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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

As bactérias multirresistentes estão disseminadas por todo o mundo, inclusive no Brasil, que já 

registrou diversos casos. O número de internações e infecções tende a aumentar cada vez mais, 

enquanto as opções terapêuticas diminuem em razão da disseminação de mecanismos de 

resistências à antibióticos. Com isso, é de extrema importância os estudos voltados para os 

tratamentos alternativos que podem ser usados inclusive em conjunto com os antibióticos. Um 

desses tratamentos é a utilização de bacteriófagos líticos que são predadores naturais de 

bactérias. Assim, esse trabalho investigou isolados de bacteriófagos que infectam Klebsiella 

pneumoniae para explorar suas características e fornecer subsídios para um possível uso desses 

vírus em tratamentos alternativos das infecções causadas por Klebsiella spp.  

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

Multidrug-resistant bacteria are widespread throughout the world, and several cases have 

already been recorded in Brazil. The trend in the number of hospitalizations and infections 

caused by them is increasing more and more. The use of antibiotics is becoming increasingly 

restricted, and the resistance of strains to them is growing. Therefore, studies focused on 

alternative treatments that can be used in conjunction with antibiotics are extremely important. 

One of these treatments is the use of bacteriophages, which are natural predators of bacteria. 

Thus, this work studied and investigated isolates of bacteriophages that infect Klebsiella 

pneumoniae to explore their characteristics and conclude whether there is a possibility of these 

viruses being used in the treatment of infections. If innovative characteristics are found, the 

study can be continued for the development of formulations that can be applied in the clinical 

area. 
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RESUMO 

Os bacteriófagos (fagos) são antagonistas naturais de bactérias, o que os torna candidatos 

interessantes para terapias alternativas contra infecções. Além da partícula viral, as enzimas que 

eles geram representam alvos biotecnológicos promissores. O aumento de cepas bacterianas 

multirresistentes (MDR) intensificou a necessidade de novas técnicas de controle. Com isso, 

este estudo examinou as espécies de Klebsiella spp. e isolados de bacteriófagos depositados na 

coleção do laboratório para investigar suas propriedades em aplicações terapêuticas. Além 

disso, as enzimas virais endolisinas e despolimerases desses isolados foram investigadas com 

o objetivo de identificar, isolar, expressar e purificar buscando alvos com ação contra biofilme 

e peptidoglicano. Capítulo 1: este projeto buscou caracterizar bacteriófagos de Klebsiella spp., 

uma espécie bacteriana de considerável preocupação global, para explorar seu potencial como 

alternativa terapêutica no combate a infecções. Análises de dados genômicos foram realizadas 

em isolados de fagos e cepas de Klebsiella, em conjunto com a caracterização biológica dos 

fagos sob diversas condições. Os resultados revelaram que os isolados de fagos são distintos 

entre si, identificando os gêneros Webervirus, Drulisvirus, Koutsourovirus e Taipeivirus, além 

de um novo gênero. Os fagos demonstraram estabilidade em diversas temperaturas (−80 °C, 

−20 °C, 4 °C, 20 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C) e em uma faixa de pH de 7,5 a 11,0. O espectro de 

infecção das cepas de Klebsiella examinadas apresentou um espectro limitado de hospedeiros. 

As linhagens reconhecidas de Klebsiella compreendem as subespécies Klebsiella pneumoniae 

e Klebsiella quasipneumoniae. Algumas das linhagens identificadas foram designadas como 

ST258 (KH1, KH55 e KH92). Genes associados à resistência a carbapenemases foram 

identificados em clones ST258, apesar de sua baixa pontuação de virulência. Os resultados 

destacam a importância da identificação de fagos que possam atingir eficazmente cepas 

multirresistentes e que sejam adequados para uso terapêutico. Capítulo 2: as enzimas de fagos 

são notáveis por sua capacidade de superar a resistência microbiana. O objetivo deste estudo 

foi examinar endolisinas e depolimerases derivadas de bacteriófagos de Klebsiella como um 

potencial tratamento para infecções causadas por Klebsiella pneumoniae. Endolisinas são 

enzimas que destroem o peptidoglicano bacteriano internamente, enquanto depolimerases 

degradam biofilmes, podendo ter como alvo o EPS, CPS e LPS da bactéria. Seis endolisinas 

virais foram identificadas, produzidas e avaliadas contra extratos de bactérias Gram-negativas 

em ágar e pelo ensaio de redução da turbidez de esferoplastos de P. aeruginosa. Apenas uma 

única enzima, isolada do fago KP62, demonstrou atividade enzimática. A atividade das 

depolimerases foi avaliada em uma camada de células hospedeiras de Klebsiella, não revelando 



 
 

halo de degradação, o que indica que as enzimas purificadas não possuem atividade. A estrutura 

da endolisina KP26 revelou uma proporção significativa de α-hélices. Este estudo ilustra os 

desafios na obtenção de uma endolisina ou despolimerase funcionais, o que torna necessária a 

expansão da pesquisa nesta área para abordar as lacunas existentes e investigar as enzimas 

virais. 

 

Palavras-chave: endolisina, despolimerase, fago, bioinformática, MDR. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

Bacteriophages (phages) are natural antagonists of bacteria, making them interesting candidates 

for alternative therapies against infections. In addition to the viral particle, the enzymes they 

generate represent promising biotechnological targets. The increase in multidrug-resistant 

(MDR) bacterial strains has intensified the need for new control techniques. Therefore, this 

study examined Klebsiella spp. species and bacteriophage isolates deposited in the laboratory 

collection to investigate their properties in therapeutic applications. Furthermore, the viral 

enzymes of these isolates were investigated with the aim of identifying, isolating, expressing, 

and purifying them, seeking targets with action against biofilm and peptidoglycan. Chapter 1: 

This project sought to characterize bacteriophages of Klebsiella spp., a bacterial species of 

considerable global concern, to explore their potential as a therapeutic alternative in combating 

infections. Genomic data analyses were performed on phage isolates and Klebsiella strains, 

along with biological characterization of the phages under various conditions. The results 

revealed that the phage isolates are distinct from each other, identifying the genera Webervirus, 

Drulisvirus, Koutsourovirus, and Taipeivirus, in addition to a new genus. The phages 

demonstrated stability at various temperatures (−80 °C, −20 °C, 4 °C, 20 °C, 40 °C, 50 °C, 60 

°C) and in a pH range of 7.5 to 11.0. The infection spectrum of the examined Klebsiella strains 

showed a limited host range. The recognized Klebsiella lineages comprise the subspecies 

Klebsiella pneumoniae and Klebsiella quasipneumoniae. Some of the identified lineages were 

designated as ST258 (KH1, KH55, and KH92). Genes associated with carbapenemase 

resistance were identified in ST258 clones, despite their low virulence score. The results 

highlight the importance of identifying phages that can effectively target multidrug-resistant 

strains and are suitable for therapeutic use. Chapter 2: Phage enzymes are notable for their 

ability to overcome microbial resistance. The aim of this study was to examine endolysins and 

depolymerases derived from Klebsiella bacteriophages as a potential treatment for infections 

caused by Klebsiella pneumoniae. Endolysins are enzymes that destroy bacterial peptidoglycan 

internally, while depolymerases degrade biofilms, potentially targeting EPS, CPS, and LPS of 

the bacteria. Six viral endolysins were identified, produced, and evaluated against extracts of 

Gram-negative bacteria on agar and Pseudomonas aeruginosa spheroplasts. Only one enzyme, 

isolated from phage KP62, demonstrated enzymatic activity. The activity of the depolymerases 

was evaluated in a layer of Klebsiella host cells, revealing no degradation halo, indicating that 

the purified enzymes are not active. The structure of endolysin KP26 revealed a significant 

proportion of α-helices. This study illustrates the challenges in obtaining a functional endolysin 



 
 

or depolymerase, making it necessary to expand research in this area to address existing gaps 

and investigate viral enzymes. 

 

Keywords: endolysin, depolymerase, phage, bioinformatics, MDR. 

 

Title: Characterization of bacteriophages as a potential alternative for the treatment of 

multidrug-resistant Klebsiella infections. 
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INTRODUÇÃO 

 Um problema global significativo são as fatalidades associadas a infecções causadas por 

bactérias resistentes a antibióticos. Outra preocupação é a proliferação desses microrganismos 

e a crescente resistência a antibióticos, principalmente aos antibióticos que são utilizados como 

último recurso em uma infecção. Em 2014, a Organização Mundial da Saúde (OMS) identificou 

esse problema como um perigo global para a saúde (Urban-Chmiel et al., 2022). Dentre esses 

microrganismos destaca-se pela sua significativa resistência a muitos antibióticos a bactéria 

Klebsiella pneumoniae. Ela já foi identificada no Brasil, inclusive linhagens resistentes a 

carbapenêmicos (Dennesen; Bonten; Weinstein, 1998;  Peirano et al., 2009;  Palmeiro et al., 

2019;  Martins; Toleman; Gales, 2020;  Nakamura-Silva et al., 2022) 

 A Klebsiella pneumoniae foi identificada por Edwin Klebs em 1875 durante o exame 

das vias aéreas de vítimas de pneumonia; no entanto, a espécie foi formalmente nomeada 

posteriormente por Friedlander em 1882. A K. pneumoniae é um importante agente etiológico 

de infecções oportunistas em ambientes hospitalares, associada a infecções do trato urinário, 

sepse neonatal e pneumonia adquirida na comunidade (PAC) (Jarvis et al., 1985; Jones, 2010; 

Gorrie et al., 2018). Além dos problemas hospitalares, essas bactérias servem como 

reservatórios de genes de resistência a antibióticos, que podem ser transmitidos a outras 

bactérias Gram-negativas, tornando o uso de antibióticos progressivamente ineficaz (Lam et 

al., 2018). 

 Os bacteriófagos, ou fagos, são vírus que têm como alvo bactérias e, consequentemente, 

são os predadores naturais das bacterias. Sendo assim, uma alternativa aos antibióticos para o 

tratamento das infecções bacterianas é o uso dos fagos como agente antimicrobiano, conhecido 

como fagoterapia. No entanto, o advento e a implementação de antibióticos levaram a um 

declínio na pesquisa e na terapia com fagos (Chanishvili et al., 2001;  Gill; Hyman, 2010;  

2018). Não sendo o bastante, os fagos produzem enzimas de interesse biotecnológico que 

podem ser usadas em conjunto com a fagoterapia ou com antibióticos. Essas enzimas são as 

despolimerases e as endolisinas que tem como alvo a degradação do biofilme bacteriano e a 

parede celular de peptidoglicano, respectivamente (Schmelcher; Donovan; Loessner, 2012;  

Yan; Mao; Xie, 2014;  Knecht; Veljkovic; Fieseler, 2019;  Abdelrahman et al., 2021;  Rahman 

et al., 2021;  Singh et al., 2022;  Maciejewska et al., 2023;  Cheetham et al., 2024;  Zheng; 

Zhang, 2024). 

 Com isso, esse trabalho investigou linhagens de bacteriófagos de Klebsiella spp. 

depositadas na coleção do laboratório para explorar suas características voltadas para a terapia. 
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Além disso, foi investigado a enzimas virais desses isolados para isolar, expressar e purificar 

enzimas com atividade contra biofilme e peptidoglicano.  
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