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A disseminagdo de bactérias e outros
microrganismos resistentes a quase todos os
antimicrobianos disponiveis € uma ameaca
mundial. Entre esses patdégenos esta a
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). Com
isso, surge a necessidade de desenvolvimento
de novas opgdes terapéuticas, como a
fagoterapia e possivel sinergismo com outros
compostos antimicrobianos, como a N-
acetilcisteina  (NAC), no combate ao
crescimento bacteriano e formagéao de biofilme.

Objetivos

Aprofundar os estudos com o NAC como
adjuvante na fagoterapia através de analises in
vitro e in vivo conforme estudo ja iniciado.
Reavaliar as curvas de crescimento da K.
pneumoniae K81 na presenga de NAC
preparado fresco e dos fagos MJ e FDB; avaliar
a abrangéncia de hospedeiros destes fagos em
outras cepas clinicas de K. pneumoniae, testar
in vivo o efeito de NAC com os fagos no modelo
animal de Galleria mellonella infectada com
K81. Estes objetivos visam explorar o potencial
e sinergia dos fagos e de NAC como candidatos
a fagoterapia.

Métodos e Procedimentos

A curva de crescimento bacteriano foi feita em
meio liquido em placa de 96 pogos com adigao
da K81 (DO600nm=0,1) e adicdo de fagos e/ou
NAC. As medidas de turbidez do meio foram

aferidas a 600nm ao longo do tempo por 16h no
LogPhase (Agilent).

A avaliagdo da infecgdo causada por K81 em
modelo animal de larvas de G. mellonella, e o
efeito de NAC e os fagos para o tratamento, foi
feita injetando 10ul de K81 e os fagos/NAC 1h
apos a infecgéo. As larvas foram acompanhadas
por até 5 dias.

O teste de sensibilidade de diferentes isolados
clinicos de K. pneumoniae provenientes da
Inglaterra aos fagos FDB e MJ foi feito por drop
test, em que diferentes concentragdes de cada
fago sdo gotejadas sob o tapete bacteriano em
meio top é&gar TSB 0,7%. As placas séo
incubadas a 37°C por uma noite e fotografadas.

Resultados

Com relagao ao efeito de NAC e dos fagos no
crescimento de K. pneumoniae K81, notamos
um efeito sinérgico ao combinar diferentes
concentragées do NAC com os fagos testados
em uma unica concentragao, relativa a MOI de
1 (Multiplicity Of Infection com a proporcéo de
fago:bactéria=1) (Figura 1a e 1b).

No teste in vivo observamos que o tratamento
com o fago foi mais eficaz no grupo com a menor
concentragao de bactéria (10e6 CFU/mI) do que
com a maior concentragao de bactéria (10e7
CFU/ml), apresentando uma porcentagem de
sobrevivéncia de 90% (Figura 2b) e 30% (Figura
2a), respectivamente. O tratamento com o fago
manteve 70% das larvas vivas com ou sem NAC
(Figura 3).
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Os fagos FDB ou MJ séo capazes de infectar as
bactérias isoladas de um hospital da Inglaterra
(Figura 4). Além disso, é interessante notar que
apesar destes fagos terem uma identidade de
sequéncia genémica de 99%, eles diferem com
relacdo a eficiéncia de infecgcdo nestes 3
isolados.
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Figura 1: Curva de crescimento da bactéria de isolamento
K81 com NAC, MJ (a) e FDB (b).
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Figura 2: Sobrevivéncia das larvas Galleria mellonella
infectadas com K81 e tratadas com o fago FDB. a) Bactéria
10e7 CFU/ml e FDB 10e7 PFU/ml. b) Bactéria 10e6 CFU/ml
e FDB 10e6 PFU/ml. Eixo y: Sobrevivéncia; Eixo x: tempo.
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Figura 3: Sobrevivéncia das larvas Galleria mellonella
infectadas com K81 e tratadas com o fago FDB e NAC.
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Figura 4: Placas de lise do fago FDB e MJ em

diferentes cepas de K. pneumoniae.

Conclusoes

O NAC a 2,5 mg/ml apresenta um efeito
sinérgico na presenga dos fagos. Em relagéo
aos testes in vivo, NAC ndo apresentou um
efeito sinérgico com o fago em salvar as larvas
comparado ao efeito apenas do fago.
Interessantemente, os fagos foram capazes de
infectar isolados clinicos de K. pneumoniae
provenientes de outro pais, com diferentes
eficiéncias de infeccdo apesar da alta identidade
genética entre eles.
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