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RESUMO

Em decorréncia do aumento global de infecgdes causadas por Acinetobacter
baumannii multirresistente aos antimicrobianos, especialmente em ambiente
hospitalar e em unidades de terapia intensiva, torna-se urgente a busca por
alternativas terapéuticas capazes de contornar a resisténcia e a formacgao de biofilmes
por esse patdgeno. Nesse contexto, a fagoterapia surge como opgédo promissora,
utilizando bacteriofagos, virus que infectam especificamente bactérias, seja de forma
isolada, em coquetéis ou em associagao a antibidticos. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de um coquetel de bacteriéfagos
contra isolados clinicos multirresistentes de A. baumannii, bem como investigar seu
potencial em combinacido com diferentes classes de antimicrobianos. Para isso, foram
isolados fagos a partir de amostras de efluentes hospitalares, selecionados de acordo
com seu espectro de acdo e desempenho em ensaios in vitro, incluindo Spot Test,
Eficiéncia de Plaqueamento, indice de Viruléncia e Multiplicidade de Infeccéo,
culminando na escolha de quatro fagos para composi¢cdo de um coquetel. Foram
conduzidos ensaios de viruléncia in vitro frente a diversos isolados clinicos, testes de
sobrevivéncia em larvas de Galleria mellonella para avaliar taxas de sobrevivéncia e
a relagao entre viruléncia e eficacia terapéutica dos fagos, além de ensaios de
checkerboard para analise da interacdo entre o coquetel e antibidticos como
levofloxacina, meropenem, piperacilina-tazobactam e colistina, bem como testes de
atividade antibiofiime dessas combinag¢des. Os resultados demonstraram que o
coquetel apresentou amplo espectro de acéo (93,6%, ou seja, 59 dos 63 isolados),
com altos indices de viruléncia (média de 0,73) e capacidade de reduzir
significativamente a carga bacteriana, refletindo em maior sobrevivéncia das larvas
tratadas (66,4% de sobrevivéncia) em comparagdo aos controles infectados sem
fagos (7,6%). Adicionalmente, as combinagdes com antibidticos permitiram a redugao
das concentracbes de diferentes farmacos, inclusive daqueles com eficacia
previamente comprometida, e mostraram que sozinho o coquetel ja € capaz de reduzir
de maneira significativa biofilmes formados de A. baumannii. Diante disso, conclui-se
gue o coquetel de bacteriéfagos estudado apresenta potencial terapéutico no manejo
de infecgbes causadas por A. baumannii multirresistente, contribuindo para a
otimizacao do uso de antibiéticos e apontando a necessidade de estudos adicionais
em modelos vertebrados e eventualmente em cenarios clinicos para garantir sua
aplicacéao.

Palavras-chave: bacteridfagos; fagoterapia; antibacterianos; resisténcia; associagao.
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ABSTRACT

Due to the global increase in infections caused by multidrug-resistant Acinetobacter
baumannii, particularly in hospital settings and intensive care units, there is an urgent
need for alternative therapeutic strategies capable of overcoming resistance and biofilm
formation by this pathogen. In this context, phage therapy emerges as a promising
option, employing bacteriophages—viruses that specifically infect bacteria—either
individually, in cocktails, or in combination with antibiotics. Thus, the present study
aimed to evaluate the antibacterial activity of a bacteriophage cocktail against multidrug-
resistant clinical isolates of A. baumannii, as well as to investigate its potential when
combined with different classes of antimicrobials. For this purpose, phages were
isolated from hospital effluent samples and selected according to their host range and
performance in vitro assays, including Spot Test, Efficiency of Plating, Virulence Index,
and Multiplicity of Infection, ultimately leading to the selection of four phages for cocktail
formulation. In vitro virulence assays were performed against several clinical isolates,
along with survival tests in Galleria mellonella larvae to assess survival rates and the
relationship between virulence and therapeutic efficacy of the phages. Checkerboard
assays were also carried out to analyze the interaction between the cocktail and
antibiotics such as levofloxacin, meropenem, piperacillin-tazobactam, and colistin, as
well as to evaluate the antibiofilm activity of these combinations. The results
demonstrated that the cocktail exhibited a broad spectrum of activity (93.6%, i.e., 59 of
63 isolates), high virulence indices (mean of 0.73), and the ability to significantly reduce
bacterial load, resulting in higher survival rates of treated larvae (66.4%) compared to
infected controls without phages (7.6%). Additionally, the combinations with antibiotics
allowed for a reduction in the concentrations of various drugs, including those with
previously compromised efficacy, and showed that the cocktail alone was already
capable of significantly reducing preformed A. baumannii biofilms. Therefore, it can be
concluded that the bacteriophage cocktail studied presents therapeutic potential for
managing infections caused by multidrug-resistant A. baumannii, contributing to the
optimization of antibiotic use and highlighting the need for further studies in vertebrate
models and, ultimately, in clinical scenarios to ensure its application.

Keywords: bacteriophages; phage therapy; antibacterials; resistance; combination.
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1 INTRODUGAO

Descritos inicialmente por Frederick Twort em 1915 (DIALLO; DUBLANCHET,
2023; HATFULL; DEDRICK; SCHOOLEY, 2022) e aplicados clinicamente por Felix
d’'Herelle em 1919 no tratamento de criangas com disenteria bacteriana (SORESSA
BAKALA; MOTUMA, 2022; STRATHDEE et al., 2023), os bacteriéfagos (fagos) séo
virus que infectam especificamente bactérias sem exercer efeito toxico nas células
humanas (SORESSA BAKALA; MOTUMA, 2022). Apesar de sua utilizagdo
terapéutica anteceder a popularizagado dos antibiéticos, fatores politicos, limitagdes
metodoldgicas iniciais e, sobretudo, o impacto da descoberta e ampla difusdo da
penicilina e seus sucessores favoreceram o abandono progressivo da fagoterapia em
grande parte do mundo ocidental (DIALLO; DUBLANCHET, 2023; SALMOND;
FINERAN, 2015). Na atualidade, diante do surgimento e disseminagdo global de
bactérias multirresistentes, a necessidade urgente de alternativas aos antimicrobianos
convencionais, reforcada por 6érgaos como o Centers for Disease Control (CDC) e a
World Health Organization (WHO), tem impulsionado a redescoberta e o avango da
fagoterapia como opgéo terapéutica complementar (CDC, 2019; WHO, 2022).

Nesse cenario de multirresisténcia no ambiente hospitalar, um conjunto de
patégenos ganhou destaque pela elevada capacidade de escapar a agao de multiplas
classes de antibidticos, sendo reunidos sob o acrénimo ESKAPEE (LAWS;
SHAABAN; RAHMAN, 2019), entre esses, em especial Acinetobacter baumannii,
destaca-se como um importante patégeno de infecgdes relacionadas a assisténcia a
saude, principalmente em unidades de terapia intensiva, associado a pneumonias
relacionadas a ventilacdo mecanica, bacteremias e infeccbes de feridas,
frequentemente em pacientes debilitados ou imunocomprometidos. Trata-se de um
bacilo Gram-negativo ndo fermentador, com alta capacidade de adquirir e acumular
mecanismos de resisténcia, incluindo producao de B-lactamases de amplo espectro,
carbapenemases, modificagcdes de alvos, bombas de efluxo e alteragdes de
permeabilidade, além de formar biofilmes persistentes em superficies bidticas e
dispositivos médicos, o que dificulta sua erradicagao por antibiéticos convencionais.

Nesse contexto, a exploracdo da fagoterapia como método alternativo e
complementar contra A. baumannii, isoladamente ou em combinagdo com
antimicrobianos, surge como uma estratégia promissora para enfrentar infeccoes

causadas por cepas MDR e XDR desse formidavel patégeno.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A HISTORIA DOS ANTIMICROBIANOS

A introducdo da arsefenamina (Salvarsan) em 1910, pelo médico e cientista
alemao Paul Ehrlich, & considerada um marco inicial da terapia antibacteriana
moderna, por se tratar do primeiro composto sintético empregado no tratamento de
infecgcdes bacterianas, especificamente a sifilis causada por Treponema pallidum
(CHRISTENSEN, 2021; HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). Partindo da
hipotese de que determinados corantes poderiam se ligar seletivamente a tecidos e
microrganismos, Erlich propds o conceito de uma “bala magica”, capaz de atingir
apenas o agente etiolégico da doenga sem causar danos significativos ao hospedeiro
(CHRISTENSEN, 2021; GELPI; GILBERTSON; TUCKER, 2015). Com esse objetivo,
ele infectou camundongos com T. pallidum e avaliou sucessivamente cerca de 606
compostos, até identificar um que tivesse atividade eficaz contra o patdégeno, sem
provocar a morte dos animais tratados (CHRISTENSEN, 2021; GELPI; GILBERTSON,;
TUCKER, 2015; HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019; SPAGNOLO;
TRUJILLO; DENNEHY, 2021). Essa descoberta inaugurou uma potencial estratégia
para combater tais infeccbes e da mesma forma deu inicio a uma busca por agentes
antibacterianos, abrindo caminho para o desenvolvimento de novos compostos.

Na década de 1930, mantendo o raciocinio de empregar corantes como
agentes com potencial antibacteriano e inspirado por Erlich, Gerhard Domagk iniciou
os estudos com sulfonamidas (Prontosil) para o tratamento de infecgdes causadas por
Streptococcus (CHRISTENSEN, 2021; HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019;
MOHR, 2016; OTTEN, 1986; SPAGNOLO; TRUJILLO; DENNEHY, 2021). Ensaios
pré-clinicos conduzidos em camundongos e coelhos evidenciaram a eficacia do
composto, permitindo a progressao para estudos clinicos e posterior introdu¢cédo na
pratica terapéutica. Embora posteriores a arsefenamina, as sulfonamidas
representaram os primeiros antimicrobianos sintéticos efetivos, caracterizando-se por
um amplo espectro de acdo e permanecendo em utilizacdo até a atualidade
(HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). Tanto o Salvarsan quanto o Prontosil,
por apresentarem propriedades antibacterianas e origem sintética, foram classificados

como quimioterapicos (antimicrobianos sintéticos), enquanto os antibidticos
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propriamente ditos, que sao biomoléculas produzidas por organismos para inibir ou

matar outros microrganismos, sé viriam a ser descobertos e isolados nas décadas de

1930 e 1940.

Figura 1 - Cronologia da descoberta, primeiro uso clinico e primeiro relato de

resisténcia clinica das 38 classes de antibidticos.
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de desenvolvimento” (quanto tempo apds sua descoberta o antibiético foi usado pela primeira vez na

clinica), e as barras azuis representam as “janelas de resisténcia” (quanto tempo apds seu primeiro

uso foi relatado resisténcia clinica).
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Ja em 1928, Alexander Fleming realizou a descoberta revolucionaria que
inaugurou a chamada "Era de Ouro dos Antibiéticos" (MOHR, 2016). Ao investigar
Staphylococcus aureus, ele notou que uma contaminagao por um fungo do género
Penicillium impedia o crescimento bacteriano (FLEMING, 1929). Essa inibigdo foi
posteriormente atribuida a um composto antibacteriano batizado de Penicilina,
embora sua purificagdo s6 tenha ocorrido em 1940, pelas maos de Ernst Chain,
Howard Florey e Norman Heatley (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019;
MOHR, 2016). A partir dai, surgiram derivados semissintéticos como a ampicilina,
descrita inicialmente por Brewer e Jonson em 1953 (BREWER; JOHNSON, 1953), e
a meticilina, desenvolvida pela empresa inglesa Beecham em 1959. O fato é que a
Penicilina marcou um avancgo e estimulo histérico ao revelar compostos naturais com
acao antibacteriana.

O éxito na pratica clinica, somado a urgéncia em conter doencas infecciosas e
surtos epidémicos associados a Segunda Guerra Mundial, impulsionou, entre a
década de 1940 e meados da década de 1970, uma intensa busca por novos agentes
antimicrobianos (Figura 1). As descobertas conduzidas por Waksman e
colaboradores demonstraram que bactérias do género Streptomyces eram fontes
particularmente promissoras de antibidticos (WAKSMAN; SCHATZ; REYNOLDS,
2010). A partir dessas investigacgdes, diversas classes de moléculas foram descritas,
incluindo as tetraciclinas, como a aureomicina identificada por Duggar (DUGGAR,
1948), os aminoglicosideos, como a estreptomicina descrita por Schatz (SCHATZ;
BUGIE; WAKSMAN, 2005), e o cloranfenicol, relatado por John Ehrlich (EHRLICH et
al., 1947), entre muitas outras classes. Estima-se que cerca de dois tergos dos
antibidticos conhecidos atualmente sejam derivados de espécies de Streptomyces
(QUINN et al.,, 2020; XIA et al., 2020). Ao longo do tempo, também foram
caracterizados antibiéticos produzidos por bactérias de outros géneros e por fungos,
além do desenvolvimento continuo de novos antimicrobianos sintéticos (HUTCHINGS;
TRUMAN; WILKINSON, 2019).

2.2 O SURGIMENTO DA RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

O entusiasmo gerado pela sucessiva descoberta de novos antimicrobianos
levou, nas décadas iniciais de uso desses farmacos, um forte otimismo entre médicos

e pesquisadores. Esse cenario, porém, mostrou-se passageiro, pois cepas
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bacterianas resistentes aos antimicrobianos ja vinham sendo descritas e continuaram
a emergir de forma expressiva nas décadas seguintes (SENGUPTA;
CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013).

Apesar da natureza revolucionaria da descoberta da penicilina por Fleming, a
primeira cepa de Staphylococcus aureus resistente a esse antibiético foi relatada ja
em 1940 (ABRAHAM; CHAIN, 1940). Para tentar contornar essa limitagcéo, a meticilina
foi introduzida clinicamente em 1959, porém, em apenas um ano também surgiram
relatos de cepas resistentes a esse farmaco (SENGUPTA; CHATTOPADHYAY;
GROSSART, 2013). A trajetdria da antibioticoterapia passou entédo a seguir um padrao
recorrente, com a descoberta de um novo agente, sua incorporagao na pratica clinica,
surgimento da resisténcia aos antimicrobianos e posterior substituicdo ou
complementagao por outro farmaco (Figura 1).

Atualmente, o fendbmeno da resisténcia aos antimicrobianos € um problema
global que gera grandes impactos para a economia e saude mundial (WHO, 2022).
Um estudo amplamente mencionado quando se aborda esse tema (NAGHAVI et al.,
2024), estima que o numero de mortes relacionadas de alguma forma a RAM até 2050
pode chegar a 8,22 milhdes, e 1,91 milhdes poderao ser diretamente atribuidas a esse
problema.

Apesar da resisténcia bacteriana ser enfrentado pela humanidade desde o
inicio do século XX, tal fenbmeno é muito mais remoto na histéria do planeta
(SPAGNOLO; TRUJILLO; DENNEHY, 2021). As moléculas produzidas pelos
microrganismos que sao de interesse clinico também expressam significativa
importancia na natureza, desempenhando papéis diretamente relacionados a
competicdo entre microrganismos, sinalizagdo quimica, relagdo parasita-hospedeiro,
e sua evolugcdo e adaptagdo aos ambientes. (SENGUPTA; CHATTOPADHYAY;
GROSSART, 2013). Dessa forma, considerando que os microrganismos habitam o
planeta ha bilhdes de anos, os mecanismos de resisténcia datam de épocas muito

mais antigas do que imaginamos.

2.3 O GRUPO ESKAPE

Entre os principais patégenos associados a RAM, alguns se destacam como
centrais no cenario clinico atual. A OMS organiza esses microrganismos em

patogenos de prioridade critica, como o caso de Acinetobacter baumannii, foco deste
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estudo, mas também Enterobacterales resistentes a carbapenémicos,
Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de terceira geracao e Mycobacterium
tuberculosis resistente a rifampicina. Como prioridade alta, destacam-se
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina e Salmonella Typhi resistente a Fluoroquinolonas. Ja como
prioridade média, temos estreptococos do grupo A resistentes a macrolideos e
estreptococos do grupo B resistentes a penicilina (WHO, 2024).

Em paralelo a essa classificacao, difundiu-se na literatura o acrénimo ESKAPE,
que reune Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter spp., por vezes expandido para incluir
Escherichia coli (RUEKIT et al., 2022). Dentro desse grupo, ganham destaque clinico
cepas como E. faecium resistente a vancomicina (VREfm), S. aureus resistente a
meticilina (MRSA), K. pneumoniae resistente a carbapenémicos (CRKP), A.
baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) e P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos (CRPA) (MILLER; ARIAS, 2024).

A inclusao desses microrganismos em um mesmo grupo decorre ndo apenas
de sua relevancia em ambiente hospitalar, mas também de caracteristicas
compartilhadas de resisténcia intrinseca e adquirida (DE OLIVEIRA et al., 2020;
MILLER; ARIAS, 2024). Evidéncias indicam que, por mutag¢des e pela aquisicao de
elementos genéticos moveis, bactérias ESKAPE desenvolveram resisténcia frente a
oxazolidinonas, lipopeptideos, macrolideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
B-lactdmicos, combinacbes de [-lactdmicos com inibidores de pB-lactamase e
antibidticos de ultima escolha, como carbapenémicos, glicopeptideos e algumas
polimixinas (DE OLIVEIRA et al., 2020; NAYLOR et al., 2018; ZAMAN et al., 2017).
De forma geral, seus mecanismos podem ser agrupados em: inativagdo ou
modificagdo do antimicrobiano, alteragcao do sitio-alvo, redugdo da penetracdo e
acumulo do farmaco, entre outros (Figura 2) (DE OLIVEIRA et al., 2020).

A crescente preocupacgédo global com a RAM, refor¢gada por instituicdes como
CDC (Centers for Disease Control) e OMS, tem direcionado esfor¢os cientificos e
recursos econdmicos nao apenas para o entendimento desses patdégenos
multirresistentes, mas também para a busca de novas estratégias terapéuticas,
impulsionando o desenvolvimento de alternativas aos antimicrobianos convencionais
(WHO, 2022).
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Figura 2 — Principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
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2.4 ACINETOBACTER BAUMANNII

Os primeiros estudos envolvendo o género Acinetobacter comegaram em 1911
com a descoberta da espécie Micrococcus calcoaceticus por Martinus Beijerinck
(BEIJERINCK, 1911). Posteriormente, ela foi renomeada como Bacterium antitratum
(SCHAUB; HAUBER, 1948), Diplococcus mucosus (LINZENMEIER, 1955), Moraxella
Iwoffi (PIECHAUD, 1951), M. glucidolytica (PIECHAUD, 1956) e Neisseria
winogradskyi (LEMOIGNE; GIRARD, 1952). O género e a nomenclatura atuais sé
surgiram apos o estabelecimento do género Acinetobacter em 1957 e das analises
moleculares conduzidas por Bouvet & Grimont (BOUVET; GRIMONT, 1986). O nome
da espécie “baumannii’ homenageia os bacteriologistas americanos Paul e Linda
Baumann.

As espécies do género Acinetobacter s&o caracterizadas como cocobacilos
medindo 0,9-1,6 ym de didametro e 1,5-2,5 ym de comprimento, mantendo sua
morfologia cocobacilar durante a fase estacionaria (BAUMANN; DOUDOROFF;

STANIER, 1968), embora cepas de A. baumannii sensiveis a polimixina possam
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apresentar morfologia em bastonete durante a fase logaritmica, alongando-se na fase
estacionaria (SOON, 2009), ou até mesmo assumindo uma forma mais cocdide e
reduzida, com alteragdes topograficas em resposta a dessecacédo e a privagdo de
oxigénio (BASHIRI et al, 2021).

A. baumannii é, portanto, uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Moraxellaceae (PARTE et al, 2020), descrita em 1986 por Bouvet e Grimont, que
definiram sua cepa-tipo (ATCC 19606) originalmente isolada de uma amostra de urina,
formando colbnias circulares, convexas, lisas e ligeiramente opacas, capazes de
crescer entre 15-44°C (BOUVET; GRIMONT, 1986). A. baumannii ganhou
significativa relevancia clinica principalmente devido ao seu envolvimento em
infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). Sua capacidade de tolerar
dessecacao, variagdes de temperatura e pH, e condigdes pobres em nutrientes, bem
como sua alta capacidade de formar biofilmes em superficies bidticas e abidticas,
combinada ao rapido surgimento como patégeno global devido as altas taxas de
resisténcia antimicrobiana, torna-o uma ameacga critica a saude publica mundial,
principalmente devido a sua propensdo a adquirir de forma facilitada multiplos
fendtipos de resisténcia a farmacos (BASHIRI et al, 2021, WHO, 2024).

Em 2021, A. baumannii foi a segunda principal causa bacteriana de mortes no
mundo, ficando atrds apenas de Staphylococcus aureus. O fendtipo CRAB
(Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii) representou a combinagao
patdgeno-antibiotico com aumento de mais de 25.000 mortes anuais atribuiveis entre
1990 e 2021, totalizando 78.100 mortes em todo o mundo (NAGHAVI et al, 2024). A
OMS classificou CRAB como um patdgeno critico para pesquisa e desenvolvimento
de novas estratégias de controle, devido a sua alta mortalidade, baixa tratabilidade e
a escassez de novas drogas em desenvolvimento (WHO, 2024).

Trata-se de um patdégeno capaz de causar uma série de infec¢gdes nosocomiais
em varios locais anatébmicos, geralmente de carater oportunista e implicando em
diversas infecgdes que afetam principalmente pacientes criticos em UTIs (ZHANG et
al., 2025; CAVALLO et al., 2023; MUKHOPADHYAY; BAIRAGI, 2024). As infecgbes
por A. baumannii adquiridas em ambiente hospitalar incluem: pneumonia associada a
ventilagdo mecanica, infeccoes de pele e tecidos moles, infeccdes de feridas,
infecgcdes do trato urinario, meningite secundaria, e infecgbes da corrente sanguinea
(ZHANG et al., 2025; CAVALLO et al., 2023; PHILLIPS et al., 2025). As manifestagdes

clinicas mais frequentes sao pneumonia associada a ventilagdo mecanica e infecgao
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da corrente sanguinea (CAVALLO et al., 2023), ambas associadas a morbidade e
mortalidade consideraveis, que podem chegar a 52% (INCHAI et al., 2015; CAVALLO
et al., 2023; ZHANG et al., 2025).

Além disso, as infecgdes causadas por A. baumannii representam cerca de 2%
de todas as IRAS nos Estados Unidos e na Europa (MAGILL et al., 2014; LOB et al.,
2016); no entanto, essas taxas sdo duas vezes maiores na Asia e no Oriente Médio.
Embora as taxas de infeccdo sejam menores do que as causadas por outros
patdgenos Gram-negativos, globalmente, cerca de 45% de todos os isolados sdo
considerados multirresistentes (MDR), com taxas que chegam a 70% na América
Latina e no Oriente Médio (GIAMMANCO et al., 2017).

Na atualidade, o tratamento disponivel para cepas CRAB inclui polimixinas,
como colistina e polimixina B, ambas amplamente utilizadas globalmente, apesar de
sua nefrotoxicidade, bem como tetraciclinas e B-lactamicos em combinacdo com
inibidores de B-lactamase, como sulbactam, durlobactam e cefiderocol (IOVLEVA,;
FOWLER; DOI, 2024).

Atualmente, ha mais de 50 espécies designadas de Acinetobacter, das quais a
esmagadora maioria € considerada nao patogénica, somente algumas espécies
selecionadas sao patégenos humanos oportunistas. Os membros clinicamente mais
relevantes do género Acinetobacter se agrupam filogeneticamente no complexo
Acinetobacter calcoaceticus—baumannii (ACB). O complexo ACB consiste em cinco
espécies patogénicas: A. baumannii, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter pittii,
Acinetobacter seifertii e Acinetobacter dijkshoorniae, bem como uma espécie nao
patogénica, Acinetobacter calcoaceticus (MULESHKOVA et al., 2025; WONG et al.,
2017).

A relagdo genética entre os membros do complexo ACB e suas semelhangas
fenotipicas podem indicar que compartilham fatores de viruléncia comuns, tornando
os estudos em A. baumannii potencialmente aplicaveis a outras espécies patogénicas
de Acinetobacter (DJAHANSCHIRI et al, 2020). Nesse contexto, a disseminagéo
global de A. baumannii esta intimamente ligada ao surgimento de linhagens clonais
de alto risco, particularmente os chamados global clones 1 (GC1) e 2 (GC2), que
concentram a maior parte dos isolados multirresistentes e CRAB envolvidos em surtos
hospitalares em todo o mundo (SHELENKOV; AKIMKIN; MIKHAYLOVA, 2023;
BOUTZOUKAS; DOI, 2025; HOLT et al., 2016). Esses clones carregam ilhas de

resisténcia complexas, compostas por transposons, integrons e diversos genes de
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resisténcia a B-lactamicos, aminoglicosideos e demais classes farmacologicas, o que
favorece a persisténcia de fenétipos MDR e XDR em UTls. A caracterizacdo dessas
linhagens por tipagem molecular (como MLST, PFGE e, mais recentemente,
sequenciamento gendmico completo), tornou-se ferramenta essencial para vigilancia
epidemioldgica, rastreamento de surtos e compreensao da dindamica de transmissao
intra-hospitalar (SHELENKOV; AKIMKIN; MIKHAYLOVA, 2023; HIGGINS et al., 2017;
BOUTZOUKAS; DOI, 2025).

Do ponto de vista molecular, a resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii é principalmente mediada pela producdo de B-lactamases do tipo OXA
(particularmente OXA-23, OXA-24/40 e OXA-58), frequentemente associadas a
elementos de inser¢gdo como ISAba1, que atuam como promotores fortes e aumentam
a expressao génica (WONG et al., 2019). Metalo-B-lactamases de classe B, como
NDM, VIM e IMP, também tém sido descritas, embora com menor prevaléncia,
contribuindo adicionalmente para o fendtipo CRAB em determinados contextos
geograficos. Outros mecanismos incluem perda ou modificagcdo de porinas da
membrana externa, hiperexpressido de bombas de efluxo e alteragdes nos alvos dos
antimicrobianos, resultando em reducao da permeabilidade e aumento da inativagao
de drogas. A resisténcia a colistina, muitas vezes utilizada como ultima linha
terapéutica, esta associada principalmente a modificacbes do lipopolissacarideo
(LPS) ou até a perda do LPS, reduzindo a afinidade do farmaco pela membrana
externa.

Além do robusto arsenal de resisténcia, A. baumannii exibe um repertério amplo
de fatores de viruléncia que contribuem para colonizagdo, evasao imune e
sobrevivéncia em ambientes hostis. Entre eles, destacam-se a capsula
polissacaridica, cuja espessura e composi¢cao esta relacionada com maior viruléncia,
tolerancia a dessecacao, resisténcia a desinfetantes e protegdo contra fagocitose
(SINGH; ADAMS; BROWN, 2019; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018). A
formacéao de biofilme em superficies bibticas e abidticas é outro determinante central,
sustentada pela expressao de pilis do tipo Csu, proteinas de adesao como Bap e por
sistemas de quorum sensing que modulam a transi¢cado entre crescimento plancténico
e séssil (AHMAD et al., 2023; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018). Sistemas de
captacao de ferro, como a producao do siderdforo acinetobactina, proteinas de
membrana externa, fosfolipases, proteases e sistemas de secrecdo também
desempenham papel critico na adaptagéo ao hospedeiro e na patogénese (HARDING;
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HENNON; FELDMAN, 2018).

Ecologicamente, A. baumannii destaca-se pela notavel capacidade de
sobreviver por semanas ou meses em superficies secas, incluindo leitos, grades,
bombas de infusdo, ventiladores mecanicos, macanetas e outros superficies
hospitalares (WENDT et al., 1997; ZEIDLER; MULLER, 2019), o que favorece a
transmissao cruzada entre pacientes por meio das méaos de profissionais de saude e
de equipamentos contaminados. Isolados também tém sido recuperados de agua,
solo e ambientes externos, sugerindo um reservatério ambiental mais amplo que pode
atuar como fonte para a introducéo do patdogeno em unidades de saude (AHUATZIN-
FLORES; TORRES; CHAVEZ-BRAVO, 2024). Essa combinacdo de tolerancia
ambiental, formacao de biofilme e resisténcia antimicrobiana sustenta a permanéncia
prolongada de clones de alto risco em hospitais, mesmo diante de medidas de
controle.

Frente a expansado global de CRAB e as opg¢des terapéuticas limitadas,
diversas estratégias alternativas vém sendo exploradas. Novos esquemas baseados
em sulbactam, particularmente em combinagbes com inibidores de B-lactamase de
ultima geragado, e o uso de cefiderocol e eravaciclina tém apresentado atividade
promissora contra isolados MDR e XDR em estudos clinicos e pré-clinicos (KARRULI
et al., 2023). Além disso, abordagens ndo convencionais, como nesse caso a terapia
com bacteriofagos, vém sendo investigadas como aliados ou alternativas a

antibioticoterapia tradicional para o manejo de infec¢des graves por A. baumannii.
2.5 BACTERIOFAGOS

Bacteri6fagos, ou fagos, séo virus encontrados em praticamente todos os tipos
de ambiente, aquaticos e terrestres, e infectam de forma especifica células
bacterianas. Estimam-se cerca de 10°' particulas fagicas na biosfera, o que os torna
as entidades bioldgicas mais abundantes conhecidas. Apesar de atualmente ganhar
destaque como estratégia terapéutica alternativa, a descoberta dos bacteriéfagos e
seu uso na chamada Fagoterapia remontam ao inicio do século XX (SALMOND;
FINERAN, 2015). Os fagos foram identificados por Frederick Twort, em 1915, na
Inglaterra, durante tentativas de desenvolver uma vacina em meio artificial sem
necessidade de célula hospedeira (TWORT; LOND, 1915), e por Felix d’Herelle, em

1917, em Paris, ao investigar um surto de disenteria em soldados da Primeira Guerra
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Mundial, sendo este o primeiro a propor o termo “bacteriéfago”. Em 1919, d’Herelle
realizou um dos primeiros usos terapéuticos documentados, tratando um menino de
12 anos com disenteria no Hépital des Enfants-Malades, em Paris, com recuperagao

completa do paciente e de outros trés tratados com a mesma suspenséo fagica.
Figura 3 — Representacao da morfologia viral de bacteriéfagos. A: Morfologia de um

fago observado por Micrografia Eletrbnica de Transmissdo, com ampliagdo de

150.000x. B: Esquema das estruturas que compdem um bacteriéfago.
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Esse sucesso inicial despertou grande entusiasmo na comunidade cientifica,
levando a aplicacao clinica da fagoterapia em diferentes tipos de infecgao e ao inicio
da comercializacédo de preparagdes fagicas direcionadas a variados patdgenos
bacterianos (SULAKVELIDZE; ALAVIDZE; MORRIS, 2001). Nesse contexto, em 1923
foi fundado o Instituto Eliava, em Thbilisi, por George Eliava em colaboragdo com
d’Herelle, que se consolidou como centro de referéncia em fagoterapia e permanece
em atividade na Georgia até hoje.

Contudo, o entusiasmo em torno da fagoterapia diminuiu progressivamente. No
final da década de 1930, o Council on Pharmacy and Chemistry da American Medical

Association considerou a eficacia da fagoterapia como incerta e reforcou a
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necessidade de pesquisas mais aprofundadas para estabelecer sua viabilidade
(SALMOND:; FINERAN, 2015; SUMMERS, 2001).

Ao mesmo tempo, os primeiros antibacterianos sintéticos e naturais
comecgaram a ser introduzidos e amplamente utilizados, especialmente durante a
Segunda Guerra Mundial, o que contribuiu para o declinio da fagoterapia em grande
parte do mundo, com excegao da entdo URSS e de alguns paises do Leste Europeu,
onde a pesquisa e o uso clinico de fagos continuaram por décadas (ABEDON et al.,
2011; SALMOND; FINERAN, 2015). Fora desses locais, principalmente no lado
ocidental, o interesse pela fagoterapia retornou apenas na década de 1980, com os
trabalhos de Smith e Huggins (SMITH; HUGGINS, 1982, 1983; SMITH; HUGGINS;
SHAW, 1987a, 1987b).

Atualmente, a fagoterapia é vista como uma ferramenta promissora e
alternativa diante da crescente resisténcia antimicrobiana, especialmente frente a
bactérias multirresistentes (MDR), capazes de causar infec¢gdes graves e fatais.
Diversos relatos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado a eficacia e seguranga do
uso de bacteriéfagos no tratamento de infec¢des por bactérias MDR, assim como no
caso de A. baumannii, reforgando seu potencial como alternativa ou complemento aos
antimicrobianos convencionais (GORDILLO ALTAMIRANO; BARR, 2019).

Assim como outros virus, os fagos atuam como parasitas intracelulares
obrigatérios, dependentes da célula hospedeira para sua replicagao (CLOKIE et al.,
2011; GORDILLO ALTAMIRANO; BARR, 2019; SALMOND; FINERAN, 2015). A
morfologia dos fagos € bastante diversa e se adapta as condigbes do ambiente e ao
tipo de hospedeiro, sempre focando no objetivo principal de assumir controle da
maquinaria metabdlica bacteriana para produgao de novas particulas virais. Sua
organizagao estrutural é relativamente simples, pois 0 genoma pode ser constituido
por acido ribonucleico (RNA) ou acido desoxirribonucleico (DNA), em fita simples ou
dupla, e o capsideo pode apresentar formas poliédricas, caudadas, filamentosas ou
pleomdérficas, com ou sem envelope (Figura 3) (NAUREEN et al., 2020).

Quanto a sua taxonomia, os bacteridfagos séo classificados pelo Bacterial and
Archaea Viruses Subcommittee (BAVS) do International Committee on the Taxonomy
of Viruses (ICTV). Anteriormente, essa classificagdo baseava-se principalmente em

caracteristicas morfolégicas, agrupando assim os fagos em familias como Myoviridae,
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Figura 4 — Caracteristicas morfolégicas e genéticas das familias dos bacteriéfagos
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Siphoviridae, Podoviridae, Inoviridae, Microviridae, Ackermannviridae e
Herelleviridae, das quais a maior parte pertencia a ordem Caudovirales
(ADRIAENSSENS et al., 2018; SIMMONDS et al., 2017; WALKER et al., 2019).

Com as revisdes recentes, o componente essencial para caracterizagao
moderna de fagos tornou-se a analise gendmica, que atualmente serve como base
para a classificacao viral de acordo com o ICTV, que a partir de 2022 definiu a analise
genbmica comparativa como fundamento para sua identificagdo. Dessa forma, a
ordem Caudovirales foi extinta e seus membros passaram a integrar a classe
Caudoviricetes, além disso, as familias Myoviridae, Podoviridae e Siphoviridae foram
descontinuadas, com suas antigas subfamilias sendo elevadas ao nivel de familia.
Atualmente, o agrupamento dos fagos considera ndo apenas a morfologia, mas,
sobretudo, a similaridade genética entre os membros de um mesmo grupo (TURNER;
KROPINSKI; ADRIAENSSENS, 2021).

Do ponto de vista funcional, os fagos se propagam em suas interagdes parasita-
hospedeiro com base em diferentes ciclos de replicagédo, que podem ser classificados
em quatro tipos principais: (1) litico, (2) cronico e (3) lisogénico (Figura 4) (CLOKIE et
al., 2011; NAUREEN et al., 2020; SIEIRO et al., 2020).

No ciclo litico (1), o fago adere a receptores especificos na célula bacteriana,
injeta seu genoma e passa a explorar a maquinaria metabdlica da hospedeira para
produzir novas particulas virais, que sao liberadas pela lise da parede celular,
resultando na morte da bactéria e na disseminagéo de virions para novas infecgdes.
No ciclo de infeccado crbnica (2), o processo inicial € semelhante, mas os virions
recém-formados sao liberados sem lise, permitindo que a célula hospedeira
permanecga viavel enquanto continua a produzir particulas fagicas.

No ciclo lisogénico (3), apés a adsorgéo e injegdo do material genético, o
genoma fagico integra-se ao cromossomo bacteriano, passando a ser denominado
préfago e sendo replicado e herdado pelas células descendentes até que um estimulo
desencadeie sua indugdo para o ciclo litico. Ja no ciclo pseudo-lisogénico (4), uma
variante do lisogénico, o genoma do fago permanece na célula hospedeira em estado
nao replicativo e inativo, condicdo que provavelmente ocorre em situagcdes de
limitagdo nutricional, nas quais ndo ha energia suficiente para a expressdo génica
viral, porém com o restabelecimento das condi¢des nutricionais, o fago pode entao
seqguir para o ciclo litico ou lisogénico a depender de suas caracteristicas (CENENS
et al., 2013; SIEIRO et al., 2020).
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Figura 5 — Eventuais ciclos de replicagdo dos Bacteriéfagos
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2.6 ASSOCIACAO ENTRE BACTERIOFAGOS E ANTIMICROBIANOS

A associagao entre bacteriofagos e antimicrobianos tem emergido como uma
estratégia promissora para enfrentar a crescente prevaléncia de cepas MDR,
especialmente entre patégenos do grupo ESKAPE, como A. baumannii. Nessa
abordagem, os fagos podem atuar de forma complementar ou sinérgica aos
antimicrobianos convencionais, explorando mecanismos de agao distintos. A sinergia
terapéutica ocorre quando o efeito combinado de dois agentes € maior do que a soma
de seus efeitos individuais (DOERN, 2014). Nesses casos, enquanto os antibiéticos
interferem em alvos especificos da célula bacteriana (sintese de parede, replicagéo
de DNA, sintese proteica, entre outros), os fagos promovem lise bacteriana por
infecgao viral produtiva, podendo ainda remodelar a estrutura da populacéo bacteriana
por meio de pressao seletiva (GORDILLO ALTAMIRANO et al., 2022; HARDING;
HENNON; FELDMAN, 2018). Esse duplo ataque reduz a probabilidade de

sobrevivéncia e pode retardar o surgimento de resisténcia adicional.
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Do ponto de vista microbiologico, diferentes perfis de interacdo tém sido
descritos entre fagos e antibioticos, variando de sinergismo a antagonismo, passando
até por efeitos aditivos. Em cenarios sinérgicos, a atividade fagica pode favorecer a
penetracédo do antibidtico, por exemplo, por degradacéo da matriz de biofilme ou por
selecdo de mutantes com alteragdes de superficie que, embora reduzam a
susceptibilidade ao fago, aumentam a sensibilidade ao antibiético (AKTURK et al.,
2019; GORDILLO ALTAMIRANO et al.,, 2022). Em paralelo, subinibicdes de
antibidticos podem modular a fisiologia bacteriana (como a taxa de crescimento,
expressao de receptores de fagos ou de sistemas de defesa) de forma a facilitar a
infeccdo fagica (GORDILLO ALTAMIRANO; BARR, 2019). Por outro lado,
combinagdes inadequadas podem resultar em antagonismo, como situagdes em que
antibidticos bacteriostaticos reduzem a taxa de replicagédo bacteriana a ponto de limitar
a produgao de novas particulas virais, comprometendo a eficacia da terapia fagica.

A sinergia fago-antibiético (SFA) foi detectada pela primeira vez in vivo contra
a colibacilose em frangos de corte (HUFF et al., 1944), mas o préprio termo foi
cunhado trés anos depois, ao observar como doses subinibitérias de antibibticos
podiam aumentar o tamanho do burst size de fagos liticos in vitro (COMEAU et al.,
2007). O conceito se expandiu com a descoberta de mais mecanismos pelos quais
antibiéticos e fagos potencializam os efeitos antibacterianos uns dos outros
(GORDILLO ALTAMIRANO; BARR, 2019).

Do ponto de vista evolutivo, essa terapia combinada representa uma forma de
induzir os chamados trade-offs adaptativos nas populag¢ées bacterianas (MANGALEA,;
DUERKOP, 2020; ZHANG; AHN et al., 2025). A presséao seletiva exercida por fagos
frequentemente direciona mutagcdes em receptores de superficie, sistemas de
exopolissacarideos ou estruturas capsulares, que podem acarretar, em alguns casos,
na ressensibilizagdo a determinadas classes de antibidticos (MANGALEA;
DUERKOP, 2020). Esse fenbmeno é particularmente relevante em A. baumannii, cuja
capsula e outros determinantes de superficie estdo diretamente relacionados a
viruléncia, a formacgao de biofilme e a resisténcia a antimicrobianos (SINGH; ADAMS;
BROWN, 2019; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018).. A exploragao estratégica
desses frade-offs, por meio da selegédo de fagos com perfis especificos de receptor e
de combinagdes apropriadas com controle da melhor dose, pode abrir caminho para
formas de tratamento alternativas, porém eficientes contra cepas MDR e XDR.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver um coquetel de bacteri6fagos com agéo contra isolados clinicos
multirresistentes de Acinetobacter baumannii obtidos de ambiente hospitalar, realizar
as caracterizagbes in vitro dos fagos que compdem o coquetel e avaliar sua

associacao com antimicrobianos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar bacteriéfagos contra isolados clinicos multirresistentes de A. baumannii
provenientes do ambiente hospitalar;

e Selecionar os melhores bacteriéfagos isolados a fim de formular um coquetel;

e Realizar a analise in vitro dos bacteriéfagos e definir seu host range frente ao
banco de isolados hospitalares de A. baumannii;

e Analisar o indice de viruléncia de cada fago que compde o coquetel frente os
isolados de A. baumannii;

e Definir as melhores multiplicidades de infeccdo dos fagos que compdéem o
coquetel;

e Avaliar a atividade do coquetel formulado em testes in vivo utilizando larvas de
Galleria mellonella;

e Avaliar o desempenho in vitro do coquetel em combinagao com antibidticos no
combate aos isolados de A. baumannii;

¢ Avaliar a atividade antibiofilme do coquetel em associagao a antibidticos contra

biofilmes de A. baumannii.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MEeIOos DE CULTURA E REAGENTES

As bactérias foram cultivadas em meio Lysogeny-Broth (LB) (10 g/L de triptona,
5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl) ou em placas de LB Agar (LBA) (1,5%
de agar). Os experimentos de dupla camada de agar foram realizados utilizando agar
LB semi-solidificado (LBSA) (0,7% de &agar), suplementado com 10 mM de CaClz.
Placas de LBA suplementadas com 10 mM de CaCl2 foram usadas para os ensaios
de Streak Spot Test. O meio Mueller Hinton (MH) (17g/L de hidrolisado acido de
caseina, 2,0g/L de extrato de carne e 1,5g/L de amido de milho) foi utilizado para os
experimentos de Checkerboard e CIM (Concentragao Inibitéria Minima). Para a
realizacdo dos antibiogramas e dos testes mencionados acima, as bactérias foram
cultivadas em MH Agar (MHA) (1,5% de &gar). O tamp&o Saline-Magnesium (SM) (50
mM de Tris-HCI, 100 mM de NaCl, 8 mM de MgSO4) foi utilizado para a diluigdo dos

bacteriéfagos.
4.2 ISOLADOS BACTERIANOS

Para a realizagdo desse estudo, foram utilizados 63 isolados bacterianos
multirresistentes de Acinetobacter baumannii, selecionados por representarem amplo
espectro de resisténcia sendo classificados como CRAB e provenientes de amostras
hospitalares de sangue, secrecao traqueal, feridas e partes moles que foram isolados
entre 2023 e 2024. Essas bactérias foram gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Eliana
Carolina Vespero, docente associada ao Laboratério de Microbiologia Clinica do
Hospital Universitario de Londrina (Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Estadual de Londrina).

As bactérias foram armazenadas em meio BHI (DifcoTM BHI) suplementado
com 40% (v/v) de glicerol a -20°C ou em agar estoque (4 g/L neopeptona, 2 g/L extrato
de carne, 1 g/L NaCl, 12 g/L agar) a temperatura ambiente, compondo a colegao de
microrganismos do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada (LBBA-NIP3) do
Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Estadual de Londrina, Parana, Brasil.
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4.3 ISOLAMENTO E PROPAGACAO DOS BACTERIOFAGOS

O isolamento dos bacteriéfagos foi realizado a partir de efluentes do Hospital
Universitario de Londrina, conforme adaptacdes do protocolo descrito por Van Twest
& Kropinski (2009). Para o processamento das amostras, aliquotas de 10 mL foram
adicionadas em tubos cénicos estéreis de 15 mL, no qual foram adicionados 5% (v/v)
de cloroférmio seguido de mistura por inversdo cuidadosa durante 5 minutos e
centrifugagéo a 5.000xg por 5 minutos. Realizou-se a coleta do sobrenadante, que foi
entdo armazenado a 4°C até o uso.

Para o enriquecimento de bacteriéfagos, em tubos conicos estéreis de 50mL
foram misturados 10 mL dos sobrenadantes processados, 15 mL de caldo LB 2x
concentrado, suplementado com 10 mM de CacCl,, e 100 yL de cada cultura bacteriana
em fase exponencial. Os tubos foram entdo incubados a 37 °C, sob agitagao constante
de 120 rpm, overnight (periodo de 18 a 24 horas). Apds a incubacgéo, retirou-se uma
aliquota do cultivo, em que foi realizado novamente o tratamento com 5% (v/v) de
cloroférmio e centrifugagéo, conforme as condi¢gbes descritas anteriormente. Ao final
do processo, o sobrenadante enriquecido foi coletado e armazenado a 4 °C para os
testes posteriores.

A possivel presenga de bacteriofagos nos sobrenadantes enriquecidos foi
observada através do método de triagem de Streak Spot Test (SST). Para o teste,
com auxilio de uma alca de platina, foram feitas estrias com os isolados de A.
baumannii; previamente cultivadas overnight em caldo LB; em placas LBA
suplementadas com 10 mM de CaCl,. Em seguida, aliquotas de 5 uL de cada
sobrenadante enriquecido foram aplicadas sobre as estrias e posteriormente as
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas para posterior leitura de eventuais zonas

de inibigao ou descontinuidade do crescimento bacteriano.

4.4 SELECAO E QUANTIFICAGAO DOS BACTERIOFAGOS

Foram considerados positivos os resultados das amostras que apresentaram
zonas de descontinuidade e/ou inibicdo do crescimento bacteriano no SST. Esses
isolados foram submetidos ao experimento de dupla camada de agar para a selegéao
e propagacao dos bacteriofagos, conforme descrito por Van Twest e Kropinski (2009)
e Stachurska et al. (2021).
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Para isso, em tubos coOnicos estéreis contendo 5 mL de LBSA suplementado,
previamente aclimatados a 50°C, foram adicionados 100 uyL da cultura bacteriana
suscetivel (identificada no SST) e 100 yL da diluigdo do lisado de interesse. O
conteudo foi homogeneizado cuidadosamente, vertido sobre placas de LBA e, apds a
solidificagao, incubado overnight a 37°C.

A presencga de bacteriéfagos foi confirmada pelo aparecimento de placas de
lise (plaques). Para a selegéo, foram utilizadas caracteristicas morfolégicas como
turbidez e diametro para a identificagdo de fagos distintos.

Os plaques selecionados foram coletados com auxilio de pipetas Pasteur e
transferidos para tubos contendo a bactéria hospedeira, em fase exponencial,
cultivada em caldo LB suplementado. Esse in6culo foi incubado overnight a 37 °C.
Apos esse periodo, realizou-se a extragao dos bacteridfagos utilizando a metodologia
de cloroférmio e centrifugacao previamente descrita. Os sobrenadantes foram diluidos
(1:10) e submetidos a uma nova etapa de sele¢do em placa. Esse procedimento foi
repetido trés vezes ou até que fosse obtida uma morfologia uniforme de plaques.

A quantificagdo da concentracdo dos bacteri6fagos isolados foi realizada
também utilizando o método de dupla camada de agar previamente descrito (GLONTI,
PIRNAY, 2022; RIBEIRO ET AL., 2023). Em tubos cdnicos estéreis contendo 5 mL
de LBSA suplementado, previamente aclimatados a 50°C, foram adicionados 100 pL
do in6culo da bactéria hospedeira especifica (mesmo isolado utilizado para o
isolamento do fago). O conteudo foi homogeneizado cuidadosamente, vertido sobre
placas de LBA para solidificagdo. Aliquotas de 10 uyL de diluicdes seriadas dos
bacteriéfagos (1:10) foram adicionadas sobre a superficie do agar e, posteriormente,
as placas foram incubadas a 37 °C overnight. O titulo viral foi determinado pela
contagem das Unidades Formadoras de Placa (UFP) e expresso em UFP/mL.

ApOs as etapas iniciais previamente descritas, os quatro bacteriéfagos que
apresentaram maior abrangéncia contra os isolados de A. baumannii foram
selecionados para os experimentos subsequentes de caracterizacdo do espectro de
hospedeiros (host range). Os fagos selecionados phAb568, phAb570, phAb586 e
phAb598, foram nomeados utilizando o prefixo 'ph' (bacteriéfago), seguido pela sigla
da espécie bacteriana e pela identificagcdo da cepa hospedeira na qual foram isolados.
Tais fagos foram selecionados principalmente considerando os resultados de seus
espectros de hospedeiros frente ao ensaio de Spot test realizado posteriormente a

essas etapas iniciais.
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4.5 DETERMINACAO DO HOST RANGE

O espectro de hospedeiros (host range) dos bacteriéfagos isolados foi
determinado em relac&o aos 63 isolados bacterianos de A. baumannii pelos métodos
de Spot Test (VAN TWEST; KROPINSKI, 2009; GLONTI; PIRNAY, 2022), Eficiéncia

de Plaqueamento (EOP) e indice de Viruléncia (Vi).
4.5.1 Spot test

Esse experimento foi realizado seguindo a metodologia de dupla camada de
agar previamente descrita. Aliquotas de 10 pL dos fagos em concentragao estoque
foram aplicadas sobre as placas com a camada de LBSA suplementado e incubadas
overnight a 37 °C. Apos o periodo de incubacdo, a atividade litica foi avaliada
qualitativamente, sendo categorizada em: trés cruzes (+++) para zonas de lise
totalmente limpidas; duas cruzes (++) para zonas de lise parcialmente limpidas ou
com coldnias resistentes visiveis; uma cruz (+) para zonas de lise opacas; e zero (0)
quando nao houve a formacao de zonas de lise.

Os resultados do ST foram compilados e visualizados por meio de heatmaps,
gerados no software R (versao 4.3.1). As categorias visuais foram convertidas em

numeros equivalentes as cruzes (0,1,2 e 3).
4.5.2 Eficiéncia de Plaqueamento Relativa (EOP)

As cepas que apresentaram sensibilidade aos bacteri6fagos em zonas de
inibicdo pelo ensaio de ST foram selecionadas para o ensaio de EOP (MIRZAEI,
NILSSON, 2015; RIBEIRO et al, 2023), realizando a mesma metodologia de dupla
camada de agar utilizada para a quantificagdo dos bacterioéfagos.

A EOP foi calculada para cada fago com base na razdo entre o isolado
bacteriano em que foram obtidas a maior contagem de placas de lise (chamado aqui
de hospedeiro) e os outros isolados testados (teste), de forma que:

(UFP.mL — 1 teste)

EOP =
(UFP.mL — 1 hospedeiro)
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A EOP para a combinagao fago-bactéria foi realizada conforme os critérios:
"Alto" para razdes = 0,5; "Intermediario" para razdes entre = 0,1 e < 0,5; "Baixo" para
razdes > 0,001 e < 0,1; e "Ineficiente" para razdes < 0,001 (MIRZAEI; NILSSON,
2015). Os valores de EOP foram compilados e a analise dos resultados foi realizada

através da construgao de heatmaps, gerados no software R (versao 4.3.1).
4.5.3 indice de Viruléncia (VI)

A atividade litica em meio liquido foi avaliada para todos os isolados que
apresentaram algum valor de EOP. O procedimento foi realizado com adaptag¢des dos
protocolos descritos por Storms et al. (2020), Haines et al. (2021) e Ribeiro et al.
(2023).

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocgos, aos quais foram adicionados
inicialmente 100 yL de meio LB 2x concentrado e suplementado. Em seguida,
acrescentaram-se 50 L das dilui¢des seriadas do bacteriéfago, distribuidas de modo
a testar, individualmente, MOls tedricas variando de 1 a 107" contra o inéculo
bacteriano. Nos controles de crescimento e de esterilidade, adicionaram-se 50 uL de
tampao SM. Paralelamente, o isolado de A. baumannii, cultivado em LBA, foi ajustado
em escala 0,5 de McFarland (1,5x108 UFC/mL) em solugdo salina (0,85% NaCl).
Aliquotas de 50 L desse inoculo foram adicionadas aos pogos de tratamento e ao
controle positivo. A placa teve a tampa removida e foi selada com filme de PVC
plastificado permeavel a gases previamente esterilizado.

A incubacgéo foi realizada a 37°C em leitor de microplacas (LMR-961, Loccus®),
com leituras de densidade 6ptica a 600nm (DOG600) realizadas a cada 15 minutos,
precedidas de agitagéo, durante 18 horas.

Os dados de absorbancia obtidos para cada multiplicidade testada foram
processados no software Microsoft Office Excel v.16.0, gerando curvas de
crescimento baseadas na média dos valores.

Inicialmente calculou-se o valor da viruléncia local para cada grupo tratamento
a partir da divisado da area sob a curva do grupo tratamento (Ai) pela area sob a curva
do controle positivo de bactéria (Ao). O valor da area sob a curva foi calculado a partir
da regra do trapézio para cada teste para os tempos de 0 a 18 horas. Os resultados
foram entdo normalizados como valores tedricos minimos e maximos de 0 e 1,

respectivamente, conforme a férmula:
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O valor de v1 para cada MOI foi colocado em uma nova curva (MOI x v1) e a
area dessa nova curva (Ap) foi calculada pela regra do trapézio. A area tedrica maxima
(Amax) dessa curva também foi calculada pela regra do trapézio. Por fim, o valor de VI
foi determinado para cada grupo tratamento pela divisdo de Ap por Amax, conforme a

formula:

Ap

VI =

Améx

Os valores foram normalizados em uma escala de 0 a 1, em que um VI préximo
a 1 reflete alta atividade litica (elevada inibigdo do crescimento bacteriano), enquanto
valores préximos a 0 indicam baixa viruléncia. O experimento de VI foi realizado para
os fagos isolados e para o coquetel, composto pela associagao dos quatro fagos em
proporgdes iguais (1:1:1:1).

Para a analise comparativa, os resultados de VI foram agrupados em heatmaps

gerados no software R (versao 4.3.1).

4.6 MULTIPLICIDADE DE INFECCAO

Para esse experimento, assumiu-se que os fagos foram totalmente absorvidos
pela bactéria hospedeira, conforme metodologia descrita na literatura (ABEDON,
2018; KATSAOUNIS, 2018). Inicialmente, foram realizadas diluicbes seriadas (1:10)
dos estoques de bacteriéfagos em tampao SM para a obtengcdo de diferentes
Multiplicidades de Infecgdo (MOI). As concentragdes variaram de 1,5x10° UFP/mL
(correspondente a MOI 10) até 15 UFP/mL (correspondente @ MOI 107). Aliquotas
dessas diluigdes foram combinadas com igual volume de in6culo bacteriano ajustado
na escala 0,5 de McFarland (1,5x108 UFC/mL) em solugdo salina e inoculadas em
caldo LB suplementado, mantendo-se a proporg¢ao volumétrica de 1:1:10. Os cultivos
foram incubados a 37°C, sob agitacdo constante de 120 rpm, overnight. Apds esse
periodo, foram realizadas a extragao e quantificagao dos fagos, conforme metodologia

descrita anteriormente. Os testes foram executados em triplicata para cada MOI.
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Os resultados obtidos foram analisados e apresentados em forma de grafico de

barras criados pelo software GraphPad Prism v.9.11.

4.7 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA EM LARVAS DE GALLERIA MELLONELLA

Foi realizado o ensaio de sobrevivéncia in vivo em modelo alternativo de
Galleria mellonella, seguindo protocolos previamente estabelecidos (NALE et al,
2021). Durante o preparo do experimento, as larvas de G. mellonella foram
selecionadas pelo seu tamanho (200-250 mg) e coloragao (creme). Antes de cada
uma das injecdes, as larvas foram submetidas a antissepsia com etanol a 70% (v/v),
aplicado com o auxilio de um swab estéril.

Previamente aos experimentos de sobrevivéncia, realizou-se o ensaio de Dose
Letal 90% (DL90) para determinar a concentracdo bacteriana capaz de levar 90% do
grupo experimental ao ébito em 48h de analise. Para isso, culturas de A. baumannii
em placas de LBA foram suspensas em solugéo salina (0,85% NaCl). A partir dessa
suspensao, realizaram-se diluicées seriadas (1:10) para obter cinco concentragdes de
teste, variando de 10° a 108 UFC/mL. Cada uma das concentragdes bacterianas foram
inoculadas em grupos experimentais de n=10 larvas, concomitantes a um controle
negativo (injecdo de PBS) para avaliar possivel mortalidade por trauma fisico. A
concentragéo de 10° UFC/mL foi definida como DL90 e escolhida para os testes de
sobrevivéncia, valor confirmado por leitura de densidade optica (OD600nm) de
aproximadamente 1,6.

Para os testes de sobrevivéncia, as larvas foram distribuidas em quatro grupos
experimentais (n=10 larvas/grupo): Grupo Controle Negativo; Grupo Controle Positivo
(inoculado com a suspensdo bacteriana); Grupo Controle de Fago (injegdo do
coquetel de bacteriéfagos para verificar a auséncia de toxicidade) e um Grupo
Tratamento. As injegbes foram realizadas com o auxilio de uma microseringa de
precisao (Hamilton Company).

Em um primeiro momento, as larvas dos grupos Tratamento e Controle Positivo
foram inoculadas com 10 pL da suspensdo bacteriana em concentragcao
correspondente a da DL90 (1,5x10°) na ultima proleg esquerda, enquanto os grupos
Controle Negativo e Controle do Fago receberam PBS estéril no mesmo local. Apos
um intervalo de duas horas, foi realizada uma segunda inoculagdo na ultima proleg

direita, onde os grupos Tratamento e Controle do Fago receberam 10 yL do coquetel
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de bacteriéfagos (previamente formulado em MOI tedrica de 10!, correspondente a
uma concentragdo de 1,5x108 UFP/mL, enquanto os grupos Controle Negativo e
Controle Positivo receberam uma segunda injecéo de PBS estéril.

ApOs os procedimentos, todos os grupos foram acondicionados em placas de
Petri estéreis e mantidos a 37°C. Analisou-se os resultados de sobrevivéncia
diariamente (time-points de 24 e 48 horas apds o tratamento), sendo consideradas
mortas as larvas que nao apresentaram resposta a estimulos tateis e/ou exibiram

completa melanizagéo.

4.8 PERFIL DE RESISTENCIA DOS ISOLADOS DE A. BAUMANNII

4.8.1 Antibiograma

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinado pelo método de
disco-difusdo, conforme as diretrizes estabelecidas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2023). Para o teste, foram selecionados 18 antibiéticos com
base na sua relevancia e uso em ambiente hospitalar.

Para o preparo do indculo, colénias de A. baumannii, previamente semeada em
placas de MHA, foram ajustadas em escala 0,5 de McFarland (1,5%x108 UFC/mL). Com
o auxilio de um swab estéril, a suspensdo foi semeada uniformemente sobre a
superficie de placas contendo Agar Mueller-Hinton (MHA) com espessura
padronizada de 4 mm. Posteriormente, os discos impregnados com 0S
antimicrobianos foram aplicados sobre a superficie do meio. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C overnight. Ap6s esse periodo, foram medidos os
didmetros dos halos de inibicdo com o auxilio de um paquimetro. Os valores obtidos
para as bactérias testadas foram comparados com o valor de referéncia (breakpoints)
estabelecido pelo CLSI para cada antibiotico, classificando os isolados nas categorias:
Sensivel (S), Intermediario (I) ou Resistente (R).

Os testes de disco-difusdo foram realizados para todos os antibidticos, com
excecgao daqueles pertencentes a classe dos peptidicos (COL e PMB). Para eles, a
resisténcia foi avaliada por ensaio de microdiluicdo em caldo (CIM), utilizando os
valores de referéncia estabelecidos para sua classificagéo.
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Tabela 1 — Antibiéticos utilizados para avaliacdo do perfil de Resisténcia dos 63

isolados de A. baumannii

e Nome do .
Classe do Antibiético Antibi6tico Sigla
TR
obatton SBA
Penicilinas + Inibidores de
betalactamases Piperacilina +
PPT
Tazobactam
Ceftazidima CAZ
Cefepime COM
Cefalosporinas
Cefotaxima CTX
Ceftriaxona CRO
Imipenem IPM
Carbapenémicos
Meropenem MER
Amicacina AM|
Aminoglicosideos Gentamicina GEN
Tobramicina TOB
Doxiciclina DOX
Tetraciclinas
Tetraciclina TET
Ciprofloxacina CIP
Fluoroquinolonas
Levofloxacina LVX
Sulfonamidas Sulfgmetoxe_lzol * SUT
Trimetropima
Polimixina B PMB
Polimixinas
Colistina COL

Fonte: o proprio autor (2026)

4.8.2 Definigao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Com base nos testes de sensibilidade,

relevancia clinica e classe

farmacolodgica, foram selecionados quatro antibiéticos e trés isolados bacterianos para

0s ensaios de determinacdo da CIM. Entre os antibioticos estdo a Piperacilina-
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Tazobactam (PPT), o Meropenem (MER) e a Levofloxacina (LVX). Os isolados
bacterianos foram (I) Ab576, clone XDR mundial; (11) Ab615, XDR resistente a colistina
e (Ill) Ab846, pan-resistente.

Os antibioticos foram diluidos em caldo MH em placas de 96 pogos, sendo
realizadas diluicdes seriadas (fator de diluicdo 1:2) para cobrir as faixas de
concentracao terapéutica e os valores de referéncia estabelecidos para cada classe
de antibidticos. O indculo bacteriano foi preparado por meio de culturas de A.
baumannii em placas de LBA, em que as colénias foram suspensas em solucio salina
e ajustadas a escala 0,5 de McFarland. Posteriormente, a suspenséo foi diluida em
MH para atingir uma concentragao final de 5,0x10° UFC/pogo. O experimento foi
realizado com controles de esterilidade do meio e de crescimento bacteriano. As
placas foram incubadas a 37°C overnight, a CIM foi definida como a menor
concentracao capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano visivel.

Conforme mencionado anteriormente, a CIM para Polimixina B (PMB) e
Colistina (COL) foi determinada para todos os 63 isolados para caracterizar seu perfil
de sensibilidade devido a exigéncias metodologicas (RELLER et al, 2009; CLSI,
2026). Entretanto, apenas os dados referentes a COL e aos trés isolados selecionados

foram considerados para a realizagao dos experimentos de biofilme e checkerboard.

4.9 AVALIACAO DO EFEITO COMBINADO DO COQUETEL DE BACTERIOFAGOS COM
ANTIMICROBIANOS POR MICRODILUICAO EM CHECKERBOARD

Para avaliar o efeito de combinagdes de bacteriofagos e antibidticos em A.
baumannii, foram realizados ensaios de microdiluicdo em placas de 96 pocos,
utilizando o meétodo colorimétrico de MTT, que estima a atividade metabdlica
bacteriana como indicativo indireto de viabilidade, com base na redugao do sal de
tetrazolio a formazan por células bacterianas metabolicamente ativas (Referéncia
metodoldgica).

O delineamento experimental seguiu o formato de checkerboard, permitindo a
avaliacdo simultdnea de multiplas combinagdes de antibioticos e bacteriéfagos em
uma unica placa. As concentragdes dos antibiéticos foram distribuidas nas linhas da
placa, enquanto os valores de Multiplicidade de Infeccao (MOI) do coquetel fagico
foram distribuidos nas colunas, resultando em 64 condi¢bes de associagdo (8

concentragdes de antibidtico x 8 valores de MOI) por ensaio. Além das combinagdes,
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cada antibiético e o coquetel fagico foram testados individualmente nas mesmas
condi¢des experimentais (Figura 1).

As concentragdes dos antibioticos foram definidas com base nos pontos de
corte (breakpoints) estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2023). As faixas de concentragao utilizadas foram: Levofloxacina (LEV) e
Meropenem (MER) de 0,25 a 32 pg/mL; Colistina (COL) de 0,0625 a 8 ug/mL; e
Piperacilina-Tazobactam (PPT) de 2 a 256 pg/mL. As MOls testadas variaram de 100
a 10°.

Figura 6 — Layout utilizado nas microplacas empregadas no ensaio de checkerboard
entre o coquetel e antibioticos

oueiqoDIWNUYY
(D) Paanbo>

CcoL PPT MER LEV
2 3 5 € 8 9 10 12
8 256 32 32 A >
’ o
C+ bactéria
4 128 16 16 B 2
2 64 8 8 ( =
C- MH
1 32 4 4 D 3
05 16 2 2 £ =]
C- Antibiético
025 8 1 1 F 3
0,125 4 05 05 ¢ 2
N C CK
0,0625 2 025 025 . 2
100 10 1 10" 102 10° 10* 10° | J
Multiplicidades de Infecgio (MOI) do CK Tratamentos
Isolados

Para a montagem do ensaio, foram adicionados a cada pogo: 50 yL de meio
MH com antibiético na concentracao de teste, 50 uL da suspensdo do coquetel de
fagos (nas respectivas MOls) e 50 uL do inéculo bacteriano. O indculo foi preparado
a partir de culturas de A. baumannii em agar MHA, suspensas em solugdo salina e
ajustadas para 0,5 na escala de McFarland, sendo posteriormente diluidas em MH
para atingir a concentragao final de 5,0 x 10° UFC/pogo. As placas foram incubadas
estaticamente a 37 °C overnight. Apds esse periodo, foram adicionados 20 pL de
solugao de MTT (0,25 mg/mL) a cada pogo. As placas foram incubadas novamente
por 2 horas a 37°C ao abrigo da luz, permitindo a conversdo do sal em formazan
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vermelho pelas desidrogenases das bactérias viaveis, com posterior leitura a 570 nm.
O experimento foi repetido em trés ensaios independentes, realizados em dias
diferentes, totalizando trés repetigdes bioldgicas. Em todos os ensaios foram incluidos
controles de esterilidade do meio, dos antibidticos e dos bacteriéfagos, bem como
controle positivo de crescimento bacteriano sem tratamento.

Os valores de absorbancia (Abs) obtidos foram utilizados para o calculo da
porcentagem de inibicdo da atividade metabdlica dos tratamentos (individualmente e
em associagcdo) em relagdo ao controle bacteriano nao tratado, considerado como

100% de atividade metabdlica, conforme a equacgéo:

Abs Combinacao 1 O)
X
Abs Controle +

% de inibicdo da combina¢do = 100 — (
Apods o calculo da porcentagem de inibigdo da atividade metabdlica para as
combinagdes e para os tratamentos isolados, foi avaliado se o efeito inibitorio
observado nas combinagdes foi superior ao efeito obtido com os agentes isolados,
considerando a variabilidade experimental entre ensaios independentes (Segao
4.9.1.2). Além disso, também foi calculado se o efeito antibacteriano da associagao
entre fago e antibidtico é além do efeito independente dos tratamentos isolados, ou
seja, avaliou-se se existe interacdo antibacteriana entre ambos (Secéao 4.9.2.3).

4.9.1 Comparacgao entre o efeito inibitério da combinagao e dos tratamentos isolados

4.9.1.1 Processamento de dados

Para o processamento dos dados, cada condicdo experimental (tratamentos
isolados e combinagdes), os resultados foram expressos como média e desvio-padrao
(DP) a partir de ensaios independentes realizados em dias distintos. Os dados de
porcentagem de inibicdo foram organizados em matrizes correspondentes ao
delineamento do checkerboard e visualizados por meio de mapas de calor
(heatmaps), gerados no software R (verséo 4.3.1), permitindo a inspec¢ao global dos
padrdes de resposta ao longo das concentragdes de antibidtico e valores de MOI do

coquetel fagico.
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4.9.1.2 Separacao do ruido experimental e da diferenca real de inibicao

A interpretagao dos dados considerou a variabilidade metodoldgica inerente ao
ensaio colorimétrico de MTT, bem como as flutuagdes bioldgicas associadas ao
metabolismo bacteriano. Ensaios baseados em atividade metabdlica apresentam
variagoes intrinsecas mesmo na auséncia de tratamento, decorrentes de diferencas
no estado fisiologico das células, taxa metabdlica e eficiéncia de redugdo do MTT,
resultando em oscilagdes nos valores de inibicao entre ensaios independentes. Dessa
forma, adotou-se um critério estatistico baseado em dois desvios-padrao (2 DP) dos
tratamentos isolados, uma vez que, em distribuicdes aproximadamente normais, esse
intervalo abrange cerca de 95% dos valores esperados e € amplamente utilizado para
definir limites de variabilidade aceitavel em dados experimentais. Esse critério &
particularmente adequado para ensaios bioldgicos e metabdlicos, como o MTT, nos
quais variagdes moderadas sdo esperadas mesmo em condi¢gdes controladas,
permitindo uma distingdo conservadora entre flutuagcbes experimentais e diferencas
potencialmente relevantes do ponto de vista biologico (BLAND; ALTMAN, 1996;
MOTULSKY, 2014; RISS et al, 2016; GHASEMI et al, 2021).

Assim, para cada concentracao de antibiético testada isoladamente, foi definido

um valor de referéncia da seguinte forma:

Controle d antibibtico isolado = % de inibicao do antibiético + 2 DP

De modo analogo, para cada MOI do coquetel fagico testado isoladamente, foi
definido:

Controle do coquetel isolado = % de inibicao do coquetel + 2 DP

Esses valores representam o limite superior esperado da inibigao atribuivel ao
tratamento isolado, considerando apenas a variabilidade experimental. A utilizagdo do
tratamento isolado como referéncia fixa é justificada por ele constituir o padrao
bioldgico real disponivel para comparacéo, evitando que flutuagdes da combinagéo
influenciem artificialmente o limiar de decisdo. Para cada condicdo de combinagao
fago + antibidtico, a porcentagem de inibicdo observada foi entdo comparada ao

controle isolado mais efetivo, definido como o maior valor de inibicdo entre o antibidtico
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isolado e o coquetel fagico isolado (ja acrescido de 2 DP).

A diferenca de inibicao, portanto, foi calculada conforme a expressao:

Diferenca = % de inibicdo da combinac¢ao — Maior % de inibicao entre os controles

Dessa maneira, diferengcas proximas ou inferiores ao limite de ruido
experimental foram interpretadas como variagdes compativeis com a variabilidade

normal do ensaio, ndo sendo consideradas indicativas de efeito bioldgico adicional.

4.9.1.3 Indicativos quantitativos de efeito bioldégico e integragdo com critérios

experimentais

Apoés a separacao do ruido experimental, as diferencas de inibicdo observadas
foram utilizadas como indicadores quantitativos graduais de efeito biolégico, com o
objetivo de auxiliar a analise e interpretagcdo dos resultados, e ndo como critérios
absolutos ou isolados. As combinagdes foram classificadas de acordo com a

magnitude da diferenga em relagao ao controle isolado mais efetivo:

< 10% de diferenga: auséncia de indicativo quantitativo de efeito bioldgico

relevante

e >10% e <20% de diferenga: zona intermediaria (possivel indicativo de efeito
bioldgico)

e > 20% de diferenca: indicativo quantitativo de provavel efeito biolégico

e > 30% de diferencga: indicativo quantitativo de forte efeito bioldgico

As combinacdes classificadas como sem efeito ndo foram destacadas nos
heatmaps, enquanto aquelas que indicam provavel ou forte efeito biolégico foram
destacadas visualmente por diferentes intensidades de marcacao, facilitando a

interpretacéo integrada dos resultados.

4.10 AVALIACAO ANTIBIOFILME DO COQUETEL EM ASSOCIACAO A ANTIMICROBIANOS

A eficacia do coquetel de bacteriéfagos, isolado e em combinagdo com
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antimicrobianos, foi avaliada na redugao de biofilmes pré-formados (24h) dos trés
isolados de A. baumannii. Os antibidticos foram testados em concentracbes sub-
inibitoérias, baseando-se nos resultados observados no teste de checkerboard:
Levofloxacina (LEV) e Meropenem (MER) a 8 ug/mL; Colistina (COL) a 2 pg/mL; e
Piperacilina-Tazobactam (PPT) a 64 ug/mL.

Os cultivos bacterianos de A. baumannii foram realizados em placas de LBA a
37°C por 24 h. A partir do crescimento foram preparadas suspensodes bacterianas na
escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108), para posteriormente serem diluidas (1:100) em
meio LB e 200 uL dessa diluicao ser adicionada nos respectivos pocos de uma placa
de 96 pocos. O experimento foi realizado em quadruplicada para os pogos de todas
as condicoes, além de ser feito em trés dias diferentes. As placas foram incubadas
estaticamente a 37°C por 24h para a adesao e formagao do biofilme.

Apos esse periodo, o meio contendo células plancténicas foi removido e os
pocos lavados duas vezes com 200 uL de PBS (137 mM NaCl; 2,7mM KCI; 10 mM
Na,HPO,; 2 mM KH,PO,) estéril pré-aquecido (37°C). Para os grupos de tratamento
combinado, adicionou-se a cada pog¢o 100 pyL do coquetel de fagos (titulo individual
de cada um dos quatro fagos sendo 5,0 x 107 UFP/mL, totalizando 2,0 x 108 UFP/mL
em concentragéo de bacteri6fagos totais quando consideramos o coquetel formulado)
e 100uL de meio LB 2x concentrado suplementado com o antibiético (ajustado para a
concentragao final mencionada apds adigdo nos pogos). Nos grupos de tratamento
isolado, o volume do agente ausente foi substituido por tampao SM e PBS, para os
controles de antibidtico e coquetel respectivamente, mantendo o volume final
constante. Nos pogos controle de 48h, realizou-se a lavagem com PBS e a adigédo de
200 uL de meio LB.

A formacédo de biofilme foi avaliada inicialmente no tempo de 24h (controle
basal). O protocolo consistiu na lavagem dos pogos com PBS, seguida da adi¢ao de
200 pL de meio LB contendo MTT (0,25 mg/mL). As placas foram incubadas a 37°C
por 2h ao abrigo da luz. Posteriormente, a solugao foi removida e adicionou-se 200 uL
de DMSO para a solubilizagdo dos cristais de formazan. Apdés 15 min de
homogeneizagdo, a densidade optica (DO) foi medida a 570nm em leitor de
microplacas (LMR-96I, Loccus®).

Para a avaliacao da eficacia terapéutica, os biofilmes pré-estabelecido em 24h
e com adicao dos respectivos tratamentos, foram novamente incubados a 37°C por
24h. Apos o tempo total de 48h, repetiu-se o mesmo protocolo de lavagem e revelagao
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com MTT/DMSO descrito anteriormente.

A formacao de biofilme e a atividade de reducido da biomassa foram avaliadas
com base na DO obtida no ensaio colorimétrico. Utilizou-se a Analise de Variancia
(ANOVA) para comparar as médias e desvios-padrao (calculados a partir das trés
repeticdes realizadas), considerando estatisticamente significativos. Os graficos foram

gerados pelo software GraphPad Prism v.9.11.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DOS BACTERIOFAGOS E ANALISE DO HOST RANGE

5.1.1 Isolamento, Propagacéao e Deteccao dos Bacteriéfagos

O isolamento de bacteriofagos a partir de efluentes hospitalares tem se
consolidado como uma estratégia eficaz para a obtengao de fagos contra patégenos
bacterianos multirresistentes. Neste estudo, utilizando residuos liquidos coletados de
efluentes do HU-UEL, foi possivel isolar quatro bacteriofagos denominados phAb568,
phAb570, phAb586 e phAb598, que compdem o coquetel desenvolvido contra 63
isolados clinicos de A. baumannii provenientes da mesma instituicdo de saude. A
escolha de efluentes hospitalares como fonte de isolamento se baseia em evidéncias
amplamente descritas na literatura, que demonstram que aguas residuais hospitalares
constituem reservatorios de fagos adaptados as cepas bacterianas circulantes nesses
ambientes clinicos, com fagos isolados desses ambientes exibindo maior eficiéncia
de lise quando comparados com aqueles obtidos de fontes ambientais nao
relacionadas a saude (AGHAEE et al, 2021; LIN et al, 2025; ALHARBI; ZIADI, 2021).

O protocolo de isolamento empregado seguiu a metodologia classica adaptada
e descrita inicialmente por Van Twest & Kropinski (2009), com o processamento dos
residuos partindo de uma extracdo com cloroféormio, etapa essencial para a
purificacao viral e remocao de contaminantes bacterianos. A extragao com cloroférmio
promove a lise das células presentes e facilita o isolamento de particulas virais no
sobrenadante, permitindo a obtencéo eficiente dos residuos tratados (VAN TWEST;
KROPINSKI, 2009).

A partir dos efluentes hospitalares previamente processados (residuos
tratados), o primeiro passo consistiu na propagacao dos eventuais fagos existentes
utilizando o painel de 63 isolados multirresistentes de A. baumannii como hospedeiros
de enriquecimento. A deteccao inicial foi realizada com base nos lisados brutos por
meio do ensaio de Streak Spot Test (SST), no qual a formagao de zonas de inibigao
sobre as estrias de crescimento bacteriano sugeriu a presenga de particulas virais

viaveis capazes de causar inibigdo de crescimento e reduzir localmente a densidade
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celular, demonstrando que nos efluentes hospitalares utilizados poderia existir fagos
para os isolados de interesse.

Em seguida, esses sobrenadantes foram submetidos a plaqueamentos de
selecdo em dupla camada de agar, permitindo a visualizagdo de placas de lise bem
delimitadas conforme demonstradas na Figura 6. Tais zonas de inibicdo sdo uma
caracteristica comum dos bacteriéfagos e considerado o padrdo fenotipico para

confirmar sua presenca devido a possivel ocorréncia de seus ciclos liticos.

Figura 7 — Morfologia dos plaques de cada um dos fagos que compdem o coquetel

utilizado nesse estudo

phAb568 phAb570 phAb586 phAb598

A analise morfolégica dos plaques pode por vezes sugerir a existéncia de
diferentes perfis no mesmo residuo, com variagcdo em didmetro, contorno, grau de
limpidez e presenca de halos ao redor da zona central de lise (BAGINSKA et al., 2023;
HERNANDEZ-MORALES et al., 2018; VUKOTIC et al., 2020). A observacéao de halos
periféricos nos plaques é particularmente relevante no contexto de A. baumannii, pois
sugere a atividade de depolimerases capsulares associadas as estruturas de cauda
dos fagos, enzimas capazes de degradar o polissacarideo capsular e, assim, facilitar
0 acesso ao receptor bacteriano (HERNANDEZ-MORALES et al., 2018; VUKOTIC et
al.,, 2020), um fendmeno amplamente descrito para fagos anti-A. baumannii e
diretamente ligado a capacidade de clivar capsulas especificas (VUKOTIC et al.,
2020). Essas caracteristicas morfoldgicas, contudo, devem ser interpretadas de forma
preliminar e sem conclusoes diretas, ja que diferengas no aspecto dos plaques podem
refletir demais particularidades frente a bactéria hospedeira n&o diretamente
associadas a suas reais propriedades (BAGINSKA et al., 2023).

Por esse motivo, nesta fase inicial, a distingdo entre fagos € apenas sugerida.
Para considerarmos a existéncia de fagos diferentes devemos analisar um conjunto

de resultados relacionados ao seu espectro de hospedeiros (host range), através de
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Spot Test, Eficiéncia de Plaqueamento e indice de Viruléncia, que avaliam demais
aspectos que serdo abordados mais adiante nesse estudo.

Mesmo assim, a confirmagdo inequivoca e precisa da identidade e da
diversidade dos fagos isolados somente € alcangada com a caracterizagdo genémica
(TURNER, et al; 2022). O sequenciamento completo permite determinar o tamanho e
a organizagao do genoma, identificar genes associados a lisogenia, resisténcia a
antibidticos ou fatores de viruléncia, que sao critérios essenciais para a selecido de
candidatos seguros para uso terapéutico. Além disso, analises comparativas e
filogenéticas permitem agrupar os fagos em familias e géneros, verificar o grau de
parentesco entre isolados com morfologia de plaque similar e confirmar se perfis de
host range distintos refletem linhagens virais diferentes ou apenas variagdes

fenotipicas de um mesmo fago.
5.1.2 Spot Test

O ensaio de Spot test (ST) foi utilizado como método de triagem adicional para
avaliacdo preliminar do espectro de hospedeiros (host range) dos fagos, técnica que
permite a visualizacdo da atividade litica através da formagdo de zonas de
clareamento ou reducdo de turbidez frente ao crescimento bacteriano. A analise do
espectro de hospedeiros também foi conduzida com os 63 isolados de A. baumannii.
O heatmap gerado a partir dos resultados do ST (Grafico 1), revela determinados
padroes de susceptibilidade frente aos isolados bacterianos.

Observa-se no Grafico 1, que nenhum dos quatro fagos individualmente
demonstrou capacidade de causar inibigao visivel em todos os isolados testados,
fendbmeno esperado e amplamente documentado na literatura e atribuido a natureza
especifica das interagdes fago-bactéria, mediadas pelo reconhecimento de receptores
de superficie pelas proteinas de ligagao ao receptor (RBPs), presentes nas estruturas
da cauda dos bacteriéfagos. Em A. baumannii, o polissacarideo capsular (CPS)
constitui o receptor primario para a maioria dos fagos caracterizados, e a diversidade
de tipos capsulares pode por vezes explicar a variabilidade e especificidade
observada no espectro de atividade (KNIREL et al, 2020; DICKS et al, 2024; TASLEM
MOUROSI et al, 2022).
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Grafico 1 — Host Range dos bacteriéfagos que compdem o coquetel segundo a
técnica de Spot Test
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A classificagdo numérica presente no heatmap foi definida de acordo com as zonas de inibicdo
observadas no Spot test, sendo categorizadas em 3: Inibigao limpida, 2: Inibicdo limpida com presenca

de colbnias resistentes, 1: Pouca inibigdo com presencga de turbidez, 0: auséncia de inibigao.
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Ainda assim, a abrangéncia do coquetel a nivel de ST associando os quatro
fagos alcancou 95,23%, ou seja, 60 dos 63 isolados testados demonstraram
susceptibilidade a pelo menos um dos fagos, demonstrando a complementariedade
significativa do coquetel, que foi fundamental para selegdo e determinagéo de tais
fagos por representar um excelente espectro de atividade quando consideramos sua
aplicagao em conjunto.

Analisando individualmente, o phAb586 apresentou uma capacidade litica
relativamente menor quando comparado aos demais, com um maior numero de
atividades consideradas baixas (grau de intensidade 1), em relagdo ao numero de
isolados que se mostraram suscetiveis a ele. Ja phAb598, que, com base no seu
espectro de agao, agrupou-se ao fago ph586, por se encontrar no mesmo ramo no
dendrograma, demonstrou um padrdo complementar, com zonas de lise eficientes
(grau de intensidade 2), nos mesmos e em isolados distintos complementares.

Ja os fagos phAb568 e phAb570, também agrupados semelhantes entre si
pelos ramos do dendrograma, apresentaram da mesma forma perfis de atividade
parcialmente sobrepostos e complementares aos demais membros do coquetel,
podendo sugerir a utilizagdo de receptores semelhantes ou reconhecimento de
variantes capsulares similares. O phAb568 foi o que exibiu o maior numero de
atividades liticas altas (grau de intensidade 3), isso em uma proporg¢ao significativa
dos isolados testados (13 dos 63), ja naqueles que apresentou baixo potencial, o
phAb570 compensou com moderada a alta atividade (graus de intensidade 2 e 3),
reforcando o perfil complementar do coquetel. Trabalhos recentes com coquetéis de
trés a quatro fagos contra A. baumannii mostram coberturas de 70 a 90% dos isolados
clinicos e eficacia terapéutica em modelos murinos, resultados consistentes com o
padrao de cobertura observado neste estudo (REGEIMBAL et al., 2016; RASTEGAR
et al, 2024).

As diferencas de intensidade de inibi¢ao observada no heatmap (variagao entre
graus de intensidade 1 a 3) sugere diferengas entre os fagos principalmente em
termos de taxa de adsorcdo. A presenca de isolados completamente resistentes aos
quatro fagos também é coerente com dados recentes que demonstram a capacidade
de A. baumannii de escapar da infecgcdo por meio de mutagdes em genes de
biossintese capsular ou na regulagéao da produgao da prépria capsula, frequentemente
mediadas pelo sistema BfmRS (BAI et al., 2023). Por outro lado, diversos estudos

mostram que a resisténcia a fagos costuma acarretar custos de fitness, como perda
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de viruléncia, diminuicdo da capacidade de formar biofilme e, em alguns casos,
ressensibilizagdo a carbapenémicos (MANGALEA; DUERKOP, 2020; GAO et al.,
2022), o que abre espago para estratégias como a propria combinagao fago—
antibidtico, que sera abordada nesse estudo e busca explorar esses trade-offs

evolutivos.
5.1.3 Eficiéncia de Plagueamento Relativa

O ensaio de eficiéncia de plaqueamento (EOP) de certa forma refinou a
avaliacdo do espectro de agao dos fagos como é demonstrado no Grafico 2. Observa-
se que a partir dos valores normalizados em relagdo a hospedeira de referéncia (que
foram respectivamente para os fagos phAb568, phAb570, phAb586 e phAb598 as
bactérias Ab846, Ab605, Ab608 e Ab603), uma discrepancia em relagao a bactéria
hospedeira selecionada inicialmente, que inclusive serviu de base para nomear tais
fagos. Isso sugere que a hospedeira inicial pode ndo ser a melhor quando
consideramos sua utilizagado para producado de particulas virais na intengcdo de se
obter o maior titulo. Em decorréncia a isso, todas as propagacgoées, a fim de se manter
um estoque de titulo viral ideal para realizagdo das metodologias empregadas nesse
estudo, foram realizadas nos isolados de referéncia encontrados por meio da EOP.

Segundo o Grafico 2, a maioria das interagbes fago—hospedeiro que haviam
produzido lise visivel no ST e classificadas como grau de intensidade 2 ou 3,
concentraram-se agora nas categorias de eficiéncia ALTA (20,5) ou MEDIA (20,1 e
<0,5), enquanto as interagdes classificadas como BAIXAS (>0,001 e <0,1) foram raras
e praticamente inexistiram interacdes na faixa INEFICIENTE (>0 e <0,001), isso entre
os isolados com plaques detectaveis. Além disso, as interagdes de baixa intensidade
(principalmente grau 1) no ST se mostraram ausentes na analise de EOP, o que de
certa forma reduziu o espectro de agao dos fagos individualmente, mas reforgou mais
uma vez a complementaridade do coquetel. Esse padrdao sugere que, apesar dos
fagos ndo produzirem alguma zona de inibicdo frente a todos os 63 isolados no ST,
para as cepas suscetiveis a replicagao fagica é significativa, produzindo EOP elevada
em grande parte dos casos.

Em termos quantitativos, analisando o Grafico 2, o phAb568 apresentou EOP
ALTA em pelo menos 15 isolados (valores entre 0,51 e 1,00, incluindo Ab846, entre

outros) e EOP MEDIA em poucos isolados adicionais préximos do limiar de 0,5 (por
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exemplo, Ab183, Ab289 e Ab612). O phAb570, por sua vez, exibiu EOP ALTA em
aproximadamente 10 isolados (valores de 0,59 a 1,00) e EOP MEDIA em pelo menos
um isolado (Ab796, EOP 0,49). PhAb586 mostrou EOP ALTA em cerca de 7 isolados
(valores de 0,55 a 1,00) e MEDIA em dois (Ab576 e Ab577, 0,40 e 0,45). Finalmente,
o phAb598 apresentou EOP ALTA em aproximadamente 12 isolados (como valores
de 0,53 a 1,00) e MEDIA em um dos isolados préximos ao cut-off maximo (por
exemplo, a prépria hospedeira inicial, Ab598, com valor 0,49).

Considerando todos os fagos, o coquetel manteve um espectro de agéo
combinado amplo, com elevada eficiéncia de replicagdo relativa nos isolados
suscetiveis quando comparados a maior quantificagdo, mas confirmou a existéncia de
isolados refratarios, ou seja, aqueles que no ST demonstraram potencial de inibir o
crescimento, porém sem formacdo de plagues em maiores diluicbes quando
analisamos a abrangéncia dos fagos individualmente na EOP.

Comparando esses achados com o ensaio de ST discutido anteriormente,
observa-se um comportamento esperado, em que o espectro de hospedeiros tende a
se estreitar quando se passa de uma avaliacdo qualitativa de simples formacao de
zonas de inibicao (ST) para uma analise quantitativa de replicagao (EOP), com
formacéo e quantificacdo de placas de lise. Tal comportamento pode ser explicado
pela elevada concentracdo de bacteriofagos presente no lisado bruto (alta
multiplicidade) utilizado no ST durante a triagem dos fagos, podendo resultar na
denominada lise externa ou absortiva (também referido como lysis from without).
Fendmeno na qual a adsorgao de varias particulas virais simultaneamente em uma
mesma ceélula bacteriana causa a desestabilizacdo da membrana, podendo ser
potencializada em decorréncia da producéo enzimatica de depolimerases associadas
as caudas dos fagos, atuando na degradacdo dos polissacarideos da capsula e
consequentemente provocando o rompimento celular, sem que haja a replicagao viral
produtiva, levando a superestimagao do host range neste teste (KIM et al, 2025).

Dessa forma, devemos ressaltar que o ST detecta qualquer zona de inibicdo
frente ao crescimento bacteriano, captando desde infecgbes plenamente produtivas
até eventos abortivos. Por isso, € um ensaio sensivel, porém sujeito a “falsos
positivos” em termos de infeccdo verdadeiramente produtiva. Ja o EOP quantifica
apenas as situagbes em que ha multiplicagcao fagica suficiente para gerar placas de
lise bem definidas, o que confere maior especificidade, mas inevitavelmente reduz a

abrangéncia do host range, sobretudo em altas diluigdes, nas quais pequenas
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variagoes de eficiéncia de adsorcido ou de condi¢cdes de crescimento podem impedir
a visualizacéo de plaques (GLONTI; PIRNAY, 2022). E importante salientar também
que essa relagdo ndo € absoluta, ja que a presenga de plaques implica infecgao
produtiva, mas sua auséncia ndo exclui replicagéo viral.

A formacgao de plaques depende de multiplos fatores in vitro como viscosidade
do agar, densidade do inéculo, estado fisiolégico do hospedeiro, estabilidade do fago
e até difusdo de enzimas liticas, de modo que ciclos liticos podem ocorrer de forma
localizada ou em nivel populacional muito abaixo do limiar necessario para originar
zonas detectaveis (GLONTI; PIRNAY, 2022).

Alguns ciclos de infecg¢ao local podem causar uma zona de clareamento, e isso
pode ocorrer mesmo em interagbes em que a replicagdo é instavel, ou seja, quando
ha produgédo limitada de progénie viral ou a infec¢do € rapidamente bloqueada por
mecanismos de defesa bacteriano. No ensaio de EOP, por outro lado, o critério € um
pouco mais rigoroso, pois quantifica a capacidade do fago de completar ciclos
produtivos em grande escala na hospedeira.

Estudos sistematicos de cinética fagica mostram que muitas combinagdes que
produzem “spots” discretos ou turvos exibem EOP muito baixa ou indetectavel,
exatamente porque a eficiéncia global de replicacdo também € baixa, seja por
restricdo de adsorgao, seja por interferéncia de sistemas de defesa como CRISPR-
Cas, sistemas de modificacdo de receptores ou mesmo imunidade abortiva da
bactéria (MIRZAEI; NILSSON, 2015). Isso sugere, nesse caso, porque o humero de
isolados com EOP significativa €, em geral, menor que o numero de isolados com
qualquer sinal de lise no ST, enquanto as interagdes detectadas por ST e definidas
como maior intensidade, tenha se confirmado em EOP elevadas, indicando boa
adequacao dos fagos as cepas alvo.

Do ponto de vista biolégico, a queda relativa do espectro de abrangéncia
quando se considera EOP, reflete a necessidade de compatibilidade entre o fago e o
hospedeiro em multiplas etapas do ciclo de infeccdo. Além do reconhecimento inicial
do receptor (no caso de A. baumannii, majoritariamente o polissacarideo capsular), é
preciso que o fago consiga injetar o seu material genético, escapar de sistemas de
defesa, sequestrar a maquinaria de replicagao bacteriana e montar particulas viaveis
em quantidade suficiente para gerar plaques bem definidos. Variagées pontuais em
algum desses processos podem permitir alguma lise inicial (visivel no ST) mas impedir

replicacéo ao longo do tempo, resultando em EOP baixo ou ineficiente.



Grafico 2 — Host Range dos bacteriéfagos que compdes o coquetel segundo a
técnica de Eficiéncia de Plaqueamento Relativa
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Em A. baumannii, estudos recentes de larga escala usando mutagénese e

triagem funcional mostraram que dezenas de genes envolvidos em estrutura de
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capsula, metabolismo e sistemas de defesa modulam a susceptibilidade a fagos,
muitas vezes de maneira fago-especifica (BAI et al., 2023). Assim, o fato de que
apenas um subconjunto das interagdes observadas no ST se confirmado em EOP
elevada € esperado e reforca a importancia de utilizar ambas as abordagens,
aplicando uma triagem por ST e quantificagdo por EOP, quando se busca uma selegao
estratégica de fagos para compor coquetéis terapéuticos (BAI et al., 2023; MIRZAEI,
NILSSON, 2015).

5.1.4 indice de Viruléncia

Para o calculo do indice de viruléncia (VI), os valores da area sob a curva
referente aos dados obtidos nos experimentos s&do normalizados entre 0 e 1 a fim de
se estimar e sugerir a capacidade dos fagos em controlar o crescimento bacteriano
ao longo do tempo em condi¢des in vitro. Nesse estudo, com base no Grafico 3,
analisando os resultados obtidos dos quatro fagos e para o coquetel (CK), frente aos
63 isolados de A. baumannii, nota-se que, quando ha suscetibilidade, a capacidade
de supressao do crescimento bacteriano ao longo do tempo é majoritariamente alta.
Na maioria das combinagbes fago—hospedeiro com plaques detectaveis
anteriormente, o VI situou-se entre 0,7 e 0,98, indicando forte impacto sobre a
densidade bacteriana, com uma menor parcela de casos intermediarios e valores
expressivamente baixos, enquanto permaneceu igual a zero nos isolados totalmente
refratarios anteriormente filtrados do ST para EOP.

Dessa forma, mais uma vez observa-se que a passagem de ST para EOP ja
havia filtrado interagdes fracas entre os fagos individualmente, e o VI confirmou que,
para o subconjunto de cepas suscetiveis, os fagos ndo apenas infectam e formam
plaques, mas também reduzem de maneira sustentada o crescimento em cultura
liquida ao longo do tempo.

Novamente, essa reducdo de espectro de atividade e padréo de abrangéncia
sugere um espectro de hospedeiros mais restrito quando analisamos os fagos
individualmente, ja que se observa de maneira geral que os isolados se mostram
sensiveis a apenas um dos fagos do coquetel. Isso ocorre provavelmente devido a
expressdo de um tipo capsular especifico ou compartilhamento de determinadas
caracteristicas de superficie, possivelmente direcionada a epitopos capsulares mais

conservados em determinadas cepas, porém podendo ser consideravelmente
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diferentes dentro da mesma espécie, promovendo essa caracteristica complementar
observada no coquetel (SOONTARACH et al., 2022). Estudos recentes demonstram
que fagos com espectro restrito frequentemente exibem maior especificidade por seus
receptores cognatos, o que pode resultar em maior eficiéncia de adsorgéo e replicagéo
nos hospedeiros susceptiveis, ocasionando em uma maior eficiéncia de lise (LAl et
al., 2016; SOONTARACH et al., 2022).

Analisando isoladamente, o phAb568 manteve VI alto (20,79) em cerca de 16
isolados (por exemplo Ab846), refletindo um comportamento consistente com suas
EOPs elevadas nesses mesmos isolados. PhAb570 exibiu VI alto (0,77 a 0,97) em 14
isolados, os mesmos em que havia apresentado EOP ALTA e MEDIA, mostrando boa
concordancia entre a eficiéncia de plaqueamento e a supressao do crescimento em
curva. PhAb586 apresentou VI entre 0,7 e 0,98 nos 7 isolados suscetiveis a ele, com
excecao de Ab554.

Ja o phAb598, por fim, exibiu VI alta (0,5 a 0,9) em 19 isolados, porém abaixo
de 0,5 em dois dos isolados (Ab620 e Ab578, com VI de 0,41 e 0,24 respectivamente),
demonstrando a maior variabilidade de atividade em seu conjunto de isolados quando
consideramos a comparag¢ao com os demais fagos. Esses dados reforcam novamente
a natureza do coquetel, que foi composto por fagos com espectros complementares e
com viruléncia eficiente, o que é considerado um requisito central para coquetéis
eficazes na terapia, ja que maximiza a cobertura e controla o crescimento bacteriano
sem perdas significativas de atividade quando utilizados em conjunto.

Além disso, um fato que ocorreu nos resultados encontrados que corrobora
para a discussao referente a utilizacdo do coquetel € que, para o isolado Ab554,
suscetivel ao fago phAb586, o ST deu grau de intensidade baixo (valor categérico 1),
eficiéncia de plagueamento baixa, e VI individual do fago também baixo com um valor
de 0,01, indicando baixa formacao de plaques e controle populacional ineficiente ao
longo do tempo. Isso é reforgcado quando observamos a curva de crescimento
demonstrada na Figura 4-A, onde na presenga do fago isolado, nenhuma das
multiplicidades conseguem controlar o crescimento bacteriano, com linhas
acompanhando o controle positivo da bactéria. Porém, ainda nesse mesmo caso,
quando submetido a presenga do coquetel, como observado na Figura 4-B, o VI
aumenta para 0,30, sugerindo que a agdo combinada dos fagos contribuiu para o
controle de crescimento desse isolado, mesmo que sem atingir niveis altamente

satisfatérios. Em outros casos, também observado nos valores de VI apresentados no
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heatmap (Grafico 3), esse comportamento também se fez presente, como 0 aumento

de VI do fago isolado phAb598 de 0,5 para 0,7 no isolado Ab626.

Grafico 3 — Host Range dos bacteriéfagos isolados e do coquetel segundo a técnica
de Indice de Viruléncia

0.8

0.6

0.4

0.2

S0 S i
coooo
56606

0.59
CK phAbS68 phAbS70 phAb586 phAbS98

O contrario também se faz presente, ja que em muitos casos a possibilidade de

reconhecimento de algum receptor por mais de um dos fagos presentes no coquetel,
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principalmente quando um deles ndo é capaz de produzir uma infeccdo produtiva,
pode causar uma reducao do VI nesses casos devido a competicao por receptores,
como é observado de forma mais significativa para os seguintes isolados: Ab615, com
reducao de VI 0,82 para 0,59; Ab606 com reducao de VI 0,53 para 0,26; e Ab608 com
reducao de 0,98 para 0,62. Apesar dessa reducao, os valores de VI ainda se mantém
eficientes sem grandes perdas significativas que afetariam a justificativa de aplicagéao

do coquetel utilizando tais fagos em conjunto.

Figura 8 — Graficos demonstrando a diferenga entre a utilizagdo de um fago isolado e
o coquetel frente a curva de crescimento bacteriano. Em A: Curva de Viruléncia do
fago phAb586 frente ao isolado Ab554 e em B: Curva de Viruléncia do Coquetel frente
ao isolado Ab554
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Quando se compara diretamente o VI com o EOP e com o ST, fica evidente a
diferenca de especificidade entre as técnicas. O ST detecta qualquer interagdo capaz
de gerar zona de clareamento, mesmo que baseada em poucos ciclos replicativos, a

EOP ja exige replicacédo eficiente capaz de produzir particulas virais e plaques
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isolados visiveis, e 0 VI integra a resposta ao longo do tempo, quantificando o quanto
essa replicagao se traduz em reducao da curva de crescimento bacteriano, sendo
proporcional a OD. Por isso, o espectro de hospedeiros tende a estreitar-se a medida
que se migra de ST para EOP e, principalmente, para VI, pois cada nivel exige
sucesso em etapas adicionais do ciclo litico: reconhecimento de receptor, injecéo do
genoma, evasao de sistemas de defesa, replicagdo, montagem e, finalmente,
capacidade de manter pressao suficiente para frear o crescimento em uma cultura.

Especificamente a discrepancia entre EOP e VI decorre de que cada método
captura aspectos diferentes do ciclo de infec¢ao fagica. A EOP é uma medida baseada
em plaques, calculada como a raz&o entre o numero de UFP/ml em uma cepa teste e
o numero de plaques no isolado de referéncia (aquele que alcangou maior titulo
quantificavel). Ja o indice de viruléncia (VI) deriva da area sob a curva de crescimento
bacteriano em caldo, analisando como a presenga do fago reduz a densidade
bacteriana ao longo do tempo em comparagdo com um controle sem fago.

Neste contexto, diferentes métricas de atividade fagica, como a EOP e o VI
obtido em ensaios de cinética em microplaca, tendem a se correlacionar, mas ndo sao
idénticas, capturando aspectos complementares da capacidade do fago de controlar
a populagédo bacteriana ao longo do tempo (HAINES et al; 2021). Em termos de
dindmica de infecgao fagica, diferengcas em parametros como burst size, periodo de
laténcia e eficiéncia de adsorcao, que influenciam a formacao de placas e a dindmica
de lise em sistemas em agar e em caldo, podem explicar por que fagos com EOP
aparentemente reduzida ainda exibem atividade litica eficiente, sendo capazes de
suprimir o crescimento bacteriano ao longo do tempo, conforme quantificado por
métricas como o VI (GLONTI; PIRNAY, 2022; STORMS et al, 2019).

Em culturas liquidas, sucessivos ciclos de infecgdo, mesmo com burst size
reduzido, podem ser suficientes para impedir que a densidade bacteriana atinja niveis
elevados, resultando em curvas de crescimento controladas e, consequentemente, VI
satisfatorio. Por outro lado, uma EOP alta nem sempre garante VI igualmente elevado.
Fagos com burst size grande podem formar numerosos plaques em agar, mas, se
apresentarem adsorgao lenta, instabilidade em caldo ou forem inativados podem
falhar em suprimir o crescimento quando se analisa as curvas, levando a um VI
intermediario ou até mesmo baixo (GLONTI; PIRNAY, 2022; STORMS et al, 2019).

Frente ao conjunto de dados obtidos a respeito do Host range, muitas das

cepas que mostraram apenas “clareamento fraco” no ST ndo passaram para a



62

categoria de EOP detectavel, e entre as que apresentaram EOP mensuravel, uma
fracdo expressiva demostrou VI elevado, o que esta em linha com estudos que
demonstram que nem todo fago com plaque visivel € necessariamente virulento em
sistemas dinamicos.

Para os trés isolados selecionados para realizacdo dos demais testes
presentes nesse estudo (Ab615, Ab576 e Ab846), os dados de viruléncia mostram
que a classificagdo apenas pelo valor de VI pode até capturar o contexto geral das
curvas de crescimento, mas a analise € muita mais precisa quando se avalia o

comportamento ao longo do tempo e das diferentes MOls.
Grafico 4 — Curva de Viruléncia do Coquetel frente ao isolado Ab846
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No caso de Ab846, como apresentado no Grafico 4, o VI do coquetel 0,88
indica alta viruléncia, o que é compativel com o perfil observado previamente de EOP
igual a 1,0 para phAb568. Essa combinac&do sugere um fago altamente adaptado ao
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hospedeiro, com adsorcao eficiente, um provavel burst size elevado e capacidade de
manter a populagdo bacteriana em niveis baixos durante todo o ensaio. Para os
experimentos adicionais, que incluem analise antibiofilme e associagdo do coquetel
com antibidticos por meio do checkerboard, Ab846 representa, portanto, um cenario
de “melhor caso” para avaliar se a presenca de antibidticos adiciona beneficio ou se
pelo menos ndo ha efeito antagbnico. Dentre todas as MOls, como observado no

grafico, a Unica que demonstrou menor efeito foi 10-7.

Grafico 5 — Curva de Viruléncia do Coquetel frente ao isolado Ab576
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Ja quanto ao isolado Ab576, presente no Grafico 5, com VI considerado
intermediario de 0,75 quando consideramos a média do coquetel, apresenta uma
curva em que o crescimento bacteriano é claramente retardado e mantido abaixo do
controle por grande parte do tempo, mas com certa tendéncia de recuperagdo em
fases mais tardias, especialmente nas MOls mais baixas (107, por exemplo). Isso
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sugere um contexto de viruléncia moderada, em que o fago (no caso principalmente
phAb586) tem condi¢des adequadas para controlar a populagéo, mas pode encontrar
limitagdes relacionadas ao surgimento de subpopulagdes resistentes, esgotamento de
hospedeiros altamente suscetiveis ou mesmo menor estabilidade da particula fagica
em cultura prolongada. Sugere-se entdo que Ab576 €, portanto, um modelo adequado
para testar associacdo com antibiéticos e verificar atividade contra biofilmes,
verificando assim se a recuperacao bacteriana que ainda ocorre na parte final da curva

e continua presente mesmo nesses cenarios.

Grafico 6 — Curva de Viruléncia do Coquetel frente ao isolado Ab615
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No caso de Ab615, apresentado no Grafico 6, embora o VI do coquetel tenha
ficado em 0,59, valor que, na classificagao global do coquetel, foi considerado como
“baixa viruléncia”, a curva de crescimento mostra que, nas MOls intermediarias e altas
(1 a 10%), o coquetel mantém a densidade bacteriana consideravelmente abaixo do

controle por boa parte do periodo de 18 horas. A diferengca esta presente no
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comportamento das MOls mais baixas (10° a 107), nas quais se observa as curvas
mais proximas do controle. Como o VI é calculado a partir da area sob a curva, essas
MOIs de menor desempenho trazem o valor médio para baixo, reduzindo o indice
global. Isso sugere porque Ab615, pensado como modelo de “baixa viruléncia”, exibe
curvas “boas” nas MOIls mais altas, porém para condicdes terapéuticas realistas

(MOls baixas e moderadas), sugere uma viruléncia apenas mediana.

5.2 MULTIPLICIDADE DE INFECGCAO

No ensaio de multiplicidade avaliamos a melhor interagdo fago-bactéria capaz
de produzir o maior burst size quando submetemos ambos 0s microrganismos em
diferentes proporgoes in vitro. Nesse estudo, os ensaios de multiplicidade de infegao
(MOI) mostram que de maneira geral os fagos do coquetel mantém uma capacidade
de produzir titulos altos de particulas virais em uma ampla faixa de MOls, porém com
caracteristicas particulares. O que é coerente com as EOPs elevadas e os Vls
previamente observados.

Para phAb568, os titulos médios variaram de aproximadamente 4,8 x 108
PFU/mL em MOI 10" para picos entre 1,3 x 10° e 1,7 x 10° PFU/mL nas MOls 1072 a
107¢, com queda apenas em MOIs de 107® e 107". Esse perfil sem grandes variagdes
significativas nas MOIs intermediarias indica que a replicacdo de phAb568 & mais
eficiente quando n&o ha excesso de particulas competindo por um numero limitado de
hospedeiros, o que se alinha aos altos EOPs e VIs observados em isolados como
Ab846, Ab573 e Ab575, nos quais o fago mostrou forte capacidade de supresséo da
populacio bacteriana.

O phAb570 apresentou titulos entre 1,4 x 10°e 3,33 x 10° PFU/mL em
praticamente todas as MOls testadas, com leve aumento em 102 e 10 e apenas
declinio moderado em 107. Esse comportamento relativamente estavel sugere que o
fago é pouco sensivel a variagdo da razdo fago-bactéria, mantendo producgao de
particulas virais consistente mesmo quando infecta um numero maior de células por
MOI ou quando o numero inicial de particulas € reduzido. Essa robustez ajuda a
explicar por que phAb570 alcangou EOP e VI elevados em um conjunto de isolados
classificados distintos (por exemplo Ab565 e Ab560), contribuindo de forma importante
para a cobertura do coquetel mesmo em cenarios em que a dose fagica efetiva possa

variar. A estabilidade do titulo em MOIs baixas € particularmente relevante do ponto
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de vista terapéutico, pois indica que o fago pode manter sua atividade litica a partir de

in6culos menores, ou mesmo quando sua viabilidade se reduza ao longo do tempo.

Figura 9 — Painel contendo os graficos de multiplicidade de infecgdo de cada um dos

bacteriéfagos que compdem o Coquetel.

A Multiplicidade phAb568 B Multiplicidade phAb570

2x10°+ 4x10%=

1x109

5x108-
o-]
10’

2x10°

PFU/ml
PFU/ml

1 T T L] L L] T
10° 10! 1027 10 10* 0% 10° 107 100 100 10" 102 10 10 0% 10° 107

MOls MOIs
Multiplicidade phAb586 Multiplicidade phAb598
11010 5%10°
8x109 4x109 ill il;
6x10° 3%10°4
E E
5 35
& &
4x109- 2x109-
zxwg—j ‘ \ ] |—I_‘
0= T T T T T 0-]
1 100 10" 102 10° 10t 10° 10° 107 100 100 10" 102 0%  10% 0% 10° 107
MOls MOls

Entre os integrantes do coquetel, phAb586 foi 0 que alcangou os maiores titulos
absolutos, com valores médios aumentando de cerca de 1,7 x 10° PFU/mL em MOI
10" para picos entre 6,5 x 10° e 8,5 x 10° PFU/mL em MOIs 10* e 10-°, mantendo
ainda titulos em torno de 2,5 a 4,9 x 10° PFU/mL em MOI 10 e 107. Essa forte
amplificagdo em MOIs intermediarias é coerente com os Vs elevados obtidos em
isolados como Ab576, Ab586, Ab600 e Ab608, nos quais a curva de crescimento

bacteriano também foi suprimida ao longo do tempo. A combinacédo de burst size
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moderado com boa eficiéncia de adsorgao nessas condi¢des pode explicar por que,
apesar de a EOP de phAb586 ser mediano em alguns isolados (por exemplo Ab576
com EOP 0,40), o VI se mantém alto ou intermediario. Nesses casos, uma vez
estabelecida a infecg&o, a produ¢cdo cumulativa de particulas ao longo do ensaio é
suficiente para controlar a populagéo em caldo.

Ja o phAb598 exibiu um padrdao semelhante, embora com titulos absolutos
ligeiramente menores que phAb586, partindo de cerca de 4 a 8 x 108 PFU/mL em MOI
10", alcangou 2,5 a 3,0 x 10° PFU/mL em 102 e 103 e picos de 3,5a 4,6 x 10° PFU/mL
em MOIs 10 e 106, com manutencéo de valores na faixa de 3,0 a 3,9 x 10° PFU/mL
mesmo em 1077. Esses resultados correspondem com o desempenho satisfatério de
phAb598 em EOP e VI nos isolados suscetiveis a ele, reforcando que, quando
encontra hospedeiros compativeis, o fago se replica de maneira eficiente e sustenta
pressado suficiente para reduzir o crescimento bacteriano ao longo da curva. Em
termos de desenho do coquetel, phAb598 funciona como um generalista de alta
produtividade para um conjunto de isolados de A. baumannii, complementando o
espectro mais amplo, porém menos focado, como por exemplo nos casos de phAb568
e phAb570.

Integrando esses achados com os dados de EOP e VI, é possivel sugerir
algumas caracteristicas bioldgicas de cada fago do coquetel. Fagos com EOP alta e
titulos elevados em MOlIs intermediarias, como phAb568 e especialmente phAb586,
tendem a exibir Vis elevados porque combinam boa eficiéncia de adsorgao com burst
Size substancial, resultando em rapida expansédo da populagao fagica e controle
duradouro da curva de crescimento bacteriano ao longo do tempo. O phAb570, apesar
de titulos um pouco menores que phAb586, compensa pela estabilidade da produgéao
viral em amplas faixas de MOls, o que explica a sua contribuicdo consistente para o
coquetel e os Vs altos em varios isolados que ele é capaz de produzir infeccao
produtiva. Ja4 phAb598 exemplifica um fago de espectro mais amplo, ja que € o fago
que mais infecta isolados (20 dos 63 isolados), com boa replicacdo nas cepas
suscetiveis, porém € o que apresentou VIs menores quando consideramos sua média
de 0,67, ainda considerado alto para os padrdes de literatura (STORMS et al, 2020),
porém menos impactante dentro do contexto desse estudo.

Essa viruléncia menor pode estar relacionada com sua melhor multiplicidade
ser considerada baixa. Essa interpretacao € coerente com o que se observa tanto nos

ensaios de multiplicidade como em diversas curvas de viruléncia individuais de
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phAb598. Nos experimentos de multiplicidade, phAb598 atingiu titulos elevados em
MOls reduzidas (10 a 107). Para isso, devemos considerar que um menor nimero
de particulas virais eficientes podem levar um tempo maior para suprimir o
crescimento bacteriano a niveis significativos e detectaveis. Alguns graficos de
viruléncia sugerem essa possibilidade, ja que em MOIs menores, como no caso

demonstrado no Grafico 7, apresentaram uma OD reduzida nos tempos finais da

curva.
Grafico 7 — Curva de Viruléncia do phAb598 frente ao isolado Ab624
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Isso sugere que a propagacéo viral a partir de um inéculo reduzido é mais lenta
para esse fago em comparagado com phAb586 ou mesmo phAb570. Isso pode indicar
que, em MOIs baixas, a populagdo viral leva mais ciclos para atingir densidades
suficientes para impor uma presséao litica eficiente, o que tende a aumentar a area sob
a curva bacteriana e, portanto, diminuir o VI global, mesmo que ao final do ensaio o

titulo de fagos seja alto e a cultura ndo atinja a mesma densidade do controle.
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O comportamento observado no Grafico 9 do phAb598 frente ao isolado Ab624
pode ilustrar bem esse conceito, pois em MOIs mais altas, a supressao do crescimento
€ mais precoce, porém nos minutos finais da curva passa a acompanhar mais proximo
o controle positivo. Ja nas MOIs mais baixas ha um periodo inicial em que a curva
acompanha de perto o controle, com controle populacional mais lento e a curva
demonstra uma inversao de papéis frente a OD. Do ponto de vista da dindmica fago—
bactéria, esse padrao € compativel com um burst size adequado e boa replicacédo em
hospedeiros permissivos, mas com uma fase de “delay” mais pronunciada quando o
numero de particulas iniciais € reduzido, exigindo varios ciclos de replicagdo para que
a populacgéao fagica se expanda a ponto de limitar o crescimento bacteriano.

Em um contexto clinico, quando consideramos MOIs baixas como ideais, trata-
se de um achado interessante e promissor ja que situagdes in vivo devem considerar
a amplitude de um organismo, que dinamico e complexo. A fisiologia de uma infecg¢ao
exige que a terapia demonstre a capacidade de alcangar e manter a concentragao no
local da infeccdo, superar as defesas locais e sustentar a atividade litica na presenca
de barreiras biologicas e mecanismos de depuragcdo (ABEDON, 2016). Nesse caso,
quando a MOl ideal é baixa, se considerarmos a perda natural do titulo viral ao longo
do tempo dentro de um organismo, sugere-se que a atividade seja mantida em niveis
satisfatérios para o controle do crescimento bacteriano mesmo na presenca de um
numero reduzido fagos, o que reforga a utilizagdo desse fago no coquetel.

Esses resultados nos ensaios de multiplicidade confirmam que o coquetel é
formado por fagos que ndo apenas infectam e lisam seus hospedeiros, como
demonstrado por ST, EOP e VI, mas que também apresentam capacidade
consideravel de replicagdo em condigbes in vitro, caracteristica fundamental para
sustentar o controle de crescimento bacteriano e eventualmente seu potencial uso
terapéutico contra A. baumannii multirresistente. Além disso, demonstrou que a
composi¢cao do coquetel se complementa ndo apenas em questdao de host range,

como ja demonstrado, mas também em suas caracteristicas bioldgicas.

5.3 TESTE DE SOBREVIVENCIA /N VIVO COM LARVAS DE GALLERIA MELLONELLA

O ensaio em Galleria mellonella confirma, em um modelo in vivo, mesmo que
alternativo, o potencial terapéutico do coquetel de fagos frente aos 63 isolados de A.

baumannii. Pelos dados de sobrevivéncia demonstrados no Grafico 14, o grupo
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controle negativo manteve 100% de viabilidade em 24 e 48 h, indicando auséncia de
toxicidade do procedimento e das inoculagdes em si. Ja o controle positivo infectado
apenas com a bactéria apresentou queda acentuada de sobrevivéncia, com varios
isolados bacterianos reduzindo o numero de larvas vivas entre 0 e 2 em 48 h, refletindo
a alta viruléncia sistémica dessas cepas na hemolinfa. Em contraste, nos grupos
tratados com o coquetel, a média de sobrevivéncia em 24 h situou-se em 77,3%, com
alguns grupos reduzindo o desvio padréo para 53,4%. Ja em 48h, os tratamentos com
o coquetel manteve 45 a 87,8% das larvas vivas, como ilustrado pelo Grafico 8, em
que a sobrevivéncia média das larvas tratadas foi de aproximadamente 77,3% em 24
h e 66,4% em 48 h, enquanto o controle infectado caiu de 100% para cerca de 14,9%
e 7,6%, respectivamente nos tempos do teste.

Esses resultados confirmam que, em condi¢des fisioldgicas, o coquetel € capaz
de reduzir significativamente a mortalidade associada a infecgdo por A. baumannii,
em concordéncia com os Vls observados in vitro. Do ponto de vista imunolégico, o
modelo de G. mellonella oferece uma maneira de observar a interagao entre fagos,
bactérias e um sistema de defesa inato (JEON et al, 2019). As larvas possuem
hemacitos fagociticos, produgdo de espécies reativas de oxigénio, sintese de
peptideos antimicrobianos (defensinas, gallerimicina, entre outros), e ativagdo de
cascatas de melanizagao (PEREIRA et al., 2018). Trabalhos recentes mostraram que,
quando a carga bacteriana supera a capacidade dessa resposta, a mortalidade é
rapida, porém, quando agentes antimicrobianos reduzem a densidade bacteriana
inicial ou a taxa de crescimento, o sistema imune da larva consegue controlar a
infeccdo, resultando em maior sobrevivéncia (GRYGORCEWICZ et al., 2020; JEON
et al, 2019).

No presente estudo, a melhora global de sobrevivéncia nos grupos tratados
sugere que o coquetel de fagos nao apenas exerce atividade litica, como ja
demonstrado pelos altos VIs em caldo, mas também abaixa suficientemente o indculo
efetivo de A. baumannii na hemolinfa para que a imunidade inata da larva consiga
controlar o restante da populacao bacteriana e mantenha sua sobrevivéncia dentro
das 48h. Essa interpretacdo € consistente com alguns estudos em G. mellonella
mostrando que fagos e antibidticos bacteriostaticos podem ser eficientes desde que a
populacao bacteriana seja reduzida para um limiar suficiente para o sistema imune
controlar o restante da infeccado (GRYGORCEWICZ et al., 2020; RAMARAO et al.,
2012). Assim, o ensaio in vivo € util pois integra e valida os resultados anteriores que
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demonstraram que fagos com alta EOP, forte viruléncia em curvas de crescimento e
boa amplificagdo em suas MOlIs, quando combinados em coquetel, mesmo em um
hospedeiro com sistema de defesa primitivo, tem a capacidade de ter um potencial
terapéutico, reforcando a necessidade de se explorar futuros estudos em modelos

vertebrados para o uso de fagos em infecgdes por A. baumannii multirresistente.

Grafico 8 — Resultado da média de sobrevivéncia, com desvio padrao, de larvas de
Galleria mellonella frente aos 63 isolados de A. baumannii testados
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Para esse grafico utilizamos a média de sobrevivéncia das larvas em cada tempo de analise do teste.

Dessa forma o desvio padrao representa a variagao presente no niumero de larvas sobreviventes.

De forma geral, a infecgdo por A. baumannii em G. mellonella reproduz, em
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escala simplificada, etapas-chave da fisiopatologia observada em vertebrados (TAO
et al.,, 2021). Ap6s a inoculacdo na hemolinfa, as bactérias multiplicam-se
rapidamente, colonizam tecidos, secretam enzimas e endotoxinas e desencadeiam
intensa resposta inflamatéria local, com recrutamento de hemdcitos, producédo de
espécies reativas de oxigénio e ativagado da cascata de melanizagédo, que leva ao
escurecimento progressivo da larva (PEREIRA et al., 2018; CAMPBELL et al., 2024).
Quando a carga bacteriana ultrapassa a capacidade desses mecanismos, ocorre
faléncia da homeostase, comprometimento de érgéos vitais e consequentemente
morte, como se observa nos grupos controles infectados, em que a maioria das larvas
foram a ébito ja em 24h para varios isolados altamente virulentos (TAO et al., 2021;
PEREIRA et al., 2018).

Devemos considerar também que a dose letal utilizada foi DL90, com o inéculo
infectante partindo de 1,5 x 10°, responsavel por levar a 6bito 90% das larvas, portanto
a recuperagao nesse caso € ainda mais impactante pois sugere a eficiéncia do
coquetel seja em reduzir e controlar a populagdo bacteriana como também aumentar
o tempo de vida desses animais. Apesar de seu sistema imunologico mais simples,
G. mellonella compartiiha com mamiferos diversos elementos fundamentais da
imunidade inata, como o reconhecimento de padrdes (PRRs), produgao de citocinas-
like, cascatas complementares funcionais e mecanismos de estresse oxidativo
(COOK; MCARTHUR, 2013; LANGE et al., 2018; WOJDA et al., 2020), o que explica
0 uso desse modelo alternativo como uma forma preliminar de se avaliar o potencial
terapéutico e a interagao dos fagos com um organismo dinamico.

Varios estudos com novos antibiéticos, nanoparticulas e principalmente fagos
demonstraram que compostos capazes de aumentar a sobrevivéncia de larvas
geralmente exibem eficacia em modelos de camundongos, especialmente quando
atuam reduzindo a carga bacteriana sistémica (LIU et al, 2019). Nesse sentido, o uso
de G. mellonella neste estudo, além de ser interpretado como uma etapa alternativa e
preliminar, eticamente vantajosa e de menor custo, permite selecionar combinagdes
fagos promissores e verificar a auséncia de toxicidade aguda antes de avancar para
modelos vertebrados mais complexos. A demonstragcdo de que o coquetel testado
aumenta de forma robusta a sobrevivéncia das larvas, em concordancia com seus
altos indices de viruléncia in vitro, fornece assim um argumento biolégico sdélido para
uma proxima etapa com ensaios em camundongos, onde poderdao ser examinados

aspectos adicionais da fisiopatologia, como distribuicdo tecidual, interagdo com
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sistema imune, resposta inflamatdria sistémica e desfechos clinicos mais proximos da

infeccao humana por A. baumannii.
5.3.1 Correlagao entre indice de Viruléncia e sobrevivéncia de larvas de G. mellonella

O diagrama de dispersdo presente no Grafico 9 sugere que existe uma
correlagao positiva entre o VI do coquetel medido in vitro e a porcentagem de
sobrevivéncia das larvas em 48 h. A medida que o VI se aproxima de 1, indicando
supressao satisfatoria na curva de crescimento bacteriano em caldo, a sobrevivéncia
média em 48 h tende a se concentrar na faixa de 70 a 100%, enquanto isolados com

VI baixo (<0,3) se associam a taxas de sobrevivéncia geralmente abaixo de 40%.

Grafico 9 — Correlacdo entre viruléncia in vitro e sobrevivéncia de larvas de Galleria
mellonella
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A regressao linear (linha vermelha), sugere que essa relagdo esta presente
quando analisamos de forma estatistica, isto €, o desempenho do coquetel em reduzir
a area sob a curva de crescimento bacteriano in vitro tem o potencial de certa forma
“prever”, o grau de proteg¢ao conferido in vivo.

Essa correlagéo € biologicamente plausivel pois o VI in vitro integra a eficiéncia
de adsorgao, periodo de laténcia e estabilidade dos fagos em caldo, resultando em
uma medida de o quao eficiente esses fagos sdo em controlar o crescimento
bacteriano. Quando o VI é alto, a densidade de A. baumannii inoculada na hemolinfa
da larva provavelmente cai abaixo do limiar critico em que os mecanismos de defesa
inata (hemdocitos, melanizagao, peptideos antimicrobianos) conseguem controlar a
infecgao, levando a um maior tempo de sobrevida. Ja quando o VI é baixo, o coquetel
apenas retarda parcialmente a expansao bacteriana, e a resposta imune da larva &
vencida, reproduzindo as altas taxas de mortalidade vistas nos controles positivos com
auséncia de fagos, e em uma sobrevivéncia também reduzida quando o VI é menor.
Em outras palavras, sugere-se que o VI pode funcionar para predizer a capacidade

do coquetel de aumentar o tempo de sobrevivéncia das larvas.

5.4 PERFIL DE RESISTENCIA DOS ISOLADOS DE A. BAUMANNII

O perfil de resisténcia dos 63 isolados clinicos de A. baumannii revelou um
cenario tipico da predominancia de linhagens MDR/XDR em ambiente hospitalar. Na
Tabela 2, todos os isolados foram resistentes as cefalosporinas testadas (ceftazidima,
cefepime, cefotaxima e ceftriaxona), bem como aos carbapenémicos imipenem e
meropenem, confirmando perda completa da atividade dessas classes e confirmando
a provavel produgao de enzimas carbapnemases. De forma semelhante, 100% dos
isolados apresentaram resisténcia a aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e
tobramicina), as Fluoroquinolonas como ciprofloxacina e levofloxacina, e ao
sulfametoxazol-trimetoprim, caracterizando um fendtipo de multirresisténcia amplo
frente as principais opc¢des terapéuticas de primeira linha.

Entre os B-lactamicos associados a inibidores de B-lactamases, a combinacao
ampicilina/sulbactam ainda manteve atividade intermediaria ou resistente em pequena
fracdo das cepas (9 isolados intermediarios e 54 resistentes), enquanto
piperacilina/tazobactam foi inativa frente a todos os 63 isolados. As polimixinas

mantiveram o melhor desempenho: para polimixina B, 47 isolados foram sensiveis, 1
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intermediario e 15 resistentes; para colistina, 44 sensiveis, 6 intermediarios e 13
resistentes.

O comportamento das tetraciclinas destaca-se pela presenga de uma
proporcdo consideravel de isolados ainda suscetiveis. Doxiciclina apresentou 24
isolados sensiveis, 5 intermediarios e 34 resistentes, enquanto a tetraciclina mostrou
14 sensiveis, 8 intermediarios e 41 resistentes. Essa distribuicdo € coerente com
estudos que apontam variabilidade na presencga de genes de resisténcia a tetraciclinas
(tetA, tetB, tet39), frequentemente associados a bombas de efluxo e plasmideos
(FOONG et al., 2020; HAMIDIAN et al., 2016), cuja prevaléncia depende fortemente
do historico local de uso desses farmacos.

Em cenarios nos quais tetraciclinas ndo sdo empregadas de forma rotineira
como primeira escolha para tratamento de infecgdes por A. baumannii, a pressao
seletiva para manutencéo desses determinantes tende a ser menor, permitindo que
clones sensiveis persistam mesmo em ambientes com intensa selecdo por outras
classes de antibidticos (FOONG et al., 2020). Isso provavelmente explica a
sensibilidade residual observada na Tabela 2, em contraste com a resisténcia
universal aos agentes mais utilizados na pratica clinica do hospital.

A combinagao ampicilina/sulbactam mostrou 54 isolados resistentes e apenas
9 intermediarios, enquanto piperacilina+tazobactam foi ineficiente frente a todos os 63
isolados (100% resistentes). Esse padréao reflete o acumulo de multiplos mecanismos
de resisténcia a B-lactdmicos em A. baumannii, incluindo a elevada producido de
B-lactamases intrinsecas  (particularmente =~ OXA-51-like), aquisicdo de
carbapenemases do tipo OXA-23, OXA-24/40, OXA-58 e, ocasionalmente,
metalo-B3-lactamases (MBLs) como NDM-1 e VIM, além de alteracbes em PBPs e
perda ou modificacdo de porinas. Sulbactam tem atividade contra A. baumannii ao se
ligar a PBP1 e PBP3, e por isso algumas cepas podem apresentar sensibilidade
parcial (intermediarios) a combinagdo SBA (VEERARAGHAVAN et al, 2025; ARUN et
al., 2025; DE SOUZA et al, 2025). A resisténcia universal a PPT é coerente com
estudos que mostram que, em contextos de disseminacdo de OXA-23 e MBLs, o
aumento da dose ou associacao com tazobactam provavelmente tem baixa atividade,
ja que o inibidor ndo neutraliza carbapenemases e o componente piperacilina pode

ser rapidamente hidrolisada.
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Tabela 2 — Resultado do perfil de resisténcia dos 63 isolados de A. baumannii frente
aos antimicrobianos testados com as técnicas de Disco-Difusdo e Microdiluicdo em

Caldo com pontos de corte definidos pelo CLSI-Ed.2023

Classe do Nome do . 1 2 3
Antibiético Antibiético Sigla R | S
Ampicilina +
Penicilinas + Sulbactam SBA 54 9 )
Inibidores de _ N
betalactamases Piperacilina + PPT 63 i )
Tazobactam
Ceftazidima CAZ 63 - -
Cefepime COM 63 - -
Cefalosporinas
Cefotaxima CTX 63 - -
Ceftriaxona CRO 63 - -
Imipenem IPM 63 - -
Carbapenémicos
Meropenem MER 63 - -
Amicacina AMI 63 - -
Aminoglicosideos Gentamicina GEN 63 - -
Tobramicina TOB 63 - -
Doxiciclina DOX 34 5 24
Tetraciclinas
Tetraciclina TET 41 8 14
Ciprofloxacina CIP 63 - -
Fluoroquinolonas
Levofloxacina LVX 55 8 -
Sulfonamidas Sulfgmetoxgzol * SUT 63 - -
Trimetropima
Polimixina B PMB 15 1 47
Polimixinas*
Colistina COL 13 6 44

. Resistente; 2 Intermediario; . Sensivel; *: A técnica de Microdiluicdo em Caldo foi

empregada apenas para a classe das Polimixinas seguindo exigéncias metodolégicas.

Todos os 63 isolados foram resistentes a ceftazidima, cefepime, cefotaxima e

ceftriaxona. Esse fenétipo pode indicar ndo apenas a presenca de B-lactamases de

espectro estendido (ESBLs) e AmpC cromossOmicas altamente expressas, mas

também a acdo combinada de carbapenemases do tipo OXA e mecanismos de

alteracao de permeabilidade, que conferem resisténcia cruzada a praticamente todo
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o espectro de cefalosporinas. Em A. baumannii, a aquisicao facilitada e inser¢ao de
genes de resisténcia por elementos IS (por exemplo, ISAba1, ISAba125), podem tanto
aumentar a expressdo de B-lactamases como também favorecer rearranjos que
afetam porinas e PBPs. O resultado € uma perda completa de utilidade clinica das
cefalosporinas tradicionais, o que causa o uso maci¢go de carbapenémicos como
“altimo recurso” (WONG et al, 2019; DE SOUZA et al, 2025; DEPKA et al, 2024;
CARASCAL et al, 2024).

A resisténcia de 100% dos isolados a imipenem e meropenem refor¢ca que o
hospital possivelmente convive com uma populagdo essencialmente CRAB
(carbapenem-resistant A. baumannii). Esse fendtipo esta fortemente associado a
aquisicao de genes do tipo blaOXA-23 e, em menor frequéncia, dos tipos
blaOXA-24/40 e blaOXA-58, frequentemente integrados em ilhas de resisténcia
ligadas a clones internacionais de alto risco (IC1, IC2, IC7, IC8). Estudos recentes
indicam que a prevaléncia global de CRAB ultrapassa 70 a 80% em muitos paises,
com prevaléncia em UTls e unidades de terapia prolongada (MULLER et al, 2023). O
fato de todos os isolados serem resistentes sugere que o hospital ja alcangou uma
situacdo em que clones sensiveis foram praticamente eliminados pela pressao
seletiva, restando apenas linhagens com multiplas carbapenemases e mecanismos
de impermeabilidade acoplados a bombas de efluxo AdeABC, AdelJK e AdeFGH. Isso
tem implicagdes diretas para fagoterapia, pois a forte pressdo de carbapenémicos
pode favorecer mutagdes, que por sua vez modulam a susceptibilidade a fagos, algo
descrito em estudos de evolugdo experimental, nos quais alteracbes em
polissacarideo capsular e sistema BfmRS afetam simultaneamente resisténcia a
antibidticos e susceptibilidade aos fagos (BAI et al, 2023).

A resisténcia total a amicacina, gentamicina e tobramicina indica que tais
isolados carregam um repertorio amplo de genes de resisténcia a aminoglicosideos,
incluindo aminoglicosideo-modifying enzymes (AMEs) como acetiltransferases (AAC),
fosfotransferases (APH) e nucleotidiltransferases (ANT), além de possivel
contribuicdo de bombas de efluxo e alteracbes na permeabilidade da membrana
externa. Estudos recentes em clones globais de A. baumannii mostram que
determinados genes sdo frequentemente carregados em plasmideos ou ilhas
cromossOmicas, muitas vezes associados e proximos a genes de carbapenemases
(NADERI et al., 2023). A presenca simultdnea desses determinantes explica a

auséncia de qualquer isolado suscetivel nessa classe e sugere como a pressao
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combinada de aminoglicosideos e B-lactdmicos em UTls favorece a persisténcia
desses genes que conferem resisténcia.

Nas tetraciclinas, como observado o perfil foi mais diferenciado, ja que 34
isolados foram resistentes, 5 intermediarios e 24 sensiveis. Para tetraciclina, 41
resistentes, 8 intermediarios e 14 sensiveis. Esse cenario sugere que, embora a
pressao seletiva ja tenha selecionado clones com bombas de efluxo especificas ou
proteinas de protecao ribossomal, esses determinantes ainda nao se fixaram em toda
a populacdo, ao contrario do que se observa para carbapenémicos e
aminoglicosideos. Estudos com colegbes de CRAB demonstram que a
susceptibilidade a minociclina e doxiciclina esta fortemente correlacionada com a
auséncia de tetB ou com a sua baixa expressao (KIM et al., 2025; WANG et al., 2017),
e que a introducao desse gene via plasmideos ou ilhas de resisténcia é dependente
do uso clinico local de tetraciclinas (KIM et al., 2025; VILACOBA et al., 2013). Na
medida em que tetraciclinas n&o sdo a primeira opg¢ao para infecgdes graves por A.
baumannii, a pressao de selegdo por esses genes € menor, permitindo que
subpopulagdes sensiveis persistam ao lado de clones altamente resistentes a outras
classes.

A resisténcia completa a ciprofloxacina (63 dos 63 isolados), enquanto para
levofloxacina, 55 resistentes com os demais intermediarios, e nenhum sensivel, indica
que mutagdes em subunidades da DNA girase e topoisomerase |V, associadas a
bombas de efluxo possivelmente se disseminaram amplamente entre os isolados. Em
A. baumannii, a aquisicdo sequencial de mutagbes na regido desses genes,
combinada com a superexpressado de sistemas de efluxo, leva ao fendtipo de alta
resisténcia a fluoroquinolonas (PARK et al., 2011), frequentemente sem custo de
fitness significativo, o que facilita sua manutencdo mesmo na auséncia de maior
pressdo (WEBBER et al., 2013). A resisténcia total observada sugere o uso passado
de fluoroquinolonas e/ou aquisicdo via elementos mobveis que carregam
simultaneamente genes de carbapenemase e modificagdo de bombas de efluxo.

Ja quanto a resisténcia universal a sulfametoxazol-trimetoprim (63/63) indica
presencga disseminada de genes alternativos de dihidropteroato sintase e diidrofolato
redutase (por exemplo sult1 e sul2), frequentemente inseridos elementos genéticos
moveis (VENKATESAN et al.,, 2023). Esses elementos sdo altamente mobveis e
costumam acompanhar outros determinantes de resisténcia, o que faz com que, em

populagdes fortemente expostas a multiplas classes de antibidticos, a perda de
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susceptibilidade a SXT seja praticamente universal, como observado em isolados de
A. baumannii provenientes de hospitais.

Por fim, as polimixinas representam a classe com maior diferencga, pois para
polimixina B, 47 isolados foram sensiveis, 1 intermediario e 15 resistentes, enquanto
para colistina, 44 sensiveis, 6 intermediarios e 13 resistentes. A resisténcia nesse
grupo geralmente decorre de modificagdes na molécula de lipidio A do LPS, mediadas
por mutacdes em sistemas de dois componentes PmrAB e PhoPQ ou pela aquisi¢ao
de genes mcr, que adicionam grupos fosfoetanolamina ao lipidio A, reduzindo a
afinidade pela droga (HUANG et al., 2020; ARROYO et al., 2011; CHIN et al., 2015).

Tabela 3 — Resultado da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) segundo a técnica de
Microdiluicdo em Caldo dos isolados selecionados de A. baumannii utilizados nos
testes de associagao Coquetel-Antibidtico

Nome do Isolados A. Definicdo CLSI
] CIM (pg/ml)
Antibidtico baumannii (Ed.2023)
Ab576 32 Resistente
Levofloxacina Ab615 128 Resistente
Ab846 32 Resistente
Ab576 32 Resistente
Meropenem Ab615 64 Resistente
Ab846 64 Resistente
Ab576 256 Resistente
Piperacilina + Ab615 512 Resistente
Tazobactam
Ab846 256 Resistente
Ab576 4 Intermediario
Colistina Ab615 32 Resistente
Ab846 32 Resistente

A coexisténcia de isolados sensiveis, intermediarios e resistentes indica que as
polimixinas ainda exercem pressao seletiva e permanecem em uso, com a
possibilidade de resisténcia emergindo. Do ponto de vista microbiolégico, alteragdes

na superficie envolvidas na resisténcia a polimixinas (modificagdes no LPS) podem
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também impactar na estrutura da membrana externa e na estrutura da capsula,
afetando potencialmente a infectividade de fagos que reconhecem o polissacarideo
capsular. Porém isso também nos permite verificar, como o que sera abordado nos
demais resultados, se a exposicdo combinada a polimixinas e fagos seleciona
adaptacgdes que permitam frade-offs entre resisténcia a antibidtico e susceptibilidade
aos fagos.

Quanto aos dados de microdiluicdo em caldo, demonstrados na Tabela 3, e
obtidos para os trés isolados selecionados para os ensaios de associagao (Ab576,
Ab615 e ADb846) reforcam esse padrdo resisténcia. Todos apresentaram CIMs
elevadas de levofloxacina (32 e 128 pg/mL), meropenem (32 e 64 pg/mL) e
piperacilina/tazobactam (256 e 512 ug/mL. Em relagdo a colistina, Ab615 e Ab846
exibiram CIM de 32 pg/mL (resistentes), enquanto Ab576 mostrou CIM de 4 ug/mL,
interpretada como intermediaria. Na pratica, isso significa que, mesmo na droga de
considerada de “ultima linha” para A. baumannii, ja se observa perda parcial de
eficacia, alinhando-se a relatos recentes de aumento de resisténcia a polimixinas em
diversos paises. A escolha desses trés isolados para os testes de checkerboard com
o coquetel de fagos é, portanto, justificada pois representam cenarios clinicos
desafiadores nos quais a terapia antibiética isolada é insuficiente, e uma eventual
sinergia fago-antibiético poderia ter impacto terapéutico real.

De forma geral, perfil de resisténcia observado revela um conjunto de isolados
de A. baumannii que demonstra perda de susceptibilidade frente as principais classes
de antibidticos sistémicos, com relativa sensibilidade e perfil intermediario apenas em
tetraciclinas e polimixinas. Esse cenario reflete a convergéncia de multiplos fatores de
resisténcia intrinsecos e adquiridos, e cria um contexto ideal para justificar a
exploracdo de fagos e suas combinagdes como estratégia no combate a esse

patégeno de dificil tratamento.

5.5 AVALIACAO DO EFEITO COMBINADO DE BACTERIOFAGOS E ANTIBACTERIANOS

O teste de avaliagao da associagéo entre o coquetel de fagos e antimicrobianos
foi realizado por meio de checkerboards. A escolha estratégica dos quatro antibidticos
para associagao com o coquetel de fagos decorre da resisténcia apresentada pelos
isolados e os mecanismos de acao de cada farmaco. Dessa forma, associando ambos

os agentes (fagos e antimicrobianos) podemos explorar os potenciais efeitos
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combinados contra A. baumannii multirresistente, além disso, consideramos também
os farmacos mais frequentemente em uso na rotina clinica hospitalar. Tais antibiéticos
representam classes amplamente utilizadas cuja eficacia foi praticamente perdida nos
isolados deste estudo, mas que possuem o potencial de agir em alvos centrais da
fisiologia bacteriana. Em combinagdo com fagos, esses farmacos, mesmo em
concentracdes subinibitérias, podem interferir na replicagcao bacteriana e modular a
expressao de sistemas de defesa, podendo favorecer a adsorgao e a replicacao viral
ou mesmo se aproveitando dos trade-offs genéticos envolvidos nesse processo
(ALTAMIRANO, et al; 2021; WANG et al, 2021).

Na interacdo bactéria—fago—antibiodtico, esses trade-offs genéticos sao
situagdes em que uma mutacéo que confere vantagem em um aspecto (por exemplo,
resisténcia a um fago ou a um antibiético), acaba gerando um custo em outro trago
importante da bactéria. Um exemplo classico em A. baumannii € a modificagdo do
polissacarideo capsular ou do LPS para escapar de um fago que usa capsula como
receptor. Ao perder ou alterar esse receptor, a bactéria pode se tornar resistente a
infeccao fagica, mas paga o prego de reduzir a prote¢cao contra o sistema imune do
hospedeiro, perder capacidade de formar biofilme ou até ficar mais suscetivel a certos
antibiéticos (ALTAMIRANO, et al; 2021). Do ponto de vista genético, esses trade-offs
surgem porque o mesmo conjunto de genes (capsula, LPS, porinas, bombas de
efluxo) cumpre fungdes multiplas e uma mutagdo que acaba solucionando um
problema (entrada do fago ou alvo do antibiético) acaba interferindo em demais
fungbes associadas a viruléncia, a integridade de membrana ou ao metabolismo. Em
combinagdes fago-antibiotico, a intengéo € explorar esse efeito quando pressiona-se
a bactéria a escolher entre manter resisténcia a um agente e tornar-se mais vulneravel
ao outro.

O uso de Levofloxacina (LVX), Meropenem (MER) e Piperacilina-Tazobactam
(PPT), oferece um modelo no qual eventuais efeitos combinados com fagos indicariam
que a agao litica viral é capaz de causar ressensibilizacdo ou mesmo reducio de dose
em antibidticos que ja perderam sua atividade isoladamente, permitindo assim alguma
penetracdo desses farmacos ou exploragdo de janelas transitérias de
susceptibilidade. Esse tipo de cenario tem sido proposto como forma de retardar a
ineficacia de antibidticos que perderam atividade clinica, reutilizando-os em contextos
associados a outro agente antimicrobiano. A inclusdo de Colistina (COL), por sua vez,

se baseia tanto em seu mecanismo de agado, atuando na membrana externa e
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podendo desorganizar a superficie bacteriana favorecendo o acesso dos fagos aos
seus receptores de superficie (WANG et al, 2021), como também sua associagao
pode causar redugao de dose quando consideramos a classe das Polimixinas como
um antibiotico de ultima escolha e que pode gerar diversos efeitos colaterais
significativos, principalmente relacionados a danos renais (WAGENLEHNER, et al
2021; LI, et al; 2006). Diante disso, como o perfil de resisténcia de muitos isolados
frente a COL ainda se mostrou sensivel, ainda assim, a possibilidade de se reduzir as
concentracdes utilizadas e manter o potencial terapéutico € um fator importante e que

deve ser considerado.

5.5.1 Levofloxacina

Analisando o Grafico 16, referente a combinagdo de LVX com o CK para
Ab576, observa-se a presenca de provavel efeito biologico em relagdo ao maior
tratamento isolado (destacadas em preto, diferenca >20%), e também algumas areas
de possivel indicativo de efeito biolégico da combinagao (contorno simples, 10-20%
de diferenga) e muitas combinagdes sem efeito aparente (£10%). Nos pogos em que
a levofloxacina esta em concentragdes intermediarias (4—16 pg/mL) e o coquetel em
MOls médias e baixas (10! a 10-%), observam-se valores de inibigdo superiores aos
esperados pelos efeitos individuais, com uma maior ocorréncia de pocos demarcados
com indicativo e provavel efeito biolégico nessa area, sugerindo um potencial
fendmeno sinérgico.

Nesses pocos, a porcentagem de inibicdo atinge 82-93%, enquanto a
levofloxacina isolada nessas concentragdes gera apenas cerca de 18-65% e o
coquetel nas MOls correspondentes produz cerca de 29—-80% de inibi¢do. Esse ganho
adicional de pontos percentuais pode ser interpretado microbiologicamente como
resultado de multiplas interagdes, como a agao dos fagos em adsorver e iniciar o ciclo
litico, e a0 mesmo tempo, a agao dos virus for¢ca a bactéria a alterar sua capsula ou
mesmo comprometer sua formagao, possivelmente facilitando a penetracdo ou o
acumulo intracelular da fluoroquinolona que passa entdo a agir nas topoisomerases
inibindo a replicagdo do DNA bacteriano (PARK et al., 2011).

Por outro lado, em concentragées muito altas de levofloxacina (32 ug/mL),
observa-se que praticamente todas as combinagbes com o coquetel resultam em

inibicdo proxima de 95-99%, mas sem diferenca expressiva em relacdo ao antibiético
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isolado nessa concentragao, que ja atinge 95% de inibicdo sozinho. Nesses pogos, 0
efeito do farmaco é mantido, indicando que, quando a levofloxacina ja exerce controle
frente ao crescimento bacteriano, a contribuicdo adicional dos fagos ndo afeta
negativamente seu potencial antimicrobiano. Isso se da pois em doses muito altas de
fluoroquinolonas, a populacdo bacteriana é rapidamente bloqueada na replicagao e
provavelmente entra em processos de morte celular programada ou fica metabdlica e
estruturalmente inviabilizada, de modo que ha poucas células viaveis para os fagos

infectarem.

Grafico 10 — Checkerboard da associacao entre Levofloxacina e o Coquetel frente
o isolado Ab576

324 95117 95218 95715 96.2+16 96914 97314 976%15 99.1x07 99.3x06

161 | 64912 71640 88986 89681 922+6.0 937438 96.0x238 97914 98213

81 611293 | 777:56 || 865108 || 8762106  90.1:81 916+72 91.7:72 947:44
—_ 41 526107 | 73661 | 827126 | 8392117 852111 87.8:108 91375 914274 I
) % Inhibition
£ 100
o
3
‘; 75
'g 2 631233 | 71437 77.0+93 799%85 853:127 881:104 912x75 L
S 50
K]
N
o
o 25
9

11 60716 | 68662 708%77 748%111 815:163 828%150 83.4:150 0

051 53.0x24 545%2.0 65.5%7.1 722+9.9 796173 803%173 813%164

0.251 48162 | 526:26 57.0x1.7 62766 67384 684%92 775:166

528%123 65.7%0.2 78716 80317 921205 94818 95817

1e-04 0.001 0.01 0.1 1 10 100
Phage Cocktail (MOI)

Nos heatmaps da associagdo Coquetel-Antimicrobiano, as combinagdes destacadas em preto variam
em espessura e foram classificadas de acordo com a magnitude da diferenga em relagdo ao controle
isolado mais efetivo, correspondendo aos critérios estabelecidos em relagdo ao potencial efeito

bioldgico presente na associagdo e mencionados anteriormente na se¢éao 4.9.1.3.



84

Esse tipo de padrdo, em que o potencial efeito positivo causado pela
combinagao se da principalmente em uma janela especifica de concentragdes do
antimicrobiano, € encontrado inclusive nos demais ensaios, reforcando que a
interacdo fago—antibidtico depende de janelas de concentragdo nas quais ambos os
agentes isoladamente possuem efeitos reduzidos, no caso das fluoroquinolonas em
doses bacteriostaticas ou ligeiramente bactericidas, e MOls baixas ou intermediarias
em que os fagos ndo consigam controlar o crescimento bacteriano de maneira
eficiente.

Outra analise importante pode ser sugerida quando analisamos as faixas de
combinagao em que o antibidtico estda em baixas concentragées (principalmente 0,25
pg/mL). Nessas doses observamos um certo antagonismo nas baixas concentragdes
de LVX pois mesmo em MOlIs altas a porcentagem de inibicdo se mostrou menor que
nos controles do coquetel isoladamente. Isso pode ser sugerido por efeitos fisioldgicos
causados pela fluoroquinolona sobre a populagdo bacteriana e que acabam
prejudicando o desempenho dos fagos. Em doses baixas subinibitérias, a
levofloxacina tende a reduzir a taxa de crescimento e a alterar o estado metabdlico de
A. baumannii sem necessariamente levar a morte celular, induzindo um fenétipo de
persisténcia ou de crescimento lento. Células em divisao mais lenta expressam menos
receptores de superficie, remodelam sua superficie e entram em estados fisiolégicos
nos quais a sintese de macromoléculas e a replicacdo de DNA sao parcialmente
bloqueadas (PARK et al., 2011; WEBBER et al., 2013). Como o ciclo litico fagico
depende justamente de uma maquinaria metabdlica ativa para produzir novas
particulas, esse estado pode limitar a replicagao viral e reduzir o seu efeito, apesar do
alto numero inicial de fagos. Dessa forma, sugere-se que a LVX em baixa dose pode
submeter a populacdo bacteriana em um estado menos suscetivel a infecg¢ao, de
modo que o coquetel, que sozinho teria inibicdo elevada, passa a atuar de forma um
pouco menos eficiente.

Além disso, concentragdes subinibitorias de fluoroquinolonas podem induzir
respostas de estresse e SOS que aumentam a expressao de bombas de efluxo e
modificam a composigdo da membrana externa. Em A. baumannii, a up-regulation de
sistemas como AdeABC e AdelJK e alteragbes em lipidios de membrana ja foram
associadas a diminui¢ao da susceptibilidade a varios agentes, inclusive a mudangas
na acessibilidade de receptores capsulares e de LPS empregados por fagos (YOON,
et al, 2013; SUGAWARA et al, 2014; ZANG et al, 2021). Assim, também é plausivel
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sugerir que, nessas condi¢des de LVX baixa, Ab576 pode responder com um rearranjo
de capsula que, ao mesmo tempo em que reduz ainda mais a eficacia do antibidtico,
diminui também a eficiéncia de adsorgéo e/ou de injecdo de DNA dos fagos, levando
a queda da porcentagem de inibigdo em relagdo aos controles sem antibiotico. Esse
tipo de antagonismo dependente de dose, em que o antibidtico induz adaptagbes que
conferem uma tolerancia a infecgao fagica reforga a importancia de definir faixas de
concentragdo em que o estresse induzido pelo antibidtico seja positivo.

Por outro lado, uma hipotese sugerida para o efeito bioldgico observado na
combinagao, também pode envolver a modulagao de sistemas de reparo de DNA e
resposta SOS. Sabe-se que fluoroquinolonas induzem quebras de dupla fita no DNA
bacteriano e ativam a resposta SOS, que em A. baumannii pode incluir aumento de
mutabilidade e modulacdo de bombas de efluxo. Nesse contexto estressado, a
entrada de DNA fagico pode encontrar uma maquinaria de reparo desregulada e
processos de replicagdo comprometidos, favorecendo a montagem de particulas virais
as custas da tentativa bacteriana de reparar o genoma danificado (GEISINGER et al,
2019).

5.5.2 Meropenem

A combinacao de MER e CK, demonstrada no Grafico 17, apresenta um perfil
de interagao distinto do observado com LVX. No heatmap, predominam regides
classificadas como provavel e forte efeito biologico, particularmente nas faixas
intermediarias de MER (4-16 ug/mL) combinadas com MOls de 10 a 10°. Nessas
combinacgdes, a porcentagem de inibicdo atinge valores entre 74—-82%, 0 que se
mostram superiores ao efeito isolado do MER nessas concentragdes, que varia de
apenas 31-56% dependendo da dose, e acima do que o coquetel sozinho produziria
em suas MOIs correspondentes (32-66%). Esse ganho adicional de pontos
percentuais sugere a presenga de um potencial efeito sinérgico, mas com
caracteristicas provavelmente diferentes das observadas com fluoroquinolonas.

Por outro lado, assim como observado com LVX, em concentragdes muito altas
de MER (32 pg/mL), a inibic&o ja é proxima de 92-99%, e a adicdo do coquetel ndo
produz ganho expressivo (<10%), classificando esses pogos como sem efeito
bioldgico. Microbiologicamente, isso reflete que, quando o B-lactdmico ja induz lise

osmotica e morte celular, resta pouca populacao viavel e metabolicamente ativa para
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ser alvo dos fagos. Também nota-se que, diferentemente da LVX, o MER n&o parece

induzir antagonismo significativo em baixas concentragbes. Mesmo nas doses mais

baixas (0,252 pg/mL) combinadas com as MOlIs, a porcentagem de inibicao tende a

ser igual ou ligeiramente inferior ao controle do coquetel, sem a queda observada na

combinagao com LVX. Isso pode sugerir que a agao do MER sobre a parede celular

nao induz estados de tolerancia ou persisténcia significativos.

Grafico 11 — Checkerboard da associagao entre Meropenem e o Coquetel
frente o isolado Ab576
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A capsula de A. baumannii € um importante determinante de resisténcia, nao

apenas a fagocitose e ao complemento, mas também a penetragdo de antibiéticos

hidrofilicos como os carbapenémicos. Em muitas linhagens CRAB, o0 espesso

polissacarideo capsular forma uma barreira que dificulta 0 acesso do MER as PBPs

da parede celular e, em associagao com porinas pouco expressas e bombas de efluxo,
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contribui para o fendtipo de resisténcia, mesmo na auséncia de niveis muito elevados
de carbapenemases. Dessa forma, a capsula funciona como um agente fisico e
eletrostatico que atrasa ou reduz a quantidade de farmaco que efetivamente alcanca
o sitio-alvo.

Nesse contexto, fagos que utilizam o polissacarideo capsular como receptor e
codificam depolimerases associadas a cauda podem auxiliar o MER a encontrar seu
alvo. Ao adsorverem-se a capsula e degradarem seus polimeros, esses fagos
desestruturam a camada capsular e diminuem a espessura da barreira (ISLAM et al,
2024; CHEN et al, 2022). Isso tende a reduzir a distancia e o tempo necessarios para
o MER atravessar a matriz que constitui a capsula e alcancar o espaco periplasmico,
onde as PBPs se localizam, aumentando a fragdo de moléculas que atinge o alvo
antes de serem hidrolisadas por carbapenemases. Além disso, bactérias que evoluem
para escapar de fagos frequentemente perdem ou alteram sua capsula, e tais
modificagdes, embora fornegam resisténcia ao fago, torna a bactéria mais expostas a
antibioticos, o que pode se traduzir em queda da CIM para MER.

Como ja mencionado, o MER age inibindo a sintese de peptideoglicano ao se
ligar irreversivelmente as PBPs (penicillin-binding proteins), especialmente PBP1a e
PBP3 em A. baumannii, resultando em defeitos de parede celular e eventual lise
osmatica. Em concentragdes subinibitdrias ou proximas a CIM, o antibidtico pode
enfraquecer estruturalmente a parede, gerando uma populagdo com paredes
celulares parcialmente comprometidas, aumento de permeabilidade e alteragdes na
morfologia bacteriana. Nesse contexto de parede fragilizada, a adsorg¢ao e a injecéao
de DNA fagico podem ser facilitadas ja que a perda de integridade da camada de
peptideoglicano reduz as barreiras fisicas, e a desorganizagdo da membrana externa
pode tornar receptores mais acessiveis ou mesmo expor sitios secundarios de ligagéo
(ZAMPARA et al, 2020; ZIANG et al, 2008; DICKS et al, 2024).

Assim, uma hipotese sugerida para o sinergismo observado € que inicialmente
os fagos podem atuar sobre a capsula e posteriormente o MER fragiliza a parede da
célula bacteriana, criando um ambiente no qual os fagos conseguem iniciar infecgoes
com maior eficiéncia e completar ciclos liticos de forma mais produtiva do que em
células intactas. Além disso, células tratadas com [-lactamicos frequentemente
ativam respostas de estresse que incluem up-regulation de autolisinas endogenas e
disfuncéo de sistemas de reparo de parede, o que pode amplificar o efeito litico dos

fagos, de forma que a liberagdo de endolisinas fagicas em células ja comprometidas
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estruturalmente leva a uma lise mais eficiente.

Do ponto de vista dos frade-offs genéticos, a pressdo combinada de MER e CK
pode direcionar mutagdes em Ab576 para trajetorias distintas das observadas com
fluoroquinolonas. Mutagdes que conferem resisténcia a carbapenémicos geralmente
envolvem aumento de expressdo de carbapenemases, perda de porinas e
modificagdo de PBPs, mas essas alteragdes raramente afetam diretamente o
polissacarideo capsular, que é o principal receptor fagico. Por outro lado, como ja dito,
mutagdes que conferem resisténcia aos fagos, como modificagdo capsular ou perda
de capsula, podem aumentar a permeabilidade a B-lactamicos, tornando a bactéria
mais suscetivel ao MER. Assim, tal combinagéo explora que resistir aos fagos pode
sensibilizar ao antibidtico.

Portanto, essa combinagao contra Ab576 demonstra potencial sinergismo em
baixas MOIls do coquetel (10 a 10-%) e concentragbes até 8 vezes menores que 0
MIC do antibidtico sozinho (queda de 32 para 8 pg/mL), como demonstra as
combinagdes destacadas pelos critérios estabelecidos, o que novamente sugere o

potencial efeito biolégico decorrente da combinagao.

5.5.3 Piperacilina-Tazobactam

A combinacdo PPT e CK representa um teste em que Ab576 € totalmente
resistente a PPT de acordo com os ensaios de CIM anteriores (CIM de 256 ug/mL),
indicando que, isoladamente, essa combinacdo de B-lactdmico e inibidor de B-
lactamases n&o exerce controle efetivo sobre o isolado. No heatmap (Grafico 18),
observa-se que, em concentracdes intermediarias e baixas (2—128 ug/mL), a atividade
do farmaco sozinho € modesta, entre 3,5-48% de inibigdo. Esse perfil reflete a
presenga de multiplos mecanismos de resisténcia ja mencionados que saturam ou
anulam a acdo da Piperacilina, como enzimas carbapenemases (OXA-likes), B-
lactamases cromossdémicas, AmpC superexpressas, perda ou modificagcdo de porinas
e bombas de efluxo que removem o antibiético antes de alcancgar concentracoes
efetivas no espaco periplasmatico.

Apesar disso, o heatmap evidencia regides de efeito bioldgico quando PPT é
combinada com MOlIs intermediarias a baixas do coquetel (102 a 10%). Nos pogos
destacados em preto, especialmente na faixa de 32—-128 ug/mL de PPT com MOls de

10-3 a 10, a porcentagem de inibigao salta para 63-88%, valores que superam tanto
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o efeito isolado do antibidtico (que seria 10—48%) quanto do coquetel sozinho nessas
MOls (41-58%), demonstrando potencial efeito bioldgico sinérgico. Esse ganho de
pontos percentuais sugere que a combinagdo pode estar retomando parcialmente a
atividade de um antibidtico que sozinho é ineficaz, cenario de grande relevancia para

tentar retardar a crescente resisténcia aos B-lactamicos.

Grafico 12 — Checkerboard da associacao entre Piperacilina-Tazobactam e o
Coquetel frente o isolado Ab576
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Microbiologicamente, uma explicagcdo plausivel envolve novamente a
modulagao da capsula. Assim como discutido para MER, os fagos com depolimerases
capsulares degradam o polissacarideo, diminuindo a barreira fisica e facilitando a
difusdo da Piperacilina até as PBPs. Outro mecanismo possivel envolve a selegao de
subpopulagdes, ja que na presenga do coquetel, células que modificam a capsula para

escapar dos fagos podem alterar a expressao ou funcionalidade de bombas de efluxo



90

e porina. Caso essas alteracdes levarem a um aumento de permeabilidade ou redugao
de efluxo, a PPT passa a ter acesso mais eficiente ao espaco periplasmico nesses
mutantes, resultando em inibicdo aumentada. Esse tipo de trade-off (resisténcia ao
fago em troca de maior vulnerabilidade ao antibiotico), & consistente com o padréo de
sinergismo observado e reforga a ideia de que a pressao dupla induz a bactéria para
estados nos quais ndo consegue manter resisténcia simultdnea a ambos os agentes.

Da mesma forma, em concentragdes muito altas de PPT (256 ug/mL), a adi¢ao
do coquetel ndo gera efeito significativo. Isso é coerente com o padréo observado para
LVX e MER, quando o antibidtico ja exerce controle eficiente (ainda que por
mecanismos diferentes, no caso de PPT provavelmente via inativacdo das -
lactamases em doses extremas), o ganho adicional trazido pelos fagos ¢é indiferente.
Em contrapartida, nas faixas intermediarias e subinibitérias de PPT (16—128 ug/mL),
a sinergia € mais pronunciada, sugerindo que ha um intervalo de concentragcdes no
qual a combinagao pode explorar as vulnerabilidades criadas por ambos os agentes.

Um aspecto particularmente notavel € que, assim como o MER, a PPT
demonstra um padrao de sinergismo que parece mais acentuado em MOIs baixas,
exatamente onde espera-se obter algum efeito combinado, ja que a associagao
explora os pontos fracos de ambos os agentes buscando a melhoria sinérgica.

Ja nas doses mais baixas de PPT (principalmente 2ug/mL), a porcentagem de
inibicado tende a ser inferior ao que seria esperado se considerassemos apenas o
efeito do coquetel (MOIs de 10" a 100), caracterizando um potencial padrdo de
antagonismo. Enquanto o coquetel sozinho nessas MOls atinge inibicao de 76-95%,
ao adicionar PPT (2ug/mL), a porcentagem cai para valores na faixa de 55-67%, com
um decréscimo de pontos percentuais.

Do ponto de vista microbioldgico, esse antagonismo pode ser sugerido pela
interferéncia que B-lactdmicos exercem sobre o ciclo replicativo dos fagos quando
presentes em doses que alteram a fisiologia bacteriana sem necessariamente matar
as células. Em MOls muito altas, os fagos precisam de hospedeiros metabolicamente
ativos, com maquinaria de sintese proteica e de DNA funcionando para completar
ciclos liticos produtivos. A Piperacilina, mesmo em concentragdes subinibitorias, pode
inibir a sintese de peptideoglicano e desregular a divisdo celular, embora ainda
viaveis, apresentam metabolismo alterado e podem entrar em estados de dorméncia
ou persisténcia. Nesses estados, a replicacao viral fica comprometida e a sintese de
proteinas estruturais dos fagos pode ser mais lenta.
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Também é possivel que a combinacao de MOI alta com PPT favoreca a selecéo
de subpopulagdes que, por modificacdes de parede induzidas pelo antibiético, tornam-
se simultaneamente menos suscetiveis a lise fagica e ainda viaveis o suficiente para
contribuir a densidade 6ptica final, reduzindo a porcentagem de inibigao calculada.

Apesar disso, do ponto de vista de aplicabilidade clinica, o resultado com PPT
€ promissor porque sugere que antibiéticos que ndo demonstram efeito devido a
resisténcia disseminada podem de alguma forma serem reutilizados em esquemas
combinatdrios com coquetéis fagicos, desde que a dose seja ajustada para faixas nas
quais a sinergia se manifeste. Além disso, se considerarmos as combinagdes que
demonstraram potencial efeito biolégico, e principalmente forte efeito bioldgico,
encontramos nesse caso a maior quantidade de combinagcdes destacadas, tornando
essa associagao promissora para futuros estudos.

5.5.4 Colistina

No heatmap de Ab576, como observado no Grafico 19, a colistina isolada s6
atinge inibicdo robusta nas concentragées mais altas (4—-8 pg/mL), trazendo uma
definigdo de resisténcia intermediaria segundo o CLSI 2023. Em combinagdo com o
coquetel, porém, observa-se que doses intermediarias (especialmente 2 ug/mL)
associadas a MOIs moderadas e baixas (102 a 10-%) ja produzem inibigdes na faixa
de 79-89%, com associagdes classificadas como potencial e forte efeito bioldgico,
enquanto a mesma dose de colistina sozinha gera apenas cerca de 44% de inibigao.
Isso sugere que o coquetel permite que a mesma eficacia pode ser atingida com
menos colistina, o que é particularmente relevante diante da sua nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, amplamente descritas em pacientes criticos tratados por infeccoes
de A. baumannii multirresistente.

Microbiologicamente, a sinergia se explica pelo fato da COL e fagos atacarem
a bactéria em niveis diferentes, mas complementares. A colistina desorganiza o lipidio
A e as interacoes entre LPS e cations divalentes, causando aumento da
permeabilidade e formagao de “buracos” na membrana externa (DUPUY et al, 2017).
Os fagos, por sua vez, ligam-se a capsula/LPS e desencadeiam a lise no decorrer de
seus ciclos. Em doses submaximas de colistina, a membrana torna-se suficientemente
permeavel para facilitar a adsorgédo e a injecado de DNA fagico, além de reduzir a

energia necessaria para a lise final. O padrao observado em Ab576 é compativel com



92

esse conceito, pois ao diminuir a dose de colistina nesse caso para 2-1 ug/mL, o

coquetel abre a perspectiva de regimes terapéuticos menos nefrotdxicos, mantendo a

eficacia contra um patégeno de dificil tratamento.

Grafico 13 — Checkerboard da associagao entre Colistina e o Coquetel frente o
isolado Ab576
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No entanto, esse efeito também pode atrapalhar dependendo da dose, ja que

observando as faixas de concentragdo mais baixas de colistina (principalmente 0,0625

pg/mL), especialmente quando combinadas com MOlIs altas (10-100), nota-se que a

porcentagem de inibigdo também cai em relagado ao esperado pelo efeito do coquetel

isolado nessas MOlIs, caracterizando um potencial antagonismo como ja notado nos

farmacos mencionados anteriormente. Enquanto o coquetel sozinho em MOI 10-100

alcancaria inibicao de 92-97%, a adigao de colistina em 0,0625 ug/mL reduz esse valor

para cerca de 72-75%, uma queda de cerca de 20 pontos percentuais que sugere



93

mais uma vez interferéncia ativa do antibiético em baixas doses sobre a dindmica de
replicagao fagica.

Uma sugestao possivel para esse achado envolve a resposta adaptativa de A.
baumannii a doses subinibitérias de polimixinas. Concentragdes muito baixas de
colistina ndo matam as células, mas induzem modificagdes no LPS por meio da
ativagao dos sistemas PmrAB e PhoPQ, que adicionam grupos fosfoetanolamina e
galactosamina ao lipidio A, reduzindo a carga negativa da superficie e diminuindo a
afinidade pela droga catidénica (ARROYO et al, 2011; HUANG et al, 2020; GOGRY et
al, 2021). Essas modificagbes de LPS alteram a membrana externa e podem, como
efeito colateral, dificultar o reconhecimento e a adsor¢do de fagos que utilizam
componentes de LPS ou estruturas adjacentes como receptores secundarios ou co-
receptores. Assim, em MOlIs altas, quando ha muitos fagos competindo por sitios de
ligacdo, uma populagao bacteriana com LPS modificado pode apresentar eficiéncia
de adsorcao reduzida, levando a menor numero de infecgdes bem-sucedidas por
célula e, consequentemente, a menor porcentagem de inibigdo observada.

Além disso, outra possibilidade € que doses mais baixas subinibitérias de
colistina podem desencadear respostas de estresse que incluem formacdo de
vesiculas de membrana externa (OMVs), liberagao de debris celulares e acumulo de
material capsular soluvel no meio. Esses componentes podem atuar como "iscas",
sequestrando particulas fagicas ao se ligarem a seus receptores sem permitir infecgao
produtiva, reduzindo assim a fragado de fagos disponiveis para infectar células intactas
(KIM et al, 2019; MANNING; KUEHN, 2011; SEED, 2015; YUN et al, 2018). Em MOls
altas, esse efeito de sequestro seria amplificado, pois com muitos fagos no meio e
muitas OMVs e debris sendo liberados, a probabilidade de que particulas virais se
liguem a alvos ndo produtivos aumenta, resultando em menor taxa de infec¢ao efetiva
e queda da porcentagem de inibigao.

Outro aspecto que podemos considerar como possibilidade é que doses muito
baixas de colistina podem induzir os estados de tolerancia ou persisténcia fenotipica
ja mencionados. Células expostas a polimixinas subletais frequentemente reduzem
sua taxa metabdlica, entram em fase estacionaria precoce e diminuem a expressao
de receptores de superficie. Nesse estado, assim como ja mencionado anteriormente,
a maquinaria celular necessaria para realizar a replicagao fagica fica drasticamente
reduzida. Mesmo que os fagos consigam adsorver e injetar DNA, a falta de recursos

celulares impede a montagem eficiente de progénie, levando a ciclos abortivos ou a
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periodos de laténcia prolongados que, no tempo de duragéo do ensaio (24 h), ndo se
traduzem em inibicao detectavel.

Do ponto de vista de aplicagdo clinica, esse padrao sugere a necessidade de
ajustes e manutenc&o mais precisa de doses em regimes combinatorios. A sinergia
existe, como observada na concentragao de 1-2 pg/mL, sendo promissora ja que se
faz presente nas MOls reduzidas (102 a 10°), mas fora dessa janela o beneficio pode
ser perdido. Estudos farmacodinamicos e de otimizagao de dose em modelos animais
seriam essenciais para definir os regimes que maximizam o efeito sinérgico e
minimizam tanto a toxicidade da colistina quanto o risco de antagonismo, garantindo

que a estratégia seja implementada de forma segura e eficaz.

Tabela 4 — Resumo dos resultados obtidos no teste Coquetel-Antibidtico para os trés
isolados de A. baumannii testados, onde observa-se o numero de ocorréncia dos
efeitos biolégicos da combinagdo, assim como a redugdo na concentragdo de

antibiotico decorrente da associacéao.

Isolado
Analises LEV MER PPT COL
Bacteriano
Presenca de possivel
Sim Sim Sim Sim
indicativo de efeito
5 6 7 4
biolégico da combinagao
Presenca de provavel
Sim Sim Sim Sim
efeito bioldgico da
_ 2 1 3 1
combinagao
Ab576 Presenca de forte efeito
biolégico da combinagao
CIM do antibiético isolado
32 32 256 4
(Mg/mL)
Concentragao com 90% de
inibicado na associacao 8 16 128 2

com o Coquetel (ug/mL)
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Presenca de possivel

Sim Sim Sim Sim
indicativo de efeito
. . 1 3 11 7
bioldgico
Presenca de provavel Sim Sim
efeito biologico 3 2
Presenca de forte efeito
Ab615 . . - - - -
bioldgico
CIM do antibiético isolado
128 64 512 32
(Mg/mL)
Concentragao com 90% de
inibicdo na associacao 32 32 256 8
com o Coquetel (ug/mL)
Presenca de possivel
Sim Sim Sim Sim
indicativo de efeito
2 1 3 1
biolégico na combinagao
Presenca de provavel
Sim Sim Sim
efeito biologico na -
2 4 1
combinacao
Ab846 Presenca de forte efeito
biolégico na combinagao
CIM do antibiético isolado
64 256 32
(Mg/mL)
Concentragdao com 90% de
inibicdo na associacao 32 4 32 8

com o Coquetel (pg/mL)

5.6 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DOS BACTERIOFAGOS EM ASSOCIACAO A ANTIMICROBIANOS

Para a combinacdo com levofloxacina, demonstrada no Grafico 20, os

resultados obtidos no ensaio de redugado de biofilme demonstram que a associagao
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do coquetel de bacteriofagos com levofloxacina apresentou efeito antimicrobiano nos
trés isolados de A. baumannii testados. Para o isolado Ab576, observou-se que o
tratamento com o coquetel isolado (CK) reduziu significativamente a densidade Optica
(ODs- = 0,88), que nesse caso trata-se da atividade metabdlica avaliada pelo ensaio
de MTT, em comparagao ao controle de 24 horas (ODs, = 1,36), indicando potencial
atividade litica dos bacteriéfagos. A combinagdo do CK com LVX resultou em redugao
ainda maior (ODs- = 0,76), porém sem diferenga estatisticamente significativa quando
comparada ao coquetel isolado. Ja o tratamento apenas com levofloxacina (ODs;o =
1,50) ndo diferiu significativamente do controle de 24 horas, evidenciando resisténcia
ou penetracao limitada do antibiético na matriz do biofilme. A diferenga asignificativa
entre o tratamento combinado CK+LVX e o controle de 48 horas (ODs-, = 1,66) reforga
a eficacia da terapia fagica em controlar o desenvolvimento do biofilme, nesse caso
em termos de atividade metabdlica pelo método empregado com uso de MTT.

No isolado Ab615, o padrao de resposta foi semelhante, com o coquetel isolado
promovendo reduc¢ao significativa (ODs,o = 1,15) em relagdo ao controle de 24 horas
(ODs7o = 1,77). A associagdo CK+LVX demonstrou a maior eficacia entre os
tratamentos (ODs,o = 0,98), porém assim como no caso de Ab576, ndo houve
diferenca estatistica significativa em relacdo ao coquetel isolado, ao contrario do que
se observa comparando com o antibiético sozinho. A levofloxacina isolada (ODs,q =
1,58) apresentou atividade antibiofilme discreta, sem diferenga relevante. A diferenga
significativa entre a combinagéo e o controle nao tratado de 48 h indica redugao da
atividade metabdlica do biofilme pré-formado, em relagcdo ao que seria observado
apos 48 h (ODs,, = 2,00) de desenvolvimento sem intervengao.

Para o isolado Ab846, observou-se o perfil de maior resisténcia aos tratamentos
isolados. O coquetel de bacteriéfagos promoveu reducédo moderada (ODs;o = 1,51)
comparado ao controle de 24 horas (ODs,, = 2,36), enquanto a levofloxacina isolada
apresentou eficacia limitada (ODs,¢ = 2,40), sem diferencga significativa em relagao ao
controle. A combinagdo CK+LVX resultou em reducéo relevante (ODs,, = 0,95), com
diferenca relativamente significativa em relagdo ao coquetel isolado e ao antibiotico
isolado. A comparagao com o controle de 48 horas (ODs,, = 2,67) indica que a
associagao fago-levofloxacina apresenta efeito antibiofiime metabdlico significativo
sobre biofilmes pré-formados.
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Grafico 14 — Atividade antibiofilme da combinagao entre o Coquetel de

bacteriéfagos e Levofloxacina
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Os asteriscos (*) em graficos de ANOVA (Analise de Variancia), como nesse caso, servem para indicar
o nivel de significancia estatistica das diferengas entre as médias dos grupos. Eles representam o
chamado valor-p (p-value). 1 asterisco (*): Significancia estatistica, p<0,05. 2 asteriscos (**): Maior
significancia, p<0,01. 3 asteriscos (***): Alta significancia, p<0,001. E 4 asteriscos (****): indica um nivel

de significaAncia extremamente alto, p<0,0001.

Estes achados sugerem que a associagédo de bacteriofagos com levofloxacina
apresenta potencial terapéutico variavel dependente do perfil de suscetibilidade do
isolado, com efeito da combinagao mais pronunciado em cepas com maior capacidade
de formar biofilmes, como neste caso o isolado Ab846. Esse padrao possivelmente
ocorre devido a acdo enzimatica dos fagos sobre exopolissacarideos da matriz,
proporcionado pela provavel presenca de depolimerases, e potencializando a
penetracao e acgao de farmacos (CHEN et al, 2022).

Agora quanto a avaliagdo da combinagdo do coquetel de bacteriéfagos com
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MER, presente no Grafico 21, observa-se resultados distintos em relacdo ao
observado com levofloxacina. No isolado Ab576, o tratamento com o coquetel isolado
(CK) demonstrou reducéo significativa do metabolismo (ODs,, = 0,84) comparado ao
controle de 24 horas (ODs,o = 1,47), confirmando a atividade dos bacteriéfagos. A
combinagdo CK+MER resultou em redu¢cdo moderada (ODs,o = 1,19), porém
apresentou valores superiores ao coquetel isolado, sem diferenca estatisticamente
significativa entre ambos. O MER isolado (ODs;o = 1,74) também ndo demonstrou
uma diferenga relevante, nao diferindo do controle de 48 horas. As diferengas entre o
tratamento combinado e o controle de 48 horas (ODs,, = 1,78) demonstram que,
embora a associagao possa nao tenha potencializado o efeito do coquetel, mesmo
assim os fagos foram capazes de conter o metabolismo bacteriano ao longo do tempo,
sugerindo que a associag¢ao do antibiético com o coquetel ndo produziu efeito negativo
que atrapalhe o coquetel a desempenhar sua efeito antibacteriano.

Para o isolado Ab615, observou-se padrao semelhante com o coquetel isolado
promovendo redugao substancial (ODs;o = 1,09) em relagado ao controle de 24 horas
(ODs70 = 1,69). A associacdo CK+MER apresentou eficacia intermediaria (ODs,o =
1,39), ainda superior ao MER isolado (ODs-, = 1,78) mas inferior ao coquetel isolado,
embora sem significancia estatistica nesta ultima comparagdo. O MER isolado néo
demonstrou atividade antibiofilme relevante, mantendo valores proximos ao controle
nao tratado. A diferenga significativa entre o tratamento combinado e o controle de 48
horas (ODs,o = 1,96) mais uma vez reforca que a presenga do antibidtico n&o
prejudicou a acao dos fagos, mas também n&o contribuiu para a redugédo metabdlica
avaliada no teste.

No isolado Ab846, mais uma vez a resposta foi mais favoravel a combinacgao,
embora ainda distante do potencial efeito combinado observado com levofloxacina. O
coquetel isolado reduziu significativamente o biofilme (ODs,, = 1,45) comparado ao
controle de 24 horas (ODs, = 2,30). A combinagdo CK+MER apresentou redugao
mais pronunciada (ODs,, = 1,70), com diferenga estatistica significativa em relagéo
ao MER isolado (ODs5 = 2,58) e ao controle de 48 horas (ODs,o = 2,61). Entretanto,
a comparagao entre CK+MER e CK isolado nao revelou diferenca substancial,
indicando efeito neutro quando comparado com o observado na combinacdo com
fluoroquinolona. O MER isolado mostrou-se ineficaz, apresentando valores superiores
inclusive ao controle de 24 horas, possivelmente devido a estimulagdo da producao
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de matriz extracelular como resposta ao estresse subletal do antibiético (NAVIDIFAR

et al., 2019).

Grafico 15 — Atividade antibiofilme da combinagao entre o Coquetel de

bacteriéfagos e Meropenem
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Estes resultados indicam que a associagcdo de bacteriéfagos com MER
apresenta eficacia limitada na erradicacdo de biofimes de A. baumannii,
possivelmente devido a impermeabilidade da matriz exopolissacaridica aos
carbapenémicos ou a expressao de B-lactamases de diferentes classes (OXA e
metalo-B-lactamases) por células sésseis (MENDES et al, 2023; WANG et al, 2016).
A auséncia de efeito combinado de forma pronunciada contrasta com os achados
envolvendo levofloxacina, sugerindo que a classe do antibiético e seu mecanismo de
acao podem influenciar no potencial de interagdo com a terapia fagica em biofilmes,
ou mesmo a concentracdo pode ser um fator relacionado além da classe do
antimicrobiano (AKTURK et al, 2019; NICHOLLS et al, 2023).
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Para o farmaco PPT, a combinagdo com o coquetel demonstrada no Grafico
22, revelou perfil de interagdo similar ao observado com MER, com variagdes na
magnitude da resposta entre os isolados testados. No isolado Ab576, o tratamento
com o coquetel isolado promoveu redugao metabdlica (ODs, = 1,01) em comparagéao
ao controle de 24 horas (ODs,o = 1,41), demonstrando novamente a potencial eficacia
dos bacteriéfagos. A combinagdo CK+PPT resultou em redugdo moderada (ODs;¢ =
0,93), apresentando valores ligeiramente inferiores ao coquetel isolado, porém sem
diferenga estatistica significativa entre ambos os tratamentos. A PPT isolada (ODs,
= 1,51) mostrou-se ineficaz, com densidade oOptica similar ao controle n&o tratado. As
diferencas estatisticas observadas entre o tratamento combinado e os controles
indicam que a atividade antibiofime ¢é atribuida predominantemente aos
bacteriéfagos, com contribuigdo marginal do antibiético B-lactdmico associado ao
inibidor de B-lactamase.

Para o isolado Ab615, o coquetel isolado apresentou maior redugdo (ODs, =
1,04) comparado ao controle de 24 horas (ODs;o = 1,67). A associagao CK+PPT
demonstrou eficacia similar ao coquetel isolado (ODs;, = 0,86), sem diferenca
estatistica significativa, caracterizando efeito aditivo sem potencializagdo. A PPT
isolada (ODs70 = 1,69) ndo diferiu do controle de 24 horas, confirmando a resisténcia
intrinseca do biofilme ao antibidtico B-lactamico mesmo na presencga do inibidor
enzimatico. A comparacao entre o tratamento combinado e o controle de 48 horas
(ODs,0 = 1,78) evidencia que a associag&o preveniu o desenvolvimento adicional do
biofilme em termos de metabolismo, embora sem promover erradicacdo superior a
obtida apenas com o coquetel de fagos.

No isolado Ab846, observou-se o padrdo mais resistente aos tratamentos,
porém proporcional a capacidade de producéo de biofilme dessa bactéria. O coquetel
isolado reduziu significativamente o biofilme (ODs, = 1,49) em relagao ao controle de
24 horas (ODs- = 2,36). A combinagao CK+PPT apresentou redugédo mais acentuada
(ODs70 = 1,39), estatisticamente inferior ao tratamento com PPT isolado (ODs- = 2,56)
e ao controle de 48 horas (ODs,, = 2,66). Entretanto, a auséncia de diferenca
significativa entre CK+PPT e CK isolado reforga a conclusao de efeito aditivo, sem
efeito decorrente da combinacgéo. Sugere-se que a PPT isolada possa nao ter sido
eficaz em termos de viabilidade metabdlica, apresentando valores superiores ao

controle de 24 horas, que assim como no caso do MER, demonstra a possibilidade de
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que o estresse metabdlico pode ter favorecido a permanéncia do biofilme mesmo apds
as 48 horas como mecanismo de defesa bacteriana frente ao estresse subletal do

antibiodtico.

Grafico 16 — Atividade antibiofiime da combinagao entre o Coquetel de

bacteriéfagos e Piperacilina-Tazobactam
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Estes achados indicam que a presenca do inibidor de B-lactamase Tazobactam
nao foi suficiente para superar os mecanismos de resisténcia aos [(-lactamicos
expressos pelas células presentes nos biofilmes de A. baumannii. A auséncia de
sinergismo com os bacteriéfagos sugere que, mesmo com a desestabilizagc&o parcial
da matriz exopolissacaridica pela acao litica dos fagos, a penetracdo e agdo da
piperacilina permanecem limitadas, possivelmente por fatores muito semelhantes aos
mencionados no caso do MER.

Por fim, a avaliagdo da combinagdo do coquetel com colistina esta

demonstrada no Grafico 23 e apresentou resultados distintos em comparagao aos
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antibioticos B-lactamicos testados anteriormente, evidenciando um perfil de interacao
mais complexo e variavel entre os isolados. No isolado Ab576, o tratamento com o
coquetel isolado (CK) promoveu redugéo significativa do biofilme (ODs,, = 1,03)
comparado ao controle de 24 horas (ODs;, = 1,42), confirmando a atividade litica dos
bacteriéfagos. A combinagdo CK+COL resultou em menor densidade 6ptica (ODsyo =
0,77), apresentando diferenca apesar de nao ser considerada estatisticamente
significativa em relagdo ao coquetel isolado, assim como a redugdo comparada com
o controle de 24 horas. A colistina isolada (ODs,, = 1,53) mostrou-se ineficaz, néo
diferindo do controle n&o tratado.

Para o isolado Ab615, o coquetel isolado demonstrou redugao substancial
(ODs70 = 1,06) em relagao ao controle de 24 horas (ODs,, = 1,64). A associagao
CK+COL apresentou eficacia similar (ODs;, = 0,93), com diferenga significativa em
relacdo ao controle de 24 horas e altamente significativa comparada ao controle de
48 horas (ODs, = 1,75), mas sem diferenga estatistica em relagcdo ao coquetel
isolado. A colistina isolada (ODs,o = 1,66) manteve-se ineficaz contra o biofilme, com
valores préoximos aos controles ndo tratados. A comparacao entre CK+COL e COL
isolada revelou diferenga altamente significativa, onde mais uma vez a atividade
antibiofilme da associagao decorre principalmente da agéo dos fagos.

No isolado Ab846, o coquetel isolado reduziu significativamente o biofilme
(ODs7¢ = 1,46) comparado ao controle de 24 horas (ODs,o = 2,24). A combinagao
CK+COL apresentou reducédo similar (ODs,q = 1,44), estatisticamente inferior ao
controle de 24 horas e altamente inferior ao controle de 48 horas (ODs,, = 2,62),
porém sem diferenga significativa em relagdo ao coquetel isolado. A colistina isolada
(ODs70 = 2,38) também n&o demonstrou atividade antibiofilme, apresentando valores
préximos ao controle de 48 horas. A diferenca altamente significativa entre CK+COL
e COL isolada indica que a presenga do antibidtico ndo potencializou nem antagonizou
a acao dos fagos, resultando em efeito estritamente aditivo.

Os achados com colistina revelam que, embora esta polimixina atue
diretamente sobre a membrana externa bacteriana através da interagdo com o LPS,
sua eficacia contra biofilmes de A. baumannii permanece limitada quando
administrada isoladamente (SATO et al, 2018). A auséncia de efeito combinatério
consistente entre colistina e bacteriéfagos, similar ao observado com levofloxacina no

isolado Ab615, contrasta com os resultados envolvendo fluoroquinolonas e sugere
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que o mecanismo de a¢ao baseado em desestabilizacdo de membrana pode néo se
beneficiar significativamente da degradagédo enzimatica da matriz exopolissacaridica
pelos fagos. Este fenbmeno pode estar relacionado a expressdao de genes de
resisténcia a colistina, bem como a neutralizagdo do antibiético pela matriz do biofilme.
Os resultados reforcam que a eficacia de terapias combinadas fago-antibidtico é
altamente dependente da classe farmacolégica, do perfil de resisténcia do isolado e
das caracteristicas fisico-quimicas da matriz do biofilme (WANG et al, 2016; SATO et
al, 2018; MENDES et al, 2023).

Grafico 17 — Atividade antibiofilme da combinagao entre o Coquetel de

bacteriéfagos e Colistina
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De maneira geral, os resultados desse teste demonstraram que a combinagao
entre bacteriéfagos e antibioticos apresenta um cenario sem efeito biologico
decorrente da combinagao em termos de viabilidade metabdlica. Mesmo com a agao

litica do coquetel, os antibidticos testados ainda assim n&o conseguem traduzir essa
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vantagem em efeitos antimicrobianos superiores comparados a agao isolada dos
fagos. Este fenbmeno sugere que a problematica em biofilmes vai além da simples
barreia fisica, podendo envolver alteragcdes fenotipicas nas células, reducao das taxas
metabdlicas, expressao diferencial de bombas de efluxo e, particularmente para
alguns antibiéticos, a presengca de mecanismos de resisténcia cromossémicos que
permanecem expressos (MENDES et al, 2023; SZELACHOWSKA et al, 2022)).

Ainda assim, independentemente da classe farmacologica o coquetel de
bacteriéfagos isolado demonstra-se capaz de produzir redugdes significativas e
biologicamente relevantes no metabolismo do biofilme. Enquanto a levofloxacina
apresentou efeito combinatério com os fagos, particularmente no isolado Ab846, os
demais antibidticos n&o demonstraram esse mesmo cenario. Contudo, essa
observagéo ndo invalida a relevancia clinica da terapia combinada, ja que a auséncia
de efeito negativo entre os agentes testados, indica que a administracdo de
bacteriéfagos e antibidticos ndo prejudica a eficacia fagica desse coquetel, e em
contextos realistas, fora do ambiente controlado do in vitro, tais associacdes ainda
podem oferecer beneficios.
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6 CONCLUSAO

O conjunto dos resultados apresentados nesse estudo demonstram que o
coquetel fagico isolado apresenta ampla atividade litica frente a isolados de A.
baumannii MDR, e que essa atividade se traduz em beneficio biolégico em modelo in
vivo alternativo, aumentando de forma consistente a sobrevivéncia das larvas de
Galleria mellonella. As correlacdes observadas entre o indice de Viruléncia in vitro e
a taxa de sobrevivéncia em 48 h sugerem que os parametros de dinamica fagica
obtidos em caldo sdo bons preditores da eficacia em hospedeiro, isso quando
consideramos um sistema imunolégico exclusivamente inato.

Nos ensaios de combinagcdo, o coquetel foi capaz de reduzir as doses de
levofloxacina, meropenem, piperacilina-tazobactam e colistina em niveis
significativos, reabilitando parcialmente B-lactdmicos considerados inativos e
permitindo, no caso das polimixinas, alcancar inibicdo com concentracbes
ligeiramente menores, o que é especialmente relevante diante da nefrotoxicidade
desse farmaco. Os heatmaps revelaram zonas de sinergia robusta em faixas
intermediarias de dose, mas também situagdes de antagonismo em concentragdes
baixas e MOIs muito elevadas, indicando que a interagao fago—antibiético nesse caso
deve ser explorado em concentra¢des adequadas.

Quanto ao seu desempenho contra biofiimes formados observamos que
sozinho o coquetel ja é capaz de controlar de forma eficiente essas comunidades
bacterianas, e a associagcdo com antibiéticos ndo produziu efeito significativo. Em
conjunto, esses achados apoiam o uso racional de coquetéis fagicos como adjuvantes
de antibiéticos em infecgbes por A. baumannii MDR/XDR, apontando para a
possibilidade de reduzir doses de farmacos, recuperar parcialmente moléculas
obsoletas e explorar frade-offs genéticos entre resisténcia a fagos e susceptibilidade
a antimicrobianos.

Tais achados reforgam a necessidade de se explorar ainda mais a fagoterapia
direcionada a A. baumannii, principalmente em pesquisas que envolva combinacdes
semelhantes a essas exploradas nesse estudo, porém utilizando modelos in vivo mais
robustos, para que no futuro pacientes acometidos por infec¢des graves causadas por

esse patdégeno possa de alguma forma ter alguma opgéao de tratamento.
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8 ANEXOS
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ANEXO 1 — Checkerboard da associagao entre Levofloxacina e o Coquetel
frente o isolado Ab615
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ANEXO 2 — Checkerboard da associagao entre Meropenem e o Coquetel frente
o isolado Ab615
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ANEXO 3 — Checkerboard da associagao entre Piperacilina-Tazobactam e o

Coquetel frente o isolado Ab615
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ANEXO 4 — Checkerboard da associagao entre Colistina e o Coquetel frente o
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ANEXO 5 — Checkerboard da
frente o isolado Ab846
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ANEXO 6 — Checkerboard da associagao entre Meropenem e o Coquetel frente
o isolado Ab846
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ANEXO 7 — Checkerboard da associacao entre Piperacilina-Tazobactam e o Coquetel
frente o isolado Ab846
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ANEXO 8 — Checkerboard da associagao entre Colistina e o Coquetel frente o isolado
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