susceptibilidade “Host Range”, em que as amostras com perfil menos restritivo

também puderam ser testadas quanto a atividade litica dos fagos isolados.

4.2 PESQUISA DE PROFAGOS

A Tabela 6 mostra os isolados de P. aeruginosa € A. baumannii que foram selecionados
para os ensaios de placa de lise. Foram considerados habilitados os isolados MDR

(multirresistentes), cujo teste de profago tenha sido negativo. Os testes de profago s6 foram



realizados em bactérias MDR, sendo encontrado dois resultados positivos entre as amostras de

P. aeruginosa e nenhum positivo entre as amostras de 4. baumannii.

Tabela 6 — Isolados bacterianos habilitados apds TSA e teste de profagos

P. aeruginosa

TSA BrCAST S S  MDR S MDR MDR MDR MDR S MDR MDR
Profago NT NT - NT + - + - NT - -

HABILITADO - Il BN NS

TSABrCAST MDR MDR MDR MDR MDR S MDR S S  MDR S

Profago - - - - - NT - NT NT - NT
HABILITADO
"S"= Sensivel; "MDR"= Multirresistente; "NT"= Ndo Testado, "+" = Positivo; "-"= Negativo,; " - "= [solado Habilitado

Fonte: Autor.

As amostras P05 e P07, cujo teste de profago mostraram-se positivas, ndo puderam ser
incluidas no ensaio de lise por ja estarem infectadas por fago lisogénico. Da mesma forma, tais
1solados também nao puderam ser utilizados no teste de suscetibilidade “Host Range” dos fagos

1solados no decorrer do estudo.

Figura 10 - Teste de profago positivo na amostra P05

Fonte: Autor.

A Figura 10 ilustra um teste de préfago positivo. Na parte inferior da placa ¢ possivel

observar grandes zonas de lise formadas.
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4.3 TESTES FENOTIPICOS DE RESISTENCIA

Os testes fenotipicos de mecanismos de resisténcia para KPC e MBL foram realizados
somente para os isolados MDR de ambas as bactérias, conforme item 3.3, sendo que as duas

amostras positivas para profago também foram desconsideradas.

Tabela 7 - Testes Fenotipicos para MBL e KPC em isolados MDR

P. aeruginosa P03 P0OS P06 P07 P08 P10 P12
KPC + NT - NT + + -
MBL + NT - NT + + +
A. baumannii A1 A02 A03 A04 A05 AQ7 Al0
KPC + + - + + + +
MBL + + + + + + +
"NT"= Néo Testado (amostras Pré-fago positivas); "+" = Positivo,; "-"= Negativo

Fonte: Autor.

Conforme pode ser observado na Tabela 7, somente a amostra P06 apresentou testes
fenotipicos negativos. Essa amostra havia demonstrado sensibilidade ao Imipenem e resisténcia
ao Meropenem, conforme descrito na Tabela 4. Ainda, as amostras P12 e A03 apresentaram
teste KPC negativo e MBL positivo. Todas demais amostras testadas apresentaram ambos testes

fenotipicos positivos.

4.4 ENSAIO DE PLACA, ISOLAMENTO DA PLACA DE LISE E PURIFICACAO

Conforme descrito nos itens 3.6 e 3.7, o ensaio de placa de lise foi realizado para todos
os isolados clinicos MDR de P. aeruginosa ¢ A. baumannii habilitados, nas trés amostras de
esgoto coletadas, sempre em triplicata.

Na primeira amostra de esgoto obtida no inicio de maio do corrente ano, dois fagos
foram isolados: um que infectou a amostra P06, designado P06.1, e outro que infectou P10,
denominado P10.1. Ambos foram submetidos as passagens para isolamento e purificagdo,

entretanto o P06.1, apds a segunda passagem, ndo permaneceu mais viavel e tampouco pdode
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ser recuperado através de enriquecimento. Dessa forma, esse fago foi descartado do estudo. Ja
o fago P10.1 foi isolado e purificado apds quatro passagens. A Figura 11 mostra a bactéria
hospedeira P06 com placas de lise, conforme indicam as setas, e teste de profago negativo. E
possivel ver, também, na mesma figura o fago P10.1 ap6s purificagdo e amplificagdao, formando

zonas de lise muito pequenas, visiveis contra luz direta.

Figura 11 — Fagos P06.1 e P10.1

Fonte: Autor.

A segunda amostra de esgoto, coletada ao final do més de maio de 2020, possibilitou o
isolamento de um unico fago, que infectou a amostra P03, nominado P03.2. Na Figura 12
observa-se o seu ensaio da placa de lise, em triplicata. Este fago pode ser purificado apos quatro

passagens.

Figura 12 — Fago P03.2 em ensaio de placa de lise, triplicata
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Fonte: Autor.
Com a ultima coleta de esgoto hospitalar, realizada no final do més de junho, foram

recuperados trés fagos distintos: um infectando o isolado selvagem PESGO02 (PESGO02.3), outro
a P03 (P03.3) e, por ultimo, P08 (P08.3). Esse ultimo fago, ao ser realizado ensaio da placa de
lise ap6s enriquecimento, praticamente nao permitiu o desenvolvimento de colonias da bactéria
hospedeira PO8 (Figura 13, imagem a esquerda). Apds a realizacao de diluigdo, ficou evidente
que de fato o comportamento observado na auséncia de tapete bacteriano confluente era devido

a grande poténcia do fago (Figura 13, imagem a direita), demonstrado também na Tabela 9.

Figura 13 — Fago P08.3

Fonte: Autor.

A Figura 14 mostra os outros dois fagos isolados e purificados, PESG02.3 ¢ P03.3,
durante passagem utilizando técnica do palito, além do controle positivo com E. coli ATCC
13706.

Nenhum bacteriofago foi isolado a partir das amostras de A. baumannii utilizadas no
estudo, nas trés amostras de esgoto coletadas.

Ao final dos trés ensaios independentes, puderam ser isolados e purificados os seguintes
fagos: P10.1, P03.2, P03.3, P08.3 e PESG02.3. Todos os fagos foram obtidos a partir de quatro

passagens sucessivas.
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Figura 14 — Fagos PESG02.3, P03.3 e Controle Viral Positivo

Fonte: Autor.

4.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE “HOST RANGE”

As amostras de P. aeruginosa do estudo foram desafiadas contra os fagos isolados,
excecao feita as amostras de profagos positivas P05 e P07, a amostra PO1, que ndo se manteve
viavel mesmo sob congelamento, e a PESGO1 por desenvolver perfil fenotipico diverso a P.
aeruginosa, ap6s repiques. Conforme observado na Tabela 8, em geral as bactérias foram
sensiveis aos fagos, ou seja, foram permissivas ao ponto de formarem halos de lise. Também ¢
possivel observar que os fagos P03.2 e P03.3 presumivelmente se tratam do mesmo
bacteriéfago, em virtude de apresentarem perfil litico idéntico frente as diferentes cepas
bacterianas. Além disso, observa-se o amplo espectro litico dos fagos P08.3 e P03.2/P03.3, que

deixaram de infectar apenas um isolado bacteriano cada.

Tabela 8 - Teste de Suscetibilidade " Host Range"

[a\] on

Slag|z|lg|leg|lge|ls|2|2|C

&~ & ] & & ~ ~ A~ g %

A A

P10.1 S S R S S CP R R S
P03.2 S CP S S S S R S S
P03.3 S CpP S S S S R S S
P08.3 S S R S CP S S S S S
PESGO02.3 S R R S S R R R CP S

nQn.

Fonte: Autor.

A Figura 15 ilustra o resultado da amostra P08, que foi sensivel a todos os fagos, embora
aparentemente o padrdo de lise formado frente aos fagos P03.2/P03.3 e PESG02.3 ndo seja de

lise completa. Observa-se a formagao de halo de lise na regido do controle positivo P08.3.



36

Figura 15 - Teste de Host Range positivo na amostra P08

Fonte: Autor.

4.6 AMPLIFICACAO E TITULACAO EXATA

Com o uso dos fagos purificados e amplificados, foi realizada a diluigdo aproximada
para determinar qual a melhor dilui¢do a ser utilizada no teste de titulagdo exata. A Figura 16
mostra o “spot test”” do fago P03.3 frente a bactéria hospedeira P03, demonstrando que a melhor
diluicdo a ser utilizada era 107, enquanto que a Figura 17 mostra o teste da titulagio exata,
utilizando a melhor diluigdo (10®) e a dilui¢io imediatamente anterior a essa (107). Cada placa

de lise foi contada na placa com a melhor dilui¢do para proceder ao calculo da titulacdo exata.

Figura 16 — Spot Test fago P03.3
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A titulacdo dos cinco fagos, expressa em UFP/mL (Unidades Formadoras de Placa/mL),

esta disposta na Tabela 9.

Tabela 9 - Titulacdo Exata dos fagos isolados

Bacteriéfago UFP/mL

P10.1 9,00 x 10%°
P03.2 3,14 x 101
P03.3 3,92 x 10!
P08.3 2,50 x 10!
PESGO02.3 2,50 x 10°

Figura 17 — Titulacio exata fago P03.3

Fonte: Autor.

Fonte: Autor.
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5 DISCUSSAO

P. aeruginosa e A. baumannii apresentam diversos mecanismos de resisténcia intrinseca
e adquirida, o que, frequentemente, resulta em uma multirresisténcia, favorecida pelo intenso
uso de antibidticos nos ambientes hospitalares (SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015).
Dentre os isolados clinicos obtidos, fica evidente o perfil de sensibilidade antimicrobiana
reduzido em termos de opgdes, principalmente a resisténcia aos carbapenémicos (imipenem,
meropenem) no qual 90,9% das amostras clinicas de P. aeruginosa e 100% de A. baumannii
apresentaram resisténcia a, pelo menos, um carbapenem.

Para entender melhor os mecanismos de resisténcia a essa classe de antimicrobianos, os
testes fenotipicos para pesquisa de MBL e KPC foram aplicados. As enzimas MBLs hidrolisam
carbapenens de maneira muito eficiente, e ndo sdo inibidas por inibidores de beta-lactamase,
enquanto as KPCs conferem resisténcia a todos beta-lactdmicos e seus elementos genéticos
estdo localizados em elementos moéveis, o que facilita sua dispersdo horizontal (POTRON;
POIREL; NORDMANN, 2015). A presenca de pelo menos um dos mecanismos nos isolados
clinicos desse estudo (80% de P. aeruginosa e 100% de A. baumannii) indica a capacidade
ostensiva dessas espécies em promover resisténcia ampla frente as principais classes de
antibioticos utilizadas no tratamento de infec¢des complicadas. Entretanto, testes moleculares
seriam oportunos para a confirmagado desses resultados obtidos.

Bacteri6fagos sao virus que hipoteticamente existem em qualquer lugar onde seus
hospedeiros habitem. A vasta maioria dos bacteriofagos conhecidos, inclusive aqueles que
infectam Pseudomonas sp., pertencem, essencialmente, a trés familias da ordem Caudovirales:
Syphoviridae, Myoviridae e Podoviridae (AZEREDO; SILLANKORVA; PIRES, 2014). Em
linhas gerais, os fagos podem ser classificados em duas categorias principais, baseadas no seu
ciclo de vida: fagos estritamente liticos, ou virulentos, e fagos lisogénicos ou temperados
(ORLOVA, 2012).

Para o emprego na fagoterapia, os fagos lisogénicos, ou temperados, sdo considerados
indesejaveis, por isso € importante ndo utilizar isolados bacterianos hospedeiros que contenham
profagos, uma vez que os mesmos tendem a manter um ciclo de lisogenia, inclusive protegendo

seu hospedeiro da infec¢ao por outros fagos (TOUCHON; BERNHEIM; ROCHA, 2016). Uma
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célula bacteriana carreando um ou mais profagos ¢ chamada de lisogénica e ¢ “imune” a
infecgdes por outros fagos liticos ou lisogénicos do mesmo grupo (FORTIER; SEKULOVIC,
2013; HYMAN, 2019). Os profagos sdao frequentemente identificados no sequenciamento do
genoma bacteriano e podem corresponder a até 20% de todo DNA bacteriano, sendo que o
nimero de profagos em um Unico genoma bacteriano pode variar de zero a algumas dezenas
(KHAN; WAHL, 2020). Levando essas afirma¢des em consideragdo, a pesquisa de profagos se
torna imprescindivel para a detec¢do das bactérias lisogé€nicas ja infectadas por profagos. No
presente estudo, a pesquisa de profagos revelou a presenca de duas amostras positivas dentre
todos os isolados MDR, fator determinante para que ambas fossem excluidas da testagem contra
possiveis fagos presentes nas amostras de esgoto.

O ambiente ¢ a unica fonte para todo os tipos de fagos, oferecendo a possibilidade de
isola-los para propositos terapéuticos. O isolamento de fagos de fontes ambientais ¢ mais
frequentemente possivel quando a amostra contém a bactéria alvo, sendo que o esgoto ¢ uma
otima fonte para a descoberta de novos fagos (DABROWSKA et al., 2016). Dessa forma, o
esgoto hospitalar foi escolhido como amostra 6tima para o isolamento de fagos de interesse no
estudo.

O método basico de isolamento de fagos tem permanecido praticamente inalterado
desde que foi desenvolvido por d’Herelle. O procedimento de enriquecimento, no qual uma
amostra da bactéria alvo ¢ misturada com uma amostra ambiental e incubada per-umaneite
(HYMAN, 2019), foi o método de eleigao para a obten¢ao de fagos, uma vez que muitas
amostras podem nado conter altas concentragdes de fagos direcionados as bactérias alvo. Com
esse método, puderam ser isolados seis bacteriéfagos para P. aeruginosa, dos quais cinco
permaneceram vidveis até a etapa de purificacdo, porém nenhum bacteriofago para A.
baumannii foi isolado. O ndo isolamento de fagos para A. baumannii nas amostras de esgoto
vai ao encontro do que ¢ descrito na literatura. Alguns trabalhos demonstraram a grande
dificuldade de se encontrar fagos ativos contra essa espécie, apesar de mais de 100 fagos contra
Acinetobacter sp. ja terem sido descritos (DABROWSKA et al., 2016; TURNER et al., 2018).

No que tange o aspecto morfoldgico das placas de lise, observou-se a diversidade nas
caracteristicas quando comparados os fagos e respectivas bactérias hospedeiras entre si.
Enquanto as placas de lise formadas em P10 s3o pequenas e turvas, aquelas formadas em P08
e P03 sdo placas de tamanho médio, mas com bordas definidas e halos limpidos.

Para um bacteridéfago ser 1til para a terapia fagica ele deve ser isolado do ambiente e
mostrar algumas caracteristicas, além de apenas matar cepas bacterianas hospedeiras. Essas

caracteristicas desejaveis incluem o relativamente amplo espectro de infec¢do de hospedeiros,
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e a falta de outras caracteristicas, como a formacdo de lisogenos. Dentro das espécies
bacterianas, um fago que infecta muitas, sendo todas as cepas, € util pois indica que muitas das
infeccdes bacterianas causadas por aquela espécie poderiam ser tratadas de uma maneira
empirica, isto ¢, presumivelmente, sem a necessidade de testar a sensibilidade da bactéria
infectante em um teste de suscetibilidade ao fago. Essa mesma analogia pode ser feita com o
uso de antibidticos de amplo espectro, antes da realizagdo do teste de sensibilidade
antimicrobiana (HYMAN, 2019). De acordo com os resultados do teste de suscetibilidade
apresentados (Tabela 8), os fagos P03.2/P03.3 e P08.3 apresentaram 90% de infectividade
contra os isolados de P. aeruginosa testados, enquanto que o fago P10.1 infectou 70% dos
isolados e, por ultimo, PESG02.3 conseguiu lisar somente 50% das bactérias alvo. Conclui-se,
portanto, a alta capacidade litica dos fagos P03.2/P03.3 e P08.3 quando testados isoladamente,
mostrando complementariedade ao infectarem todos os isolados testados no estudo.

Algumas preparagoes de fagos estdo na forma de coquetéis, e podem ser compostos por
um ou mais fagos. Individualmente, cada fago pode ser ativo contra diferentes linhagens da
mesma espécie bacteriana, mas a morte da bactéria alvo por um coquetel de fagos pode ser mais
efetiva do que o esperado devido ao somatorio das capacidades liticas de cada fago. Esse
fendomeno ¢ chamado de sinergismo e pode ser util sob o ponto de vista terapéutico, ja que ele
aumenta o potencial de eficacia do tratamento. E possivel obter tal sinergismo se um fago puder
facilitar a infec¢do por outro fago na mesma bactéria (DABROWSKA et al., 2016;
SCHMERER, M.; MOLINEUX, 1.; BULL, J., 2014).

Para determinar qual a titulacdo exata de cada fago, o “Spot Test” foi assertivo em
determinar qual a melhor dilui¢do para realizar as contagens das placas de lise. Para os fagos
P10.1, P02.3, P03.3 e P08.3, a melhor diluicdo foi de 10, enquanto para PESG02.3 a diluigdo
utilizada foi muito menor, 102, denotando maiores e menores concentracdes obtidas,
respectivamente.

A caracterizacdo molecular de fagos apropriados para biocontrole de patdgenos ¢
essencial para qualquer tratamento a base de bacteriéfagos (TIAN et al., 2019), principalmente
para impedir o uso de fagos lisogé€nicos (que carregam integrases e genes de viruléncia), por
seu envolvimento na transdug¢dao bacteriana (ZHANG et al.,, 2015; ONG et al., 2020).
Entretanto, em virtude do inicio da atual pandemia de SARS-CoV-2 em fevereiro de 2020, ndo
foi possivel a realizacdo das etapas envolvendo biologia molecular previstas para o presente
estudo, incluindo a extragdo de DNA e sequenciamento gendomico dos fagos isolados. Isso foi
consequéncia de restricdes de acesso ao Laboratério de Microbiologia Molecular da

Universidade Feevale, cujos recursos humanos/financeiros foram direcionados para o apoio no
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diagnostico de infecgdes por SARS-CoV-2. O contingenciamento de recursos para pesquisa
ndo estava inicialmente previsto. Entretanto, espera-se concluir futuramente essas etapas
mesmo apods o término do mestrado, com vistas a publicagdo. Todas as amostras bacterianas e
dos fagos obtidas permanecem armazenadas para uso futuro.

A inexisténcia de grandes ensaios clinicos randomizados que avaliem a seguranca e
eficdcia da terapia com fagos ¢ uma importante limitacdo para o uso terapéutico desses virus.
Em todo mundo, h4 somente 7 ensaios clinicos direcionados ao tratamento de infecgdes por P.
aeruginosa e A. baumannii por fagos, sendo que o unico estudo concluido avaliou a atividade
in vitro de um coquetel de fagos contra amostras de escarro coletadas de pacientes com fibrose
cistica. Os demais estudos intervencionais em andamento, todos eles patrocinados por
industrias farmacéuticas, visam a utilizagdo de coquetéis de fagos através de sprays nasais e
inalacdo ou de uso topico, principalmente para pacientes com fibrose cistica ou feridas,
respectivamente (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2021).

Haé a necessidade de fomentar estudos na area da fagoterapia, especialmente pelo cenario
da crescente multirresisténcia bacteriana em nivel mundial somada a escassez de novas drogas

antimicrobianas.
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6 CONCLUSAO

O estudo pode demonstrar a presenca de fagos liticos para P. aeruginosa em matrizes
de esgoto hospitalar, sendo possivel seu isolamento, quantificagdo e verificagdo de espectro de
infectividade frente a outros hospedeiros da mesma espécie bacteriana. Além disso, confirmou-
se a dificuldade em encontrar fagos para 4. baumannii nas amostras de esgoto utilizadas.

Evidenciou-se a importancia da pesquisa de profagos como uma ferramenta fenotipica
simples e muito 1til para a triagem e, subsequente, exclusao dos hospedeiros lisogénicos. Em
contrapartida, a impossibilidade de realizar o sequenciamento dos fagos encontrados impediu
inferirmos que tais fagos sdo seguramente liticos, visto que eles poderiam conter a enzima
integrase, vinculada a lisogenia.

Por fim, constatou-se que os estudos clinicos com bacteriéfagos ativos sobre P.
aeruginosa € A. baumannii sao mundialmente escassos, reforcando a necessidade de fomentar
pesquisas nesta area visando promover alternativas terap€uticas para tratamento de infecgdes

por bactérias multidroga-resistentes.
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