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RESUMO 
 
 
A preocupação com a resistência bacteriana a antimicrobianos tem levado a 
investigação de novas estratégias para o tratamento de infecções bacterianas, 
especialmente as causadas por Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 
aeruginosa. Imunoglobulina Y (IgY) é uma classe de anticorpos presente na gema 
de ovos de aves que tem sua ação antimicrobiana investigada contra diversas 
espécies de bactérias. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi obter 
anticorpos IgY específicos e avaliar in vitro a sua atividade contra P. aeruginosa e A. 
baumannii multirresistentes em combinação com beta-lactâmicos. Para isso, 
galinhas poedeiras receberam sete inoculações com amostras inativadas das cepas 
selecionadas com intervalos de 15 a 45 dias entre as inoculações. A partir da 
terceira semana os ovos foram coletados e a IgY extraída. Inicialmente foi 
determinada a Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos antibióticos ceftazidima, 
meropenem e imipenem para microrganismos testados e a atividade antibacteriana 
dos anticorpos IgY produzidos contra Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 
aeruginosa multirresistentes. A seguir foi avaliada a interação dos antibióticos e os 
anticorpos IgY produzidos. Como resultados, após a terceira imunização foi obtido 
IgY específica, com variações no tempo para a estabilização da produção de IgY 
entre as diferentes cepas. Houve uma redução de quatro vezes na CIM da cepa 
OXA-253 para o meropenem e duas vezes para as CIMs do meropenem e 
ceftazidima da cepa OXA-23 quando associado à IgY. Este estudo demonstrou que 
há diferenças na produção de IgY em resposta as diferentes cepas. Além disso, 
houve redução nos valores de CIM no teste de sinergismo, para meropenem nas 
cepas OXA-23 e OXA-253 e ceftazidima na cepa OXA-253, nas demais cepas essa 
ação não foi observada. Como opções terapêuticas em microrganismos 
multirresistentes é limitada, estes resultados abrem caminhos para a aplicação da 
IgY como um complemento de terapias antimicrobianas entre bactérias 
multirresistentes.   
 
Palavras-chave: beta-lactamase; oxacilinases; concentração inibitória mínima; 
carbapenem; sinergismo; imunoterapia.  
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ABSTRACT 
 
 
The concern with bacterial resistance to antimicrobials has led to the investigation of 
new strategies for the treatment of bacterial infections, especially those caused 
by  Acinetobacter baumannii  and  Pseudomonas aeruginosa. Immunoglobulin Y 
(IgY) is a class of antibodies present in the yolk of birds that has their antimicrobial 
action investigated against several species of bacteria. Thus, the objective of the 
present study was to obtain specific IgY antibodies and to evaluate their activity in 
vitro against  P. aeruginosa  and  A. baumannii  multidrug-resistant in combination 
with beta-lactams. For that, laying hens received seven inoculations with inactivated 
samples of the selected strains with intervals of 15 to 45 days between inoculations. 
From the third week on, eggs were collected and IgY extracted. Initially, the Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) of the antibiotics ceftazidime, meropenem, and 
imipenem for tested microorganisms and the antibacterial activity of the IgY 
antibodies produced against multidrug-resistant Acinetobacter baumannii  and 
Pseudomonas aeruginosa  was determined. Next, the interaction of antibiotics and 
the IgY antibodies produced were evaluated. As a result, after the third immunization, 
specific IgY was obtained, with variations in time for the stabilization of IgY 
production between the different strains. There was a four-fold reduction in the MIC 
of the OXA-253 strain for meropenem and twice for a MIC of meropenem and 
ceftazidime of the OXA-23 strain when associated with IgY. This study demonstrated 
that there are differences in IgY production in response to different strains. Also, 
there was a reduction in MIC values in the synergism test, for meropenem in the 
OXA-23 and OXA-253 strains and ceftazidime in the OXA-253 strain, in the other 
strains this action was not observed. As therapeutic options in multi-resistant 
microorganisms are limited, these results open the way for the application of IgY as a 
complement to antimicrobial therapies among multi-resistant bacteria. 
 
Keywords: beta-lactamase; oxacillinases; minimum inhibitory concentration; 
carbapenem; synergism; immunotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 

aeruginosa são bactérias Gram-negativas (BGN) não fermentadoras que causam 

uma grande preocupação no ambiente hospitalar pela sua resistência intrínseca e 

por apresentar diferentes tipos de mecanismos de resistência a antibióticos 

(POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015).  

O estudo de Labarca et al. (2014) mostrou que a resistência a 

carbapenêmicos observada nas infecções nosocomiais por A. baumannii e P. 

aeruginosa estão em níveis preocupantes na América Latina. Taxas de resistência a 

carbapenêmicos de até 90% e 66% para A. baumannii e P. aeruginosa, 

respectivamente, foram observadas nesse estudo.  

A resistência a antibióticos dessas duas bactérias tem alertado o 

sistema de saúde e tem sido associada principalmente ao uso inadequado de 

antibióticos, como:  a aplicação de doses subterapêuticas, terapias empíricas 

inadequadas ao perfil de resistência da região, uso excessivo e/ou prolongado de 

antimicrobianos, entre outros (BICKENBACH et al., 2018). 

Em 1893, Klemperer foi o primeiro a descrever o efeito protetor de 

ovos de galinhas imunizadas, evidenciando a transferência de imunoglobulinas do 

soro para os ovos (apud PEREIRA et al., 2019). Desde então, existe na literatura 

diversos estudos sobre os usos de IgY no tratamento de doenças causadas por vírus 

e bactérias, na neutralização de venenos por animais peçonhentos e também no 

imunodiagnóstico de doenças (DA ROCHA, et al., 2017; ETO et al., 2018; LIU et al., 

2017; SIFI et al., 2018; TESHAGER et al., 2015; THOMSEN, et al., 2016). 

A vantagem de utilizar de anticorpos IgYs provenientes do ovo é a 

sua fácil produção com redução do sofrimento animal. Quando comparado com os 

métodos tradicionais para obtenção de imunoglobulinas, proporciona: (I) extração 

sem estresse para o animal; (II) menor número de animais utilizados na produção; 

(III) grandes concentrações de anticorpos por gema; (IV) não sofre interferência do 

fator reumatoide e de proteínas do sistema complemento de mamíferos; e (V) 

interage apenas com receptores para a região do fragmento cristalizável (Fc) de 

galinha (SCHADE et al., 1996). 

Devido a isso, a utilização de anticorpos IgY foi recomendada em 

1996 pelo European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), 
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como um substituto de imunoglobulinas provenientes de mamíferos na pesquisa e 

indústria (apud SCHADE et al., 1996). O uso deste anticorpo no tratamento de 

doenças infecciosas demonstra ser outra área promissora, e há vários estudos 

sobre o uso de IgY como uma terapia passiva oral para doenças gastrointestinais, o 

que traria poucos efeitos adversos no seu uso (TESHAGER et al., 2015).  

Considerando a ação de IgY específicas contra diferentes 

antígenos, podemos especular sobre sua utilização na prevenção de colonizações 

e tratamento de infecções. Neste contexto, este estudo buscou avaliar a produção 

de anticorpos IgY específicos e sua ação conjunta com antimicrobianos beta-

lactâmicos contra os microrganismos A. baumannii e P. aeruginosa 

multirresistentes.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 PSEUDOMONAS AERUGINOSA E ACINETOBACTER BAUMANNII 

 

A bactéria P. aeruginosa é um microrganismo procarionte com 

formato de bastonete, Gram negativa e pertencente a ordem Pseudomonadales, 

possui flagelo polar e pode ter pili (ou chamado também de tufos) (TORTORA et al., 

2005). Apresenta crescimento estritamente aeróbio, porém existem casos especiais 

com crescimento anaeróbio quando fornecido fontes de nitrato (COHEN et al., 2016). 

O gênero Pseudomonas spp. apresenta oxidase positiva e cresce em temperaturas 

entre 28 e 42°C, sendo característica específica e diferencial da espécie P. 

aeruginosa crescimento a 42ºC (COHEN et al., 2016). É também característica deste 

grupo a produção de pigmentos como a pioverdina, piocianina, piorubina e 

piomelanina (P. aeruginosa pode produzir todos estes mencionados) (COHEN et al., 

2016).   

O gênero Acinetobacter spp. são coco bacilos aeróbicos Gram 

negativos, não fermentadores e oxidase negativa, podendo crescer em temperaturas 

variando de 20 a 44°C (COHEN et al., 2016).  É característico e diferencial da 

espécie A. baumannii a presença do gene blaOXA-51-LIKE (TURTON et al., 2006).  

Ambas as bactérias mencionadas, podem ser encontradas em 

ambientes hospitalares e na comunidade. Crone e colaboradores (2020) 

examinaram amostras ambientais e também fizeram uma meta-análise da literatura 

existente, onde concluíram que a presença do P. aeruginosa pode ser encontrada 

no meio ambiente em amostras de solo e água. Porém eles associaram a sua 

presença com regiões onde havia atividades humanas, sugerindo que o ser humano 

seria a fonte de contaminação ambiental de P. aeruginosa.  

Com relação à A. baumannii, Eveillard e colaboradores (2013) 

também evidenciaram vários relatos na literatura mostrando a presença de A. 

baumannii em amostras de solo, vegetais e água, porém ainda não existe uma 

relação concreta se a presença humana poderia ter algum papel nos reservatórios 

extra hospitalares deste microrganismo.  

Ainda que ocorra a presença na natureza destas bactérias, é no 

cenário hospitalar que se tornam preocupantes. Ambas vem sendo associadas a 

altos índices de resistência a antimicrobianos (ANVISA, 2018b).   
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2.2 PREVALÊNCIA DE RESISTÊNCIA BACTERIANA NO BRASIL E NO ESTADO DO PARANÁ PARA 

ACINETOBACTER BAUMANNII E PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

 

A agência nacional de vigilância sanitária do Brasil (ANVISA), 

publicou um boletim informativo com indicadores nacionais de infecções 

relacionadas à assistência em saúde (IRAS) e resistência medicamentosa de 2018 

(ANVISA, 2018a). Nesse boletim é evidenciado que em 2018, nas infecções 

primárias sanguíneas por cateter confirmadas por laboratório (IPSCL), a resistência 

estava presente em 79% dos casos na UTI adulta para A. baumannii e 41% dos 

casos para P. aeruginosa.  

A secretaria de estado da saúde do Paraná também publicou em 

2018 um boletim informativo, onde descreveu os indicadores estaduais sobre IRAS e 

resistência microbiana do período de janeiro a junho de 2018 (ANVISA, 2018b). 

Neste boletim foi mostrado que a taxa global é 1,59% para IRAS, sendo que 11, 

29% destes pacientes vão a óbito. A presença de resistência a antimicrobianos foi 

de 49,21% dos casos de IRAS no estado do Paraná, sendo que no município de 

Londrina (PR) esse número sobe para 62,09% (ANVISA, 2018b).  

Sobre a distribuição da resistência nas classes de microrganismos, 

foi encontrado principalmente nos Gram negativos fermentadores, responsáveis por 

49% do total de casos no paraná (ANVISA, 2018b). Porém os Gram negativo não 

fermentadores (GNNF) também respondem a uma grande fatia na porcentagem com 

22% de resistência. Na classificação geral da prevalência de bactérias nos hospitais, 

as bactérias GNNF P. aeruginosa e A. baumannii estão na quarta e quinta 

colocação, respectivamente (ANVISA, 2018b). 

Para A. baumannii encontramos prevalência de resistência 

importante em pneumonias (64,4% do total), seguido por IPSCL (19,26%), infecções 

em sítio cirúrgico (ISC) (8,76%) e infecções do trato urinário (ITU) (7,58%) (ANVISA, 

2018b. Já a P. aeruginosa também apresentou prevalência de resistência nas 

pneumonias (48,26%), seguido por ITU (21,39%), ISC (16,73%) e IPSCL (13,62%) 

(ANVISA, 2018b).   

Estes dados junto aos parâmetros encontrados de resistência 

microbiana, leva ao sistema de saúde a necessidade do controle e fiscalização do 
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uso de antimicrobianos. Esse controle já vem sendo implementado no Paraná, e os 

indicadores mostraram um alto consumo de antimicrobianos de espectro estendido 

(sulfabactam e ampicilina, cefalosporinas de terceira e quarta geração) e 

carbapenêmicos (meropenem) (ANVISA, 2018b). O consumo global (dose diária 

definida/1000 pacientes) no Paraná em 2018 pelos hospitais foi de 2,08 para 

imipenem, meropenem 43,08 e ceftazidima 3.51 (ANVISA, 2018b). 

2.3 BETA-LACTÂMICOS E BETA-LACTAMASES  

 

Após a descoberta da penicilina por Fleming em 1929, surgiram 

outras substâncias pertencentes a mesma classe. Elas se dividem em quatro 

grupos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos, e monobactam (TOOKE et al., 

2019).  

Estruturalmente possuem em comum um anel bicíclico (chamado 

também de anel beta-lactâmico; Fig. 1), que é o responsável pelo seu mecanismo de 

ação antibacteriano. Através da reação inibitória deste anel com as proteínas 

ligadoras de penicilina da bactéria (PBP – penicillin binding protein), a formação da 

parede de peptideoglicana é suspensa e a bactéria morre (TOOKE et al., 2019).  

 

 

Fig. 1: Estrutura genérica das diferentes classes de beta-lactâmicos: penicilinas, cefalosporinas, 
carbapenêmicos e monobactam. Fonte: figura parcial retirada do artigo de BUSH e BRADFORD 
(2019). 

 

Os mecanismos de resistência a essas substâncias em BGN é 

devido principalmente a produção de beta-lactamases, nas quais são capazes de 

inativar os beta-lactâmicos através da hidrolise do anel bicíclico (TOOKE et al., 

2019). Segundo a classificação molecular de Ambler, existem 4 classes de beta-

lactamases (de A a D) que variam em relação aos seus mecanismo de hidrolise 

(BUSH e BRADFORD, 2019; TOOKE et al., 2019). 
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A classe A são as serino beta-lactamases, na qual entram as 

penicilinases, as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e serino 

carbapenemases (BUSH e BRADFORD, 2019). No grupo B estão as metallo-beta-

lactamases, que tem como distinção a presença de uma ou duas moléculas de zinco 

em seu sítio ativo (BUSH e BRADFORD, 2019). A beta-lactamases do tipo AmpC 

são da classe C, e fornecem resistência a todos os tipos de cefalosporinas (BUSH e 

BRADFORD, 2019). E por último, temos o grupo D, que é o das oxacilinases e 

podem conferir resistência a todos os tipos de beta-lactâmicos (BUSH e 

BRADFORD, 2019). 

2.4 GENES DE RESISTÊNCIA À CARBAPENÊMICOS EM BGN  

 

A Organização Mundial de Saúde (WHO) publicou uma lista em 

2017, de patógenos preocupantes onde entraram tanto o A. baumannii quanto a P. 

aeruginosa carbapenem resistentes como patógenos de prioridade máxima (WHO, 

2017). 

Existem diferentes tipos de mecanismos de resistência a 

antimicrobianos, como presença de bombas de efluxo, diminuição de porinas, beta-

lactamases, enzimas modificadora de aminoglicosídeos, alteração e mutação do 

alvo do antibiótico, entre outros (GUITOR, WRIGHT, 2018). Estes mecanismos de 

resistência têm duas possíveis fontes em um microrganismo: transferência vertical 

(mutações em seu cromossoma e passado por replicação) ou por transferência 

horizontal (conjugação, transdução e transformação natural) (RUPPEÉ et al., 2015; 

LERMINIAUX e CAMERON, 2019). 

Os genes de resistência que são transferidos por plasmídeos, são a 

principal fonte de preocupação atualmente, pois são de rápida disseminação em um 

ambiente hospitalar (LERMINIAUX e CAMERON, 2019). Estes podem carregar mais 

de um gene de resistência, podendo levar a formação dos chamados patógenos 

multirresistentes (resistentes a 3 ou mais classes de antibióticos) e limitar o 

tratamento terapêutico (LERMINIAUX e CAMERON, 2019). 

A principal forma de transferência de plasmídeos é por conjugação, 

porém pode também ser passado por transdução e transformação natural 

(LERMINIAUX e CAMERON, 2019). A conjugação é quando duas bactérias se 

comunicam por contato, formando uma ponte de comunicação, onde o plasmídeo é 
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passado de uma para outra. Lerminiaux e Cameron (2019) citam que é muito comum 

a transferência de genes para ESBL através deste mecanismo inter e entre 

espécies.  

Os plasmídeos são muito vinculados a surtos de cepas resistentes 

em ambiente hospitalar, sendo difícil a sua contenção, justamente pela sua 

facilidade de transmissão. Um exemplo disto são os surtos causados pela Klebisiella 

pneumoniae e o gene blaKPC-2 (CONLAN et al., 2014; MATHERS et al., 2011; 

TOFTELAND et al., 2013), que até hoje está presente no cenário hospitalar de 

diversos países (ZHANG et al., 2020).  

A presença de enzimas Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase 

(KPC) é mundial e com maior frequência em Klebsiella pneumoniae, porém já foram 

relatadas em outras espécies (CARRARA-MARRONI et al., 2015; KOPOTSA et al., 

2019). No Brasil existe principalmente a presença da variante KPC codificada pelo 

gene blaKPC-2 (KPC-2) (CARRARA-MARRONI et al., 2015; SAMPAIO e GALES, 

2016). A enzima KPC-2 é capaz de inativar todos os β-lactâmicos, incluindo 

carbapenêmicos e cefalosporinas e pertence à classe A das serino- β-lactamases 

(CARRARA-MARRONI et al., 2015; TOOKE et al., 2019).  

Já a enzima São Paulo metalo-beta-lactamase (SPM) é uma β-

lactamase de classe B, sendo também chamada de metalo-β-lactamase ou ainda 

enzimas zinco dependentes. Essas enzimas possuem como diferencial com as 

outras classes de beta-lactamases, a presença de um metal em seu centro proteico 

(TOLEMAN et al., 2002; TOOKE et al., 2019). A ocorrência da SPM codificada pelo 

gene blaSPM-1 é alta no Brasil e apresenta resistência a todos os β-lactâmicos, até 

carbapenêmicos e ceftazidima (GALES et al., 2003). 

A P. aeruginosa é produtora natural de cefalosporinas tipo AmpC, 

que são induzidas na presença de antibióticos, lhe conferindo a resistência a alguns 

beta-lactâmicos e cefalosporinas, exceto por cefalosporinas de terceira e quarta 

geração e carbapenêmicos. Porém quando há a hiper expressão desta enzima, a 

bactéria se torna resistente a essas outras classes, exceto pelos carbapenêmicos 

(RUPPÉ et al., 2015).  

Além desse mecanismo de resistência, também existe a super 

expressão de bombas de efluxo, como no sistema MexAb-OprM (RUPPÉ et al., 

2015). A perda de porinas, como o OprD, também pode levar a resistência a 

imipenem (RUPPÉ et al., 2015).  
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Assim como P. aeruginosa, A. baumannii produz naturalmente 

cefalosporinases do tipo AmpC e oxacilinases (OXA), sendo intrínseco e 

característico da espécie, enzimas oxacilinases codificada pelo gene similar ao 

blaOXA-51 (OXA-51-like) (RUPPÉ et al., 2015; TURTON et al., 2006). Essa 

característica lhe confere resistência natural a penicilinas, cefalosporinas de primeira 

e segunda geração e aztreonam (RUPPÉ et al., 2015). Além desses mecanismos de 

resistência, outros também podem ser encontrados, como perda de porinas, bombas 

de efluxo e modificações de alvos, sendo muito comum encontrarmos um perfil 

multirresistente deste microrganismo (RUPPÉ et al., 2015).  

Outra preocupação é o aparecimento cada vez mais comum de A. 

baumannii carbapenem resistente, que se somado a outros mecanismos de 

resistência, pode levar até ao surgimento de panresistência (resistência a todas as 

classes de antibióticos) (SHI et al., 2017). O perfil de resistência a carbapenêmicos 

pode ser devido a hiper expressão de enzimas OXA-51-like, em menor frequência, 

ou devido a aquisição (via plasmídeos) de enzimas oxacilinases codificada pelo 

gene similar ao blaOXA-23 (OXA-23-like) (RUPPÉ et al., 2015).  

O primeiro relato da presença de oxacilinases codificada pelo gene 

blaOXA-143 (OXA-143), classificado como uma beta lactamases de classe D, foi em 

2004 em cepas de A. baumannii de hospitais brasileiros (HIGGINS et al., 2010). Na 

literatura, vemos a prevalência desse gene em Acinetobacter spp. com variáveis 

taxas, desde 8,4% até 76% (WERNECK, et al., 2011; ANTONIO et al., 2011; 

MOSTACHIO et al., 2012).  

Em um estudo de 10 anos (2006 a 2016) em um hospital de 

Londrina (Paraná, Brasil) foi encontrado em A. baumannii uma prevalência de 97,9% 

para o gene blaOXA-23-LIKE, 2,1% para blaOXA-143-LIKE, sendo que nestes foi encontrado 

uma variante da OXA-143, o gene blaOXA-253-LIKE (ROMANIN et al., 2019).  

2.5 CARACTERÍSTICAS DA IGY 

 

Nas aves encontramos três tipos de imunoglobulinas, IgA, IgM e IgY 

(LEE et al., 2017). A IgY é uma imunoglobulina que também é encontrada em repteis 

e anfíbios, porém é presente em maiores concentrações apenas no soro de aves 

(ZHANG et al., 2017). Nestas atuam com a função semelhante a IgG humana, 

neutralizando antígenos e ativando leucócitos (TAYLOR et al., 2010; LEE et al., 
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2017).  

Essa imunoglobulina se assemelha estruturalmente às 

imunoglobulinas IgG e IgE e inclusive é proposto em estudos que seria a precursora 

dessas biomoléculas (TAYLOR et al., 2009; TAYLOR et al. 2008). Apesar da sua 

semelhança com a IgG de mamíferos ela possui diferenças moleculares, que se 

encontram nas regiões constantes.   

A IgY é uma imunoglobulina de 180kDa, apresenta duas cadeias 

leves e duas pesadas, sendo ligadas por pontes dissulfeto (fig. 1). As cadeias leves 

possuem duas regiões variáveis e uma constante, e a cadeia pesada tem quatro 

regiões constantes. Entre as regiões CH1 e CH2, e outra entre CH2 e CH3, tem 

resíduos de glicina e prolina lhe conferindo certa inflexibilidade em comparação a 

IgG humana, porém, se assemelha com a IgE humana (MA e O’KENNEDY, 2015).  
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.  
Fig. 2: Estrutura básica de imunoglobulinas. (a) mostra a estrutura básica de uma imunoglobulina 
monômero. (b-d) mostra a estrutura da IgG2 Camelidae (b) IgG3 Camelidae, e (c) anticorpo IgY 
aviário. NH 2 = grupo amino; COOH = grupo ácido carboxílico; V H = região variável da cadeia 
pesada do anticorpo; V L = região variável da cadeia leve do anticorpo; C L = região constante da 
cadeia leve do anticorpo; C H 1,2,3,4,5 = domínio constante um, dois, três, quarto, cinco da cadeira 
pesada do anticorpo; S–S = ligação dissulfídica e aa = amino ácido. Fonte: figura e legenda traduzida 
retirada do artigo de MA e O’KENNEDY (2015). 

 

Na literatura é descrito a existência de um isômero da IgY, chamado 

de IgY∆Fc com tamanho de 120 kDa, na qual há a ausência parcial da cadeia 

pesada, e tem papel impedir a fagocitose em infecções virais, impedindo a 

replicação viral nas aves (ZHANG et al., 2017). Este isômero aparece em algumas 

aves, como patos e gansos, porém não existe nas galinhas (TIZARD, 2014).  

IgY é conhecida por ser passada do soro da ave para a gema do 
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ovo, assumindo a função de imunidade passiva para o embrião quando este eclode 

(TIZARD, 2014). A IgY é transferida quando o ovo ainda está no ovário, já a IgM e a 

IgA maternas são absorvidas na descida pelo oviduto por meio de secreções e junto 

com a ovalbumina (TIZARD, 2014). Durante o crescimento do embrião ele absorve a 

IgY, presente na gema, e engole a IgA e IgM difundidas no líquido amniótico, o que 

resulta na presença dessas biomoléculas no intestino e a IgY no soro podendo durar 

entre 10-20 dias no pintainho recém eclodido (TIZARD, 2014). 

Sua estabilidade fora do corpo é mantida em temperaturas de até 

40°C por 10 minutos, e em 60°C, pode perder até 20% de sua atividade (SHIN et al., 

2002). Já em relação ao pH, é estável de 4 a 8 (SHIN et al., 2002). Devido a 

distância filogenética entre a galinha e mamíferos, nestes a IgY não desencadeia a 

ativação do sistema complemento e não se liga à receptores Fc de anticorpos 

(LEIVA, et al., 2020).  

2.6 APLICAÇÕES DA IGY 

 

Desde a década de 80 a IgY vem sendo muito estudada sobre suas 

diversas funções e aplicações práticas, que variam entre diagnóstico de doenças, 

neutralização de toxinas e venenos e combate de infecções por microrganismos em 

humanos e animais (PEREIRA et al. 2019).  

Os métodos mais usuais para produções de anticorpos utilizam 

animais como cavalos e coelhos. Como método de obtenção é pela sangria, além do 

sofrimento animal gerado, estes animais necessitam de um período de descanso 

grande entre as coletas. Considerando os princípios dos 3 R (replacement, reduction 

and refinement) de Russel e Burch (1959 apud TANNENBAUM e BENNETT, 2015) 

que visam a diminuição do sofrimento de animais experimentais, alternativas se 

mostram necessárias para a produção e obtenção de anticorpos.  

O European Centre for the Validation of Alternative Methods 

recomendou em 1996 o uso da IgY como um substituto para esses métodos (apud 

SCHADE et al., 1996). Existem muitos estudos que visam a substituição dos 

métodos convencionais para o uso da IgY como imunização passiva em acidentes 

com animais peçonhentos como víboras, cobras e escorpiões (DE ANDRADE et al., 

2013; DA ROCHA, et al., 2017; LIU et al., 2017; SIFI et al., 2018; BORGES et al., 

2018; ETO et al., 2018; LEIVA et al., 2019). 
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Outra aplicação é o seu uso no diagnóstico de doenças pela 

facilidade de sua obtenção quando comparado a outras imunoglobulinas e ampla 

possibilidade de uso de antígenos. Um exemplo é o desenvolvimento de um teste 

para a detecção de estrongiloidíase (DE FARIA et al., 2019), onde foi visto uma alta 

sensibilidade e especificidade para a detecção de antígenos de diferentes estágios 

larvais do verme. Também existe a produção de kits para a detecção de Vibrio 

cholerae toxigênica, onde em países com pessoas em situações mais críticas se faz 

de extrema importância para prevenir e combater surtos (BAYAT, KHABIRI e 

HEMATI, 2018; BARATI, EBRAHIMI e NAZARIAN, 2018).  

Mais recentemente, devido a pandemia do vírus SARS CoV-2 foi 

sugerido por Somasundaram e colaboradores (2020) o seu uso para o diagnóstico 

de COVID-19 através da proteína spike e também como uma possível alterativa para 

o tratamento, enquanto ainda não temos uma vacina segura e eficaz. Na literatura já 

foi relatado o seu uso contra outros vírus, como Zika em humanos (MWALE et al., 

2020); Influenza A em suínos (DA SILVA et al., 2018) e enterites causadas por 

rotavírus (WANG et al., 2019b). 

Em relação a seu uso no combate de doenças causadas por 

bactérias, há estudos com Mycobacterium tuberculosis (SUDJARWO et al., 2015); 

Campylobacter jejuni (THIBODEAU et al., 2017); Helicobacter pylori (SOLHI et al., 

2017); Porphyromonas gingivalis (WANG et al., 2018; NGUYEN et al., 2018; QIAO et 

al., 2018); Fusobacterium nucleatum (WANG et al.,  2019a); Vibrio cholerae 

(AKBARI et al, 2018); Salmonella spp. (HATAMZADE ISFAHANI et al., 2020); 

Pseudomonas aeruginosa (NILSSON et al., 2008; RANJBAR et al., 2019; 

THOMSEN et al., 2016) e Acinetobacter baumannii (SHI et al., 2017). 

Mas nem sempre há o sucesso do uso de IgY no combate de 

infecções, como no estudo de Soumaila Garba e colaboradores (2019) no uso de 

IgY específicas contra Campylobacter jejuni. Eles tiveram bons resultados in vitro 

porém ao testarem in vivo a administração da bactéria e a IgY em pó adicionada à 

ração, não preveniu ou reduziu a infecção por C. jejuni. 

Existem alguns estudos do uso de IgY e P. aeruginosa. Um deles é 

o feito por Nilsson e colaboradores (2008), que realizaram um estudo clínico em 

pacientes com fibrose cística e o uso de anti-P. aeruginosa IgY na forma de 

enxaguante bucal para prevenção de infecções por este microrganismo. Eles 

observaram que os pacientes tratados com a IgY não tiveram nenhuma infecção 
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crônica por P. aeruginosa, melhor média de volume expiratório forçado em 1 

segundo (FEV1) e flora bacteriana bucal comparável com pacientes mais jovens 

(antes de serem infectados com P. aeruginosa). 

Outro estudo deste mesmo grupo, apontou que a produção de IgY 

contra P. aeruginosa, tem caráter policlonal e atua principalmente contra flagelina, 

uma proteína em grande abundância no flagelo das P. aeruginosa (NILSSON et al., 

2007). O flagelo é essencial para a motilidade e quimiotaxia dessa bactéria, sendo 

um fator de virulência importante (TORTORA et al., 2005; NILSSON et al., 2007).  

O estudo de Shi e colaboradores (2017) é um dos primeiros a avaliar 

a ação de IgY específicas contra A. baumannii panresistente. Eles avaliaram duas 

cepas resistentes, uma de origem hospitalar e outra ATCC® BAA1605. Foi 

observado inibição do crescimento (dose-dependente) das cepas quando 

associadas às IgY específicas. Houve variação entre as inibições de crescimento, 

sendo que a IgY produzida a partir da ATCC® BAA1605 teve uma maior inibição 

quando em contato com seu antígeno próprio (em uma concentração de 20 mg/mL) 

e menor com a cepa de origem clínica.  

Além da inibição do crescimento, nesse estudo foi realizada 

microscopia eletrônica das IgYs obtidas e seus respectivos antígenos. Houve a 

presença de crenação, modificações estruturais e agregação das bactérias.  

Eles também utilizaram um modelo murino para avaliar a ação in 

vivo. Foi induzido pneumonia por A. baumannii e utilizado as IgYs especificas. Em 

relação ao controle, houve redução da mortalidade em 8,3%, diminuição dos níveis 

de TNF-α e IL-1β, ausência de infiltrado inflamatório e apenas leve edema alveolar 

no tecido pulmonar. Os autores concluíram que o uso de IgYs específicas poderiam 

ser uma nova abordagem terapêutica já que obtiveram inibição do crescimento in 

vitro e proteção de murinos contra a pneumonia aguda induzida por A. baumanniii.  

Todas as evidências apresentadas acima sustentam a investigação 

do uso de IgY no controle de doenças infecciosas, tanto para diagnóstico quanto 

para a abordagem terapêutica.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

• Avaliar a produção de anticorpos específicos e suas interações com beta-

lactâmicos contra A. baumannii e P. aeruginosa multirresistentes. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) dos antibióticos 

ceftazidima, meropenem e imipenem contra isolados de cepas de A. 

baumannii e P. aeruginosa multirresistentes; 

• Obter anticorpos IgY anti-A. baumannii e anti-P. aeruginosa multirresistentes; 

• Caracterizar imunoquimicamente os anticorpos IgY específicos obtidos; 

• Avaliar a ação antibacteriana dos anticorpos IgY anti-A. baumannii e anti-P. 

aeruginosa multirresistentes. 
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4 METODOLOGIAS 

 

4.1 ISOLADOS E CEPAS 

 

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade 

Estadual de Londrina (UEL) para o uso de animais (CEUA n°: 5459.2019.94). Os 

isolados de A. baumannii (blaOXA-23 e blaOXA-253) e P. aeruginosa (blaSPM-1 e blaKPC-2) 

foram gentilmente cedidos pelo Laboratório de Estudos Moleculares e Resistência 

Antimicrobiana (LEMRA), localizado no Ambulatório de Especialidades do Hospital 

Universitário da UEL (Londrina, Paraná/Brasil). 

Foram utilizados também cepas ATCC®: A. baumannii ATCC® 

19606, P. aeruginosa ATCC®27853 e Escherichia coli ATCC® 25922. Cepas de 

qualidade foram usadas como parte do estudo (ATCC® 19606 e ATCC® 27853) e/ou 

como controle de qualidade em ensaios de teste de sensibilidade (ATCC® 27853 e 

ATCC® 25922). As cepas e suas funções estão descritas na tabela 1 abaixo.  

 

Tabela 1 - Cepas utilizadas e suas funções neste trabalho. 

Cepas (nomes dados 
no trabalho) 

Espécie Gene de 
resistência 

Aplicação da cepa 

ATCC®  19606 A. baumannii n/a Amostra 
ATCC®  27853 P. aeruginosa n/a Controle e amostra 
ATCC®  25922 E. coli n/a Controle 
OXA-23 A. baumannii blaOXA-23 Amostra 
OXA-253 A. baumannii blaOXA-253 Amostra 
SPM-1 P. aeruginosa blaSPM-1 Amostra 
KPC-2 P. aeruginosa blaKPC-2 Amostra 
Fonte: o próprio autor. n/a – não se aplica; OXA-23 – A. baumannii com o gene blaOXA-23; OXA-253 - A. baumannii 
com o gene blaOXA-253; SPM-1 – P. aeruginosa com o gene blaSPM-1; KPC-2 – P. aeruginosa com o gene blaKPC-2.  

 
 

Os estoques de isolados de A. baumannii com os genes blaOXA-23 e 

blaOXA-253, P. aeruginosa com os genes blaSPM-1 e blaKPC-2 e cepas P. aeruginosa 

ATCC® 27853 e A. baumannii ATCC® 19606 foram transferidos do estoque para 

meio Tryptone Soy Broth (TSB) e incubadas a 37°C ± 2°C de 16-24 horas. 

Posteriormente, as amostras foram semeadas em placas de meio Mueller-Hinton 

Agar (MHA) e incubadas a 37°C ± 2°C de 16-24 horas novamente.  

Depois foi realizada a suspensão direta destas colônias isoladas (em 

MHA) para meio caldo Mueller-Hinton cátion ajustado (MHBCA), ajustando a sua 

turbidez para 0,5 da escala de McFarland através de turbidímetro (DensiCHEK TM 
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Plus bioMérieux® AS). Para avaliação CIM, da atividade da IgY e do sinergismo 

entre IgY e os antimicrobianos, esta solução bacteriana foi então diluída 1:100 em 

MHBCA. 

 

4.2 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA OS GENES DE RESISTÊNCIA A 

CARBAPENÊMICOS 

 

Os genes de resistência tiveram a presença confirmada em cada um 

dos seus respectivos isolados. A extração de DNA bacteriano foi realizada por 

fervura pela técnica adaptada de Donald et al. (2000) e de Vaneechoute et al. 

(1995), respectivamente para as cepas de Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. 

Com a utilização de controles positivos em cada teste, foi avaliada a 

presença dos genes de resistência nas cepas. Para o gene blaOXA-51, utilizado na 

identificação de todos os A. baumannii foi utilizada a técnica de Woodford et al. 

(2006), assim como para o gene blaOXA-23. Para a detecção do gene blaOXA-253 (que é 

blaOXA-143-LIKE) foi utilizada a técnica de Romanin et al. (2019). 

Nos isolados de P. aeruginosa o gene blaSPM-1 foi confirmado de 

acordo com a técnica de Mendes et al. (2007) e para o gene blaKPC-2 foi utilizado o 

protocolo de Doyle et al. (2012). Para confirmação da espécie P. aeruginosa, foi 

utilizado o protocolo de Spilker et al. (2004). Os resultados da PCR foram analisados 

em gel de agarose a 0,8% com o marcador de DNA KASVI® 1kb (modelo: K9-

1000L). 
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Tabela 2 - Oligonucleotídeos usados para as reações de PCR. 

Oligonucleotídeos Sequência (5’ – 3’) 
 TA 
(°C) 

Tamanho 
do 

fragmento 
(bp) 

Referência 

KPC F 
TGTCACTGTATCG
CCGTC 

60 900 
DOYLE et 
al., 2012 

KPC R 
CTCAGTGCTCTAC
AGAAAACC 

OXA-23 F GATCGGATTGGAG
AACCAGA 
ATTTCTGACCGCA
TTTCCAT 

52 501 

WOODFORD 
et al., 2006 

OXA-23 R 

OXA-51 F TAATGCTTTGATC
GGCCTTG 
TGGATTGCACTTC
ATCTTGG 

52 353 
OXA-51 R 

OXA-143-F CAGCATTTCTACT
CTACTTTC 
TCATTACGAATAG
AACCAG 

50 762 
ROMANIN et 

al., 2019 OXA-143-R 

PA-SS-F 
GGGGGATCTTCG
GACCTCA 

58 956 
SPILKER et 

al., 2004 
PA-SS-R 

TCCTTAGAGTGCC
CACCCG 

SPM-1 F 
CTAAATCGAGAGC
CCTGCTTG 

53 798 
MENDES et 

al., 2007 
SPM-1 R 

CCTTTTCCGCGAC
CTTGATC 

Fonte: o próprio autor. TA – temperatura de amplificação; °C – temperatura em graus Celsius; bp – pares de 
base; F – foward; R – reverse; KPC - Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase codificada pelo gene blaKPC-2; 
OXA-23 - oxacilinase codificada pelo gene blaOXA-23; OXA-51 - Oxacilinase codificada pelo gene blaOXA-51; OXA-
143 oxacilinase codificada pelo gene blaOXA-143; PA-SS – identificador da espécie P. aeruginosa; SPM-1 - P. 
aeruginosa com o gene blaSPM-1.  

 
4.3 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 

 

A determinação da CIM dos antimicrobianos ceftazidima, 

meropenem e imipenem foi realizada de acordo com o protocolo do Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2020 (CLINICAL and LABORATORY 

STANDARDS INSTITUTE, 2020). 

Em uma microplaca de 96 poços foram adicionados 50 μL de 
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MHBCA em cada poço nas colunas de 1 a 12. A seguir foram incorporados 50 

μL/poço dos antibióticos a serem avaliados, que foram devidamente preparados 

conforme as especificações do fabricante, filtrados e esterilizados em filtro Milipore 

MILEX® 0,22 µm previamente e na concentração de 2048 μg/mL para ceftazidima e 

512 μg/mL para meropenem e imipenem. Que foram adicionados na coluna 1, e a 

partir deste foi realizada a diluição seriada (1:2) até a coluna 10. Os 50 μl restantes 

da diluição seriada foram adicionados aos poços da coluna do controle de 

esterilidade (coluna 12). Posteriormente, 50 μL/poço da solução bacteriana (descrita 

no item 4.1) foram adicionados nas colunas de 1 a 10 e na coluna do controle de 

crescimento (coluna 11). A microplaca foi homogeneizada e incubada a 37°C ± 2°C 

por 21-24 horas. A leitura foi realizada visualmente, detectando ou ausência de 

crescimento do microrganismo. 

 

4.4 IMUNIZAÇÕES 

 

Para a produção das IgY específicas foram utilizadas 12 galinhas 

poedeiras (Gallus gallus domesticus), sendo dois animais por isolado testado. Os 

animais foram gentilmente cedidos pela Fazenda Escola da UEL (Londrina, 

Paraná/Brasil). Os animais, de aproximadamente 20 semanas, foram mantidos em 

gaiolas individuais à temperatura ambiente, em ciclo de 17 horas de luz com comida 

(Ração para poedeiras, purina, Brasil) e água ad libitum. 

Para os inóculos, P. aeruginosa genes blaSPM-1 e blaKPC-2 e A. 

baumannii com os genes blaOXA-23 e blaOXA-253, assim como os controles de qualidade 

P. aeruginosa ATCC® 27853 e A. baumannii ATCC® 19606 foram incubados em 

caldo TSB por 24 horas a 37ºC e inativados por formaldeído a 1,5% e banho-maria 

68ºC por 1 hora. Os inóculos foram centrifugados a 2650 g por 10 minutos, lavados 

com 5 mL de tampão fosfato (PBS) 1X e novamente centrifugados, foi realizada a 

retirada do sobrenadante e diluído o precipitado formado em 5 mL de PBS 1X 

glicerol 40% e congelado a -20°C até o momento do uso. Após este procedimento foi 

realizado o teste de esterilidade, para validar a inativação das bactérias, através da 

passagem de 10 µl e estriamento para placas de CHROMagar® (Chromogenic 

culture media).  

Nos dias de imunização foi realizada a lavagem dos inóculos com 

solução salina (NaCl 0,9%) para a retirada do glicerol, que ocorreu por meio da 
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centrifugação por 15 minutos a 14.100 g, descarte do sobrenadante, lavagem com o 

mesmo volume de salina 0,9% e repetição da centrifugação. Após foi realizado o 

ajuste da turbidez, como realizado no item 4.1, porém em salina e para turbidez de 

2.0 da escala de McFarland (equivalente a 6x108 UFC/mL).  

Os animais receberam sete doses, intramuscular, do inóculo em 

salina (500 µL/ animal dividido em duas regiões no peitoral, 3x108 UFC/mL/ animal) 

nos dias 1, 15, 30, 45, 90, 135 e 180 do experimento. Os ovos foram coletados antes 

das imunizações e a partir de sete dias após a terceira, quinta e sétima imunização 

(e coletados por um período de sete dias) e armazenados à 4ºC por no máximo um 

mês (DE ANDRADE et al., 2013).  

 

4.5 OBTENÇÃO DE IGY A PARTIR DA GEMA DO OVO 

 

Os anticorpos IgY foram obtidos pelo método de precipitação por 

sulfato de amônio modificado (AKITA; NAKAI, 1992). As gemas foram separadas da 

clara, lavadas com água destilada, e diluídas 1:7 em água acidificada pH 2,5. Após 

esse procedimento o pH foi ajustado entre 5,00 e 5,20 e deixado à 4ºC overnight ou 

por no mínimo 6 horas para a formação de camada bifásica. As partes superior e 

inferior foram filtradas em papel Whatmann nº 1 a 4 a 8ºC e precipitada por adição 

de sulfato de amônio saturado para 33% final.  

A solução foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente 

(TA) por 30 minutos. Em seguida, a solução foi centrifugada (5000 g, 20 minutos, 

TA) e o sedimento obtido, dissolvido em sulfato de sódio 18% (aproximadamente 2 

mL/gema usada) e incubado por 20 minutos, sob agitação a TA. Após nova 

centrifugação (5000 g, 20 minutos, TA), o precipitado obtido foi dissolvido em sulfato 

de sódio 14% e incubado por 20 min, sob agitação, a TA. A solução foi novamente 

centrifugada a 5000 g por 20 minutos, TA. O precipitado resultante foi então 

dissolvido em PBS 1X (pH 7,4) e estocado a -20ºC até o momento do uso.  

 

4.6 CARACTERIZAÇÃO IMUNOQUÍMICA: TÉCNICA DE SDS PAGE 

 

Para verificar a concentração de IgY obtida pelo método descrito no 

item 4.5, foi utilizado o método adaptado de Bradford (1976) e sua pureza 

determinada por eletroforese em gel de acrilamida (SDS-PAGE - Sodium dodecyl 
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sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 10%, corado com Coomassie Blue 

(LAEMMLI, 1970). Sucintamente, na dosagem de proteínas é utilizado como padrão 

uma curva de albumina bovina do soro, com concentrações conhecidas. Sendo 

aplicado em microplaca 10 µL/poço da curva ou da amostra e adicionado 150 

µL/poço do reagente de Bradford, após homogeneização, a leitura é realizada em 

espectrofotômetro a 595 nm. Para a eletroforese de proteínas, foi utilizado um 

marcador de proteínas de tamanho entre 6 e 180 kDa (BenchMark®, ref. 10747-012). 

 

4.7 AVALIAÇÃO DA LIGAÇÃO DO IGY ESPECÍFICO COM SEUS ANTÍGENOS POR ENSAIO DE 

IMUNOABSORÇÃO ENZIMÁTICA INDIRETA (ELISA) 

 

Em microplaca de 96 poços com fundo chato de alta afinidade foram 

adicionados 100 μL/poço do microrganismo inativado (preparado como descrito no 

item 4.1, porém foi ajustado para uma turbidez de 4.0 na escala de McFarland e no 

dia do uso diluído para 6,25x106 UFC/mL em tampão carbonato-bicarbonato 0,1 M 

pH 9,6), e incubado overnight a 4 a 8ºC em câmera úmida. Foi realizado o bloqueio 

com 100 μL/poço de leite em pó desnatado 5%/PBS 1 X e incubado 37°C ± 2°C por 

2 horas em câmera úmida. A seguir, foi lavado com 200 μL/poço de PBS 1 X e 

adicionado 100 μL/poço da amostra com a IgY (em duplicata) em leite em pó 

desnatado 1%/PBS 1X (em concentrações iniciais variando entre 1,60 mg/mL até 

0,003125 mg/mL), incubando por 1 hora a 37°C ± 2°C. Em seguida, foram realizadas 

três lavagens seguidas com 200 μL/poço de PBS 1X com Tween 20 (0,05%), com 

intervalos de 5 min (totalizando 15 minutos), descartando o excesso. Após foi 

colocado 100 μL/poço do conjugado 1:40000 (Anti chicken IgY whole molecule 

Peroxidase, produced in rabbit, ref. A9046 sigma®) em leite em pó desnatado 

1%/PBS 1X e incubado a 37°C ± 2°C por 1 hora. Novamente foi repetido o processo 

de lavagem descrito acima. Foi adicionado 100 μL/poço do substrato 1x (3,3',5,5'-

Tetrametilbenzidina (TMBZ) 0,1mg/mL e Peróxido de hidrogênio 0,03% em tampão 

citrato 0,1M pH 5,0) e incubado por 15 minutos para A. baumannii e 20 min para P. 

aeruginosa em ausência de luz. Ao final foi adicionado 50 μL/poço de solução stop 

(ácido sulfúrico 2N) e a leitura realizada a 450 nm em espectrofotômetro.  

Este procedimento foi realizado em triplicata para todas as coletas 

(pré-imune, 3ª, 5ª e 7ª imunização) de cada cepa e foi considerado como branco, 

poços sem antígeno e sem amostra. Foi determinado, em etapa de padronização, 
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um cut-off de 0,2 de optical density (OD). Esse é o valor mínimo de detecção da 

ligação de IgY ao antígeno. Assim, para o cálculo da reatividade, foi obtido a 

concentração de proteína necessária para atingir este cut-off através de curvas de 

titulação de cada coleta e de cada cepa.   

 

4.8 ANÁLISE DA AÇÃO DA IGY CONTRA OS MICRORGANISMOS ACINETOBACTER SPP. E P. 

AERUGINOSA MULTIRRESISTENTES 

 

Esta técnica foi baseada no teste de Kelly e Matsen (1976), com 

adaptações.   Inicialmente, as soluções de anticorpos IgY específicos foram 

ajustadas para a concentração de 30 mg/mL em meio MHBCA. Posteriormente, em 

uma microplaca de 96 poços 50 μl de MHBCA foram aplicados aos poços das 

colunas 2 a 12. Na coluna 1 foram adicionados 100 μL/poço da solução de IgY (30 

mg/mL). A seguir, uma diluição seriada (1:2) foi realizada até a coluna 10. Os 50 μl 

restantes da diluição seriada foram adicionados aos poços da coluna do controle de 

esterilidade (coluna 12). Ao final 50 μL/poço da suspensão bacteriana (descrito no 

item 4.1) respectiva a cada IgY especifica foram adicionados nas colunas de 1 a 10. 

Como controle do crescimento bacteriano 50 μl da suspensão bacteriana foram 

adicionados aos poços da coluna 11. As microplacas foram incubadas a 37°C ± 2°C 

por 24 horas, e a leitura foi feita ao final visualmente, avaliando o crescimento ou 

não de bactérias.  

 

4.9 ANÁLISE DO SINERGISMO ENTRE IGY E BETA-LACTÂMICOS CONTRA OS 

MICRORGANISMOS ACINETOBACTER SPP. E P. AERUGINOSA MULTIRRESISTENTES 

 

Esta técnica também foi baseada no protocolo de Kelly e Matsen 

(1976) modificado. Foram adicionados 100 μl do antimicrobiano (diluídos em 

MHBCA, no dia de uso) a 512 μg/mL para meropenem e imipenem e 2048 μg/mL 

para ceftazidima e realizada diluição seriada (1:2) da coluna 1 à coluna 11, nas 

linhas A-H, da esquerda para direita. Na linha A das colunas 1-11, foram adicionados 

50 μl da solução contendo a IgY específica de cada microrganismo (concentração 

inicial de 30 mg/mL) e realizada a diluição seriada (1:2) da linha A para H (de cima 

para baixo). Em seguida, foram adicionados 50 μl do inóculo bacteriano (descrito no 

item 4.1) em todos os poços até a coluna 11. As concentrações finais nos poços 



36 

variam para os antimicrobianos de 128 a 0,0009785 μg/mL (meropenem e 

imipenem) e de 512 a 0.00390625 μg/mL(ceftazidima) e para a IgY de 7,5 a 

0,058594 mg/mL. 

Como controle negativo do antimicrobiano e da IgY, foram utilizados 

50 μl remanescentes da última diluição seriada em 3 poços da coluna 12, F a H. O 

controle positivo compreendeu 50 μl do MHBCA e 50 μl da bactéria (A a E, coluna 

12). Após o período de incubação de 24 horas (37ºC) foi realizada leitura visual, 

detectando o crescimento bacteriano ou a ausência dele.  

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para os resultados de ELISA, entre as coletas de cada cepa, foi 

realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados e o teste de 

Brow Forsythe para verificar a homogeneidade das variâncias. As variáveis 

paramétricas foram avaliadas pelo teste de ANOVA one-way com post test de Tukey 

e os dados foram expressos como média (± desvio-padrão). Diferença estatística foi 

considerado quando p<0,05. Todas as análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o programa GraphPad Prism® versão 7.0. 



37 

5 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Artigo a ser submetido na revista “Microbes and Infection”, 

classificado como QUALIS B1 (Medicina II – quadriênio 2013-2016).  

 

Synergistic effect between beta-lactams and IgY antibodies against multidrug-

resistant Acinetobacter baumannii 

 

Author’s: Juliana Gutschow Gameiroa; Leonardo Pinto Medeirosb; Larissa dos Santos 

Fâvaroa; Patrícia Canteri de Souzab; Suelen Balero de Paulaa; Floristher Elaine 

Carrara Marronic; Emerson José Venanciod*.  

Affiliation: 

a: post-grad student in Clinical and Laboratory Pathophysiology. Department of health 

sciences of the State University of Londrina - UEL (Brazil). 

b: post-grad student in Microbiology. Department of biological sciences of the State 

University of Londrina - UEL (Brazil). 

c: Professor at the State University of Londrina - UEL (Brazil). Department of health 

sciences of the State University of Londrina - UEL (Brazil). 

d: Professor at the State University of Londrina - UEL (Brazil). Department of 

biological sciences of the State University of Londrina - UEL (Brazil). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

Abstract 

 

Introduction: Immunoglobulin Y (IgY) present in the egg yolk of birds has an 
important role in biotechnology and has been investigated for several 
microorganisms. We aimed to study the IgY interaction with beta-lactams for 
multiresistant strains of Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. 
Methods: Chickens were immunized for the P. aeruginosa (ATCC® 27853, KPC-2 
and SPM-1) and Acinetobacter baumannii (ATCC® 19606, OXA-23, and OXA-253). 
The eggs were harvest at different periods and the IgY is extracted. Purity and the 
presence of specific antibodies were determined. Also bacterial MICs for 
meropenem, imipenem, and ceftazidime, MICs of the specifics IgY alone, and then in 
a combination of IgY plus beta-lactams. Results: Production of specific IgY after the 
third immunization. No MIC reduction with the specific IgY and the bacteria 
suspension alone was observed, however, for the OXA-23 and OXA-253 strains 
there was a reduction between four-fold and two-fold for the meropenem and 
ceftazidime MICs respectively. Conclusion: We obtained a reduction in MIC in the 
synergism test for meropenem of the OXA-23 and OXA-253 strains, while for 
ceftazidime only for the OXA-253 strain. The few options of treatment for resistant 
microorganisms open a new field of study of complementary therapy with specific 
IgY. 
 
Keywords: beta-lactamase; oxacillinases; minimum inhibitory concentration; 

carbapenem; immunotherapy. 
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1. Introduction 

 

Resistance in bacterial infections is a major concern to the survival 

and recovery of patients and the presence of infections related to multidrug-resistant 

Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii are very common in hospital 

settings(1). The presence of carbapenem resistance among these two species is 

increasing and they already are considered as highly concerning pathogens(2,3).  

There are several subclasses of carbapenemase enzymes, but all 

degrade beta-lactams drugs, including carbapenem and cephalosporin’s(4). The 

Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (KPC) enzymes are more frequently 

reported in Klebsiella spp. yet its presence has been reported in P. aeruginosa(5,6). 

Moreover, in Brazil is very common a variant of metallo-beta-lactamase, SPM-1(7). 

For the A. baumannii are more common the presence of oxacilinases, being intrinsic 

to the species the OXA-51(8,9). Among these enzymes are the OXA-23 and OXA-143 

which are present all around the globe and responsive for the carbapenem 

resistance profiles(3,10). Also, OXA-253 a variant of the OXA-143 has been related in 

Brazil since 2014(3,11). 

Harvest from the egg yolk of chickens, the IgY is an immunoglobulin 

similar to the human IgE and IgG(12). Because of the facility to obtain and ethics 

related to the use of animals, it has been studied its use in immunodiagnosis, 

neutralization of venoms, and treatment of diseases(13–15). There is success in the 

use of IgY as passive oral immunotherapy against H. pylori, reduced colonization of 

Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis patients, and improvement of survival in 

induced pneumonia by Acinetobacter baumannii in a murine model(16–18).  

There is no study, to your knowledge, of a possible synergistic effect 

of specific IgY and antibiotics to treat bacterial infections. Therefore, we aimed in this 

study to produce and evaluate the in vitro activity of specific IgY with antibiotics 

(carbapenem and cephalosporin’s) with their respective resistant Pseudomonas 

aeruginosa and Acinetobacter baumannii strains. 
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2. Material and methods 

 

2.1 Bacterial isolates 

 

The isolates of A. baumannii blaOXA-23 and blaOXA-253, P. aeruginosa 

blaSPM-1 and blaKPC-2 were donated from the laboratory of molecular studies and 

antimicrobial resistance of the State University of Londrina. Were previously 

identified, and the genes of resistance mentioned reconfirmed for this study. The 

ATCC® strains A. baumannii ATCC® 19606, P. aeruginosa ATCC® 27853, and 

Escherichia coli ATCC® 25922 were used as part of the study (ATCC® 19606 and 

ATCC® 27853) and/or as quality control in susceptibility testing assays (ATCC® 

27853 and ATCC® 25922)(19).  

 

2.2 Species identification, susceptibility testing, and screening for resistance for 

carbapenem drugs 

 

The detection of the resistance genes was through previously 

describe techniques, primers, and cycling conditions of polymerase chain reaction 

(PCR). The blaOXA-51 and blaOXA-23 were performed as the technique of Woodford et 

al. (2006)(20). For the gene blaOXA-253 (which is a blaOXA-143-LIKE) was used a previous 

technique of our study group(3). For blaSPM-1 the methodology of Mendes et al. 

(2007)(21) and blaKPC-2  from Doyle et al. (2012)(22). All tests were performed with 

positive controls and negative controls and revealed in 0.8% agarose gel. Minimum 

inhibitory concentration (MIC) of isolates confirmed by Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) agar dilution for ceftazidime, imipenem, and meropenem. 

P. aeruginosa ATCC® 27853 and Escherichia coli ATCC® 25922 strains used as 

quality control in susceptibility testing assays(20). 

 

2.3 Immunization process and specific IgY production   

 

This study used twelve chicken (Gallus gallus domesticus), two for 

each bacterial strain. The animals aged 20 weeks were donated from the farm school 

of the State University of Londrina and kept in individual cages at room temperature, 
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17 hours of light, water, and food ad libitum (laying hen diet, Purina, Brazil) during the 

experimental period. The animal ethical committee of the State University of Londrina 

(Paraná, Brazil) approved this study (nº 5456.2019.94).   

The bacterial strains of P. aeruginosa ATCC® 27853, SPM-1, KPC-2; 

and of A. baumannii ATCC® 19606, OXA-23, and OXA-253 were inactivated by 

formaldehyde 1,5% and water bath at 68ºC for 1 hour. Suffered a washing process 

with Phosphate Buffer Saline (PBS) (centrifugation 2650g, 10 minutes and removal of 

the supernatant and washed two times with PBS) and stored in -20ºC in PBS/40% 

glycerol. The inactivation was confirmed by streaking of 10 µl of the final solution in 

CHROMagar®. 

In the days of immunization, the bacterial strains were washed again 

as before mentioned, however this time in saline 0.9%. The concentration of each, 

adjusted with saline 0.9% for the McFarland scale of 2.0 (equivalent to 6x108 

CFU/mL) with turbid meter DensiCHEK plus (bioMérieux, Durham, North Caroline), 

and applied intramuscular 500 µl per each chicken, divided into two areas of the 

breast (total applied of bacteria 3x108 CFU/mL/animal). The immunization occurred in 

a total of 180 days divided into 7 immunization periods at days of 1, 15, 30 (3rd 

immunization), 45, 90 (5th immunization), 135, and 180 (7th immunization). The eggs 

were collected before the immunization (pre-immune) and one week after the 3rd, 5th, 

and 7th immunization, for 7 days(23). 

 

2.4 IgY precipitation and purification 

 

The IgY were obtained as previously described(24), through the 

ammonia sulfate precipitation process, with modifications(25,26). The final product was 

diluted in PBS and was performed the protein quantification by the method of 

Bradford (1976)(26) and the purity test through SDS-PAGE 10% and stained with 

Coomasie blue(27).  

 

2.5 Evaluation of the binding of specific IgY to its antigens by indirect enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) 

 

The confirmation of specific IgY production was tested by ELISA. The 

antigen (100 μL/well) used were the bacterial strains, prepared similar to item 3 and 
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diluted for 6,25x106 CFU/mL in a carbonate-bicarbonate buffer (0,1M; pH 9,6). The 

antigen was applied in high binding plates and left overnight (4 ± 2 ºC; wet chamber). 

Blocked for two hours with 100 μL/well of PBS/skimmed milk 5% (37 ± 2 ºC; wet 

chamber).  Washed with 200 μL/well of PBS, and incubated for one hour in the 

samples with the IgY (diluted in PBS/skimmed milk 1% at different concentrations). 

Again suffered three washing processes with 200 μL/well PBS/tween 20 0.05%. The 

secondary antibody of anti-chicken IgY (100 μL/well; whole molecule with 

peroxidase, 1:40000, produced in rabbit; ref. A9046 Sigma®) was incubated for one 

hour (37 ± 2 ºC; wet chamber). For the revelation reaction, it was used 100 μL/well of 

a combination of tetramethylbenzidine (TMBZ, 0,1mg/mL) and hydrogen peroxide 

(0,003%), diluted in citrate buffer (0.1 M; pH 5.0). The reaction time was 15 minutes 

for the A. baumannii and 20 minutes for P. aeruginosa. To stop the reaction was 

used 50 μL/well of Sulphuric acid 2N and read at 450 nm. From the titration, a curve 

was obtained and founded the concentration necessary to obtain a signal of 0.2 

Optical Density (OD) at the different collect moments of all strains.  

 

2.6 Analysis of specific IgY with isolates of A. baumannii and P. aeruginosa  

 

The following tests of items 2.6 and 2.7 were applied as proposed for 

Kelly and Matsen (1976) modified in a few points(28). First, all the IgY were adjusted 

to 30mg/mL with Muller Hilton Broth Cation Adjusted (MHBCA) and sterilized in a 

0.22 µm filter. In a microplate, 50µL/well of the MHBCA is applied to columns 2 to 12. 

To the first column was added 100 µL/well of the IgY solutions. A following 1:2 

dilution was done from the first column-to-column 10. The remaining solution, with 

the IgY diluted, was applied to the negative control (Column 12). Each bacteria 

suspension (Mc Farland 0.5, diluted 1:100; 50µL/well) was added to columns 1 to 11. 

The positive control, with only the media and the bacteria, were located in column 11. 

The plates were incubated at 37°C ± 2 °C for 24 hours. The reading was visual, 

detecting growth, or not. 

 

2.7 The synergic activity of specific IgY and bacterial isolates of A. baumannii and P. 

aeruginosa 
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The IgY were also adjusted to 30mg/mL with MHBCA and sterilized 

in a 0.22 µm filter. In a microplate, 50µL/well of the MHBCA applied to all wells 

except for the well 1A. 100 µl of the antibiotic was applied to well 1A (512 μg/mL 

Imipenem, 512 μg/mL meropenem or 2048 μg/mL ceftazidime) and a serial dilution of 

1:2 done from column 1 to the 11, left to right, line A to H. To line A (column 1 to 11) 

was added 50 μL/well of the IgY solution (30mg/mL) and a 1:2 serial dilution done 

from lines A to H, up to bottom. 50 μl of bacteria solution (at Mc Farland 0.5 1:100) 

was added to the line A, column 1 to 11, and a serial dilution of 1:2 from up to bottom 

of these columns were done. As a negative control (column 12, line F to H), was 

used the last 50 μl of 3 wells of the final serial dilution of the IgY. Moreover, as a 

positive control was applied only the bacteria with media to the lines A to E, column 

12. The plates were incubated at 37°C ± 2 °C for 24 hours. The reading was visual, 

detecting growth, or not(28). 

 

2.8 Statistical analysis  

 

The ELISA analysis was performed in Graph Pad Prism® version 7.0. 

The values tested for normality and variance, using the test of Shapiro-Wilk and Brow 

Forsythe. The differences between groups were detected by ANOVA and the post-

test of Tukey. The parametric dates are expressed as median ± standard deviation. 

Was considered a statistical difference when the p-value of <0.05. 
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3. Results 

 

3.1 Resistance genes confirmation and susceptibility testing for resistance for 

carbapenem drugs 

 

The genes blaKPC-2, blaSPM-1, blaOXA-23, blaOXA-253, blaOXA-51 were 

confirmed for their expected strains (Fig. 1). For the P. aeruginosa strains, the 

ATCC® 27853 did not present the blaKPC-2 (~1000 bp) and blaSPM-1 genes (~750 bp), 

and the other strains had their carbapenem-resistant genes confirmed. Besides, the 

internal control specific for the detection of P. aeruginosa species (~956 bp) was 

positive for the three strains (ATCC® 27853, SPM-1, and KPC-2). All A. baumannii 

presented the blaOXA-51 (~375 bp), also confirming the specie. The sensible strain 

ATCC® 19606 did not have the resistant genes of OXA-23 and OXA-253. The blaOXA-

23 gene had a size of proximally of 500 bp and the blaOXA-253 a size of approximately 

750 bp, being present on their expected strains. Furthermore, the susceptibility for 

the antibiotics is described in table 1. The ATCC®s and the OXA-253 were sensible 

for the ceftazidime and the rest resistant. All strains were resistant to meropenem 

and imipenem, except the ATCC® 19606 and 27853.  
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Fig. 1. PCR confirmation of the Pseudomonas aeruginosa strains genes blaKPC-2 and blaSPM-1 and for 
the genes blaOXA-23, blaOXA-253 (also called blaOXA-143-like), and blaOXA-51 for the Acinetobacter baumannii 
strains. blaKPC-2 (A) and blaSPM-1 (B) and for the genes blaOXA-23 (C), blaOXA-253 (C, also called 
blaOXA-143-like), and blaOXA-51 (C) for the Acinetobacter baumannii strains, (D) Specie identification for the 
P. aeruginosa strains. M – Molecular weight marker; B – blank of the reaction; KPC-2 (CTL +) – 
positive control for the blaKPC-2 gene; SPM-1 (CTL +) – positive control for the blaSPM-1 gene; OXA 
23/51 (CTL +) – positive control for the blaOXA-23 and blaOXA-51 genes; OXA 143/51 (CTL +) – positive 
control for the blaOXA-23 (or blaOXA-143-like) and blaOXA-51 genes; PA-SS – gene for identification of the P. 
aeruginosa. Source: the author JGG. 
 

3.2 IgY purity and antigen biding 

 

The IgY obtained through precipitation with ammonium sulfate was 

tested for purity with electrophoresis (Fig. 2). The process used involved the break of 

the heavy chain and the light chain (reducing conditions), shown for the proteins at 

approximately 65kDa and 25 kDa. In addition, an impurity protein is seen at the size 

of proximally 38 kDa.   
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Fig. 2. SDS-PAGE of the different IgY extracted from the 7th immunization M – Molecular weight 
marker. The SDS-PAGE shows approximately 65 kDa and 25 kDa proteins. An impurity is observed in 
the size of approximately 38 kDa. Source: the author JGG. 

 

We also analyzed by indirect ELISA the binding of the specific IgY 

with their antigens (whole bacteria) along the immunization period (Fig. 3) A 

decrease in the titles of antibodies necessary to achieve the cut-off through time, 

indicate the production of specific antibodies constantly increasing with the number of 

immunization. Knowing that we observed an increase of specific IgY since the third 

immunization (p<0.05 compared to the pre-immune) for all strains, meaning an 

immune response to the injected bacteria. The ATCC® 19606, SPM-1, and OXA-253 

had a similar result, producing and stabilizing the levels of specific antibodies since 

the third immunization.  For the ATCC® 27853 and the KPC-2, the levels of specific 

IgY increased through the immunization process and stabilized in the fifth 

immunization. The OXA-23 had a different result, where the specific IgY titles 

increased over time and did not reach its peak and stabilized during the study time. 
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Fig. 3. Indirect ELISA of the specific IgY for the antigens of Pseudomonas aeruginosa and 
Acinetobacter baumannii. The values tested for normality and variance, and dates expressed as 
median ± standard deviation. The differences between groups were detected by ANOVA and the post-
test of Tukey. The statistical difference when the p-value of <0.05. Abbreviations: Pre, pre 
immunization; 3rd, third immunization; 5th, fifth immunization; 7th, seventh immunization; a, p<0.05 
between all groups; b, p<0.05 with pre immunization; c, p<0.05 with 3ª immunization; d, p<0.05 with 5ª 
immunization; e, p<0.05 with 7ª immunization. Source: Graph Pad Prism® version 7.0. 
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3.3 Analysis of the specific IgY and the synergic activity of the specific IgY with the 

antibiotics with the A. baumannii and P. aeruginosa 

 

The specific IgY of the different strains at a starting concentration of 

15 mg/mL was not able to inhibit the growth of their respective bacteria antigen (Fig. 

4). Therefore, we cannot calculate the synergism through the fractional inhibitory 

concentration (FIC) index, which uses the value of MIC for this test. Even the results 

of this previous test were not expected, we proceed to the evaluation of specific IgY 

and the carbapenem, imipenem, and ceftazidime to see if the combination would 

bring positive results.   

The minimal inhibition concentration of all the combinations of 

imipenem and ceftazidime with specific IgY did not change for the strains ATCC® 

19606, ATCC® 27853, SPM-1, and KPC-2. The OXA-253 had unchanged MIC for the 

imipenem, but for the ceftazidime, the MIC of 8 µg/mL lowered to 4 with the IgY 

concentration of 7.5 and 3.75 mg/mL. Also, the MIC of the meropenem reduced from 

128 to 32 µg/mL when in the maximum concentration of IgY (7.5 mg/mL) and 

lowered to 64 µg/mL when 3.75 mg/mL of IgY. The OXA-23 had a reduction only for 

meropenem, lowering from 32 to 16 in the maximum concentration of 7.5 mg/mL of 

IgY.  The ceftazidime and imipenem remained unchanged MIC for the OXA-23 strain. 

 

Table 1. Minimal inhibitory concentration (MIC) of the different strains of bacteria for 

the antibiotics ceftazidime, meropenem, and imipenem. 

 
Ceftazidime 

(µg/mL) 

Meropenem 

(µg/mL) 

Imipenem 

(µg/mL) 

ATCC®  27853 ≤1 S ≤0.25 S 0.5-0.25 S 

SPM-1 ≥512 R ≥128 R ≥128 R 

KPC-2 256-128 R ≥128 R ≥128 R 

ATCC® 19606 2.00 S ≤0.25 S 0.5-0.25 S 

OXA-253 8 S 128 R 32 R 

OXA-23 32 R 32 R 32 R 

The interpretation of the MIC breakpoint values was from the CLSI (2020). S- sensible; I- intermediary; 
R- resistant. Values in µg/mL. Source: the author JGG.  
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Fig. 4. Test of the specific IgY for the strains of Acinetobacter baumannii with the genes blaOXA-23 and 
blaOXA253. At the upper the different concentrations of IgY (mg/mL) for each column and the 
identification of the positive control (C+) and negative control (C-).  On the left, the identification of the 
strains (tested in duplicates). The photo was taken from the bottom of the microplate (U shape). 
Source: the own author. 

 

 

Fig. 5. Synergism test of the specific IgY with the antibacterial drug (meropenem and ceftazidime) and 
the bacteria strains of Acinetobacter baumannii with the genes blaOXA-23 and blaOXA-253. A: specific IgY 
with meropenem and the A. baumannii blaOXA-23 strain. B: specific IgY with meropenem and the A. 
baumannii blaOXA-273 strain. C: specific IgY with ceftazidime and the A. baumannii blaOXA-253 strain. 
Positive controls at column 12, A to E lines, and negative controls at column 12, F to H lines. The 
photo was taken from the bottom of the microplate (U shape). Source: the author JGG. 
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4. Discussion 

 

This is the first study to evaluate in vitro the synergism between 

carbapenem and IgY with resistant P. aeruginosa and A. baumannii. We successfully 

produced specific IgYs to all strains and obtained a MIC reduction with IgY with 

meropenem for the resistant strains OXA-23 and OXA-253, and also a two-fold 

reduction of the IgY with ceftazidime MIC for the OXA-253.  

We successfully produced specific IgYs to all strains and obtained a 

MIC reduction with IgY and meropenem for the resistant strains OXA-23 and OXA-

253, and a MIC reduction twice with IgY and ceftazidime for the OXA-253 strain.  

The World Health Organization has listed in 2017 the A. baumannii 

and P. aeruginosa carbapenem-resistant as highly concerning pathogens(29). The 

resistance of these two bacteria is associated with inadequate antibiotic choice, 

indiscriminate use, sub-therapeutic and prolonged doses(30).  

The advantages of IgY are the rapid and high quantities produced; 

reduction of animal suffering; no reaction with Fc receptors, rheumatoid factor, and 

complement proteins of humans(31). Since the decade of 80, the functions and 

different potentials applications of the IgY are being studied for diagnosis, 

neutralization of venoms, and treatment of diseases(13–15,32). Even being 

recommended its use by the European Centre for the Validation of Alternative 

Methods in 1996(31). 

In this study, we used clinical resistant strains to carbapenem and 

ATCC®s non-resistant. As determined by the CLSI (2020) MIC levels classification, 

all strains were considered resistant to the carbapenems, except for the ATCCs® (20). 

Aiming to minimize animal suffering, we tried a protocol of 

immunization with inactivated bacteria in saline. The most common protocol with 

animal intramuscular immunization uses Freud's adjuvant, aiming for a higher 

immune reaction to the antigen and consequently a successful production of 

immunoglobulin’s. However, its use can cause several adverse effects such as local 

inflammation, granuloma formation, and ulcers(33).  

We obtained the IgY from the egg yolk (proteins found at 65 kDa and 

25 kDa), agreeing with another's authors for the heavy and low chain of the IgY 

under reducing conditions(34–37). Also, we observed the presence of an impurity of 38 



51 

kDa, which could be an egg protein called phosvitin, as described by Jiang and Mine 

(2000)(38). Klimentzou et al. (2006) also described a protein of 35 kDa in the SDS-

PAGE of their extracted IgY, but through a mass spectrometer, they identified it as a 

C-terminal fragment of vitellogen II precursor, β-Livetin(39, 40).  

Knowing that the A. baumannii and the P. aeruginosa are 

disseminated in the environment(41,42), it was expected some reaction with the pre-

immune IgY in the ELISA test. However, we empathize that an immune response 

was seen to all antigens since the pre-immune samples had a statistical difference 

(p<0.05) from the samples of the immunization process. Hence, we could observe 

that for the ATCC® 19606, SPM-1, and OXA-253 the levels of specific 

immunoglobulin rapidly increased since the 3rd immunization and maintained. For the 

ATCC® 27853 and KPC-2, the levels increased in the 3rd immunization and stabilized 

in the 5th and 7th immunization. Only the OXA-23 had an increase over time in the 

quantity of specific immunoglobulin, without stabilization during the experiment time.  

In a normal immune response, the exposition of the host to the 

antigen through time leads to an increase in the production of antibodies(25,40). Also, 

there is an increase in specificity and avidity of the immunoglobulin, depending on 

time and exposition level to the antigen(25,42). Some explanations for the different 

responses to the antigens between the strains, in our study, are the use of more than 

one animal for each strain and variation of immunogenicity (since was used several 

animals, strains, and two different species of bacteria).  

Nonetheless, we proved by the results of the ELISA tests a 

successful production of specific antibodies for their respective strains. We propose 

the use of the presented immunization protocol for further studies involving whole 

bacteria with a minimal time of 30 days and three administrations (with an interval of 

15 days) depending on the avidity required (not measured in this study). 

In the MIC test of the specific IgY and the bacteria alone, we did not 

see full inhibition of the growth, but visually it seems to reduce it on higher 

concentrations (fig. 4). Shi et al. (2017) reported a reduced growth of pan-drug 

resistant A. baumannii, with specific IgYs, but still did not completely inhibit from 5 to 

20 mg/mL of specific IgY(17). 

However, in our study, we could not determine the growth reduction, 

because was observed agglutination at some IgY concentrations. It prevented a 
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reliable measure of the bacterial quantity and could lead to underestimating it. This 

phenomenon happened in the absence and presence of antibiotics (fig. 4 and 5).  

Other studies also have seen agglutination reactions with IgY, 

agreeing with our findings. Shi et al. (2017), using scanning electron microscopy 

confirmed structural modifications, crenation, and enhanced agglutination of A. 

baumannii with specific IgYs(17). Qin et al. (2018) see that the agglutination happened 

in a dose-dependent manner(44). A possibility to reduce the agglutination would be to 

reduce the number of bacteria added to the tests, but the entire test will need 

standardization and cannot be compared to the CLSI sensibility classification 

anymore (20).  

It was observed that for the vast majority of strains there was no 

difference in the MICs, when in a combination of IgY and the antibiotics. The most 

interesting result of our work is that we had a reduction of two-fold for OXA-23 

meropenem and four-fold for OXA-253 in the meropenem MIC. We also had a two-

fold MIC reduction for ceftazidime, IgY, and the OXA-253. All reductions occurred at 

a concentration of 7.5 mg/mL of their specific IgY. However, we should note that 

even with a significant reduction, these strains have not changed their classification, 

as sensitive or resistant, when compared to their antibiotic MICs. 

The absence of action in our results to the other strains and for 

imipenem could be attributed to the polyclonal feature of immunization antibodies. A 

study saw that for P. aeruginosa, most of the IgY are formed against flagellin, and 

when exposed to a mutant strain without it, did not kill it or increased the respiratory 

burst of polymorphonuclear neutrophils(18,45). Therefore, depending on the quantities 

and the antibody's target, is possible to see a little or reduced reaction and 

consequently not inhibit the growth.  

This study's limitations included the IgY concentration on the MIC 

tests and the agglutination. On the IgY MIC tests, the concentration was limited to 15 

mg/mL and 7.5 mg/mL in the synergism test (our IgY storage was up to 35 mg/mL). 

To solve that problem on other further researches, we suggest that the IgY could be 

lyophilized, validated for function, and then diluted directly in the growth media for the 

tests(17). 

The IgY has demonstrated several immune functions in the literature, 

such as agglutination, opsonization, neutralization and induced increased respiratory 

burst of polymorphonuclear neutrophils and reduced adherence of bacteria(45,46). 
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Although, these studies demonstrated these protective effects in vivo, and other 

immune components are related to the IgY functions. For further investigations, we 

also suggest the evaluation of the specific IgY performance in vivo.  

5. Conclusion  

 

In this study, we produced specific IgY against P. aeruginosa and A. 

baumannii and observed reduced growth with its use. However, only the resistant A. 

baumannii strains had reduced meropenem MICs in combination with the specific 

IgY. To your knowledge, we are the first to evaluate in vitro the synergism between 

carbapenem and specific IgY with resistant P. aeruginosa and A. baumannii. The 

application of IgY in the fight to resistant infections is a prospective field area since 

treatment options are scarce, and not only P. aeruginosa and A. baumannii develop 

several mechanisms of resistance and the use of specific IgY could be an ally in this 

fight. Yet, the applications of this IgY with in vivo studies are necessary to determine 

their real benefits. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, conseguimos produzir IgY específicas contra cepas 

de A. baumannii e P. aeruginosa não resistentes e resistentes a carbapenêmicos. 

Apesar de não conseguirmos um valor de MIC para a ação isolada da IgY e suas 

respectivas bactérias, observamos um crescimento reduzido. Na avaliação da 

interação entre IgY especificas e o meropenem, vimos um valor reduzido de CIM 

apenas para algumas das cepas de A. baumannii resistentes. As limitações deste 

trabalho incluem: reações de aglutinação e concentração restrita de IgY nos testes 

de CIM.  

A aplicação de IgY no combate a infecções resistentes é uma área 

de campo promissora visto que as opções de tratamento são escassas, e não 

apenas P. aeruginosa e A. baumannii desenvolvem diversos mecanismos de 

resistência e o uso de IgY específico pode ser um aliado nessa luta. Dentro de 

nosso conhecimento, fomos o primeiro trabalho a avaliar in vitro a interação de 

carbapenêmicos e IgY especificas com P. aeruginosa e A. baumannii resistentes. 

Sugerimos no futuro, a aplicação de IgY especificas contra P. aeruginosa e A. 

baumannii em estudos in vivo, para determinar seus benefícios na aplicação prática.  
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