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RESUMO

Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa S&80 responsaveis por
infeccbes hospitalares de dificil tratamento em razdo da emergéncia de cepas
multirresistentes aos antimicrobianos. IgY, um anticorpo produzido nas aves, tem
sido utilizado em estudos de imunoterapia de doencgas por possuir vantagens, como
a facilidade na sua producéo e purificagcdo. O objetivo desse trabalho foi produzir
anticorpos IgY especificos para cepas de A. baumannii e P. aeruginosa
multirresistente e determinar sua atividade antimicrobiana in vitro. Galinhas
poedeiras (White Leghorns) foram imunizadas via intramuscular nos dias 14, 28, e
42 e receberam 4 doses reforgos a cada 42 dias com 2 cepas de P. aeruginosa e
uma de A. baumannii produtoras de carbapenemases e portadoras dos genes de
resisténcia aos beta-lactamicos blaspm-1, blavim-2 e blaoxa-23 respectivamente
respectivamente. Foram realizadas coletas de sangue e ovo. As técnicas de ELISA e
western blotting foram realizadas para caracterizacdo imunoquimica dos anticorpos
IgY. A acdo antimicrobiana dos anticorpos IgY foi avaliada por incubacao das cepas
bacterianas de A. baumannii e P. aeruginosa a 1x10% UFC/mL com anticorpos IgY
especificos e inespecificos na concentracdo de 5 a 0,156 mg/ml. Os resultados
obtidos mostraram que ha um aumento nos niveis de anticorpos IgY especificos no
soro dos animais a partir da primeira imunizagdo. Os anticorpos IgY extraidos da
gema reconhecem o0s antigenos bacterianos. Além disso, IgY anti-A. baumannii
produtora de OXA-23, promoveu a inibicdo do crescimento in vitro de A. baumannii
blaoxa-23 € IgY anti-P. aeruginosa produtora de SPM-1. Enquanto os anticorpos IgY
anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 foram capazes de inibir o crescimento in vitro
das cepas de P. aeruginosa blaspm-1 € blaviv-2, respectivamente. Em ambos os casos
a inibicdo ocorreu de maneira dose dependente. Nossos resultados sugerem que a
imunoterapia com IgY possa ser uma alternativa utilizada no tratamento de infec¢ées
por A. baumannii e P. aeruginosa multirresistentes aos antimicrobianos.

Palavras-chave: A. Baumannii. P. Aeruginosa. Resisténcia bacteriana.
Imunoterapia. Aves.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa are responsible for
nosocomial infections which are difficult to treat due to the emergence of strains
multiresistant to antimicrobials. IgY, an antibody produced in poultry, has been used
in studies of the immunotherapy of diseases as it possesses advantages such as the
easiness of production and purification. The objective of this work was to produce
specific IgY antibodies to the multiresistant A. baumannii and P. aeruginosa strains
and determine its antimicrobial activity in vitro. Laying hens (White Leghorns) were
immunized intramuscularly on days 14, 28, and 42 and received 4 boosters every 42
days with an inoculum of carbapenemase producing A. baumannii and P. aeruginosa
and carriers of genes conferring resistance to p-lactam bla oxa-23, bla spm-1, and
bla vim-2, respectively. Blood and egg samples were taken. ELISA technique and
western blotting were performed to immunochemical characterization of IgY
antibodies. Bacterial strains of A. baumannii and P. aeruginosa at a concentration of
1x10 6 UFC/mL were incubated with specific and non-specific IgY antibodies in MHB
at the concentration of 5 to 0.156 mg/ml. There was an increase in the levels of
specific IgY antibodies in the serum of animals since the first immunization. Specific
IgY extracted from the yolk showed an intense recognition of bacterial antigens.
Added to that, it was observed that IgY anti-OXA-23-producing A. baumannii, IgY
anti-SPM-1-producing P. aeruginosa and IgY anti-VIM-2-producing P. aeruginosa
promoted inhibition of in vitro growth of A. baumannii and P.aeruginosa carriers of bla
OXA-23. bla SPM-1 bla VIM-2, respectively. In both cases, inhibition happened in a
dose-dependent way. Our results suggest immunotherapy with IgY to be an
alternative to the treatment of infections caused by A. baumannii and P. aeruginosa
multiresistant to antimicrobials.

Keywords: A. Baumannii. P. Aeruginosa. Bacterial resistance. Immunotherapy.
Avian.
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1 INTRODUCAO GERAL

A emergéncia de bactérias Gram-negativas, multirresistente aos
antimicrobianos, € um constante desafio para os profissionais da saude. Nesse
contexto, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii sdo importantes
agentes causadores de infec¢des hospitalares de dificil tratamento, principalmente
em razdo da alta incidéncia de cepas bacterianas portadoras de multiplos genes de
resisténcia a antimicrobianos (EL ZOWALATY et al., 2015).

Estes microrganismos sdo amplamente encontrados em todo o ambiente
hospitalar. Ha relatos de cepas isoladas em leitos, telefones, estetoscopios,
catéteres, aparelhos de ventilagio mecanica e até mesmo nas maos dos
profissionais, tais como enfermeiros e médicos. Portanto, esses bacilos contribuem
diretamente pelas altas taxas de morbi-mortalidade e aumento do tempo de
internacdo dos pacientes, com elevados custos para o hospital (HONG et al., 2015).

As bactérias A. baumannii e P. aeruginosa tém diversos mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos de escolha terapéutica e tem uma disseminacao
rapida pelo ambiente hospitalar, 0 que tem tornado o tratamento cada vez mais dificil
(MENDES et al., 2006). Sendo assim, had a necessidade de se investigar novas
estratégias terapéuticas, como por exemplo, a terapia com anticorpos IgY extraidos
da gema do ovo de galinhas poedeiras. Estudos sobre essa metodologia ja
demonstraram a eficacia desses anticorpos contra infeccdes bacterianas, virais,
fungicas e parasitarias (SCHADE et al., 2005; SPILLNER et al., 2012).

O uso de anticorpos IgY apresenta diversas vantagens quando comparado ao
uso de anticorpos de mamiferos, como a obtencédo de altos niveis de anticorpos a
partir da gema do ovo, de onde os anticorpos podem ser extraidos sem necessidade
de sangria do animal, o que também pode gerar um menor custo de producéo.
(NARAT, 2003; SCHADE et al., 2005). Outra vantagem, € que 0s anticorpos IgY nao
ativam o sistema complemento dos mamiferos, devido as diferencas na porcao Fc
dos anticorpos das aves e mamiferos, aléem de néo apresentarem reacoes cruzadas
com os fatores reumatdides, fazendo com que ocorram menos resultados falsos
positivos, 0 que torna esses anticorpos uma notavel alternativa para imunoterapia
(LARSSON; SJOQUIST, 1990).

Devido as diversas vantagens apresentadas pela terapia com anticorpos IgY,

neste trabalho avaliou-se a agéo de anticorpos IgY contra cepas de A. baumannii e
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P. aeruginosa multirresistentes aos antimicrobianos e produtoras de
carbapenemases. Desta maneira este estudo pode contribuir para o
desenvolvimento de produtos inovadores para o tratamento de infec¢des por bacilos

gram-negativos e para o conhecimento cientifico na area de imunoterapia passiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BaciLos GRraAM NEGATIVOS NAO FERMENTADORES E RESISTENCIA AOS

ANTIMICROBIANOS

A emergéncia e disseminacdo de bactérias resistentes a multiplos agentes
antimicrobianos tem se tornado uma das principais ameacas a saude publica
mundial. Infecgbes causadas por patdgenos multirresistentes e pan-resistentes
estdo intimamente associadas as altas taxas de morbidade/mortalidade, ao
prolongamento da hospitalizacdo dos pacientes, e ao aumento dos custos
hospitalares devido as opcdes terapéuticas antimicrobianas limitadas disponiveis
(HONG et al., 2015).

Os Bacilos Gram negativos ndo fermentadores da Glicose, Acinetobacter
baumanni e Pseudomonas aeruginosa, S&80 microrganismos encontrados
comumente na natureza, no entanto, podem causar uma variedade de infeccoes
hospitalares e comunitarias incluindo sépse, pneumonia, infecgées do trato urinario,
infeccdo dos tecidos moles, de ferida cirdrgica e de queimaduras (EL ZOWALATY et
al.,, 2015). Estes microrganismos sdo frequentemente isolados de pacientes
imunocomprometidos, hospitalizados em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI),
que foram submetidos a procedimentos invasivos, que fizeram uso de terapia
imunossupressora ou que realizaram transplante de érgaos (SCHNEIDER et al.,
2012).

Devido a resisténcia intrinseca e adquirida apresentada por P. aeruginosa e
A. baumannii apenas classes limitadas destes antimicrobianos sédo eficazes no
tratamento das infeccdes causadas por estes patdgenos. Dentre os antimicrobianos
utilizados para tratar infeccbes por A. baumannii e P. aeruginosa multirresistentes,
os carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem, biapenem e doripenem)
sdo considerados os B-lactamicos de escolha. Estes farmacos apresentam elevada
afinidade pelas proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), notavel estabilidade as beta
lactamases de espectro estendido (ESBL) produzidas, e 6tima permeabilidade nas
membranas externas bacterianas (PAPP-WALLACE et al., 2011).

No entanto, verifica-se um crescente aumento no numero de isolados de A.
baumannii e P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos em decorréncia de

mecanismos como: 1) diminuicdo da permeabilidade por mutacdes que levam a
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perda de porinas, dificultando a permeabilidade do antimicrobiano na célula
bacteriana; 2) hiperexpressdao de bombas de efluxo resultando na extrusdo de
antimicrobianos; 3) modificacdes do sitio da acdo do antimicrobiano, substituindo o
alvo original e 4) producéo de carbapenemases (MENDES et al., 2006).

2.2 CARBAPENEMASES

Entre os varios mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, a producdo
de carbapenemases é o principal mecanismo que A. baumannii e P. aeruginosa
adquirem resisténcia aos carbapenémicos. A emergéncia e a disseminacdo das
cepas bacterianas produtoras de carbapenemase coloca em risco o tratamento de
infeccbes utilizando os carbapénemicos, gerando uma preocupacdao mundial
(FIGUEIREDO et al., 2009; MASTERTON, 2009).

As carbapenemases sdo enzimas da familia das B-lactamases capazes de
hidrolisar praticamente todas as classes de B- lactamicos disponiveis na terapéutica.
Essas enzimas, em geral, sdo codificadas por genes localizados em elementos
genéticos moveis, como plasmideos, integrons e transposons que facilitam a sua
transferéncia entre diferentes espécies ou géneros bacterianos (ROSSOLINI et al.,
2007).

A classificacdo molecular de Ambler divide essas enzimas em quatro classes
(A a D). As classes A, C e D apresentam o aminoécido serina em seu sitio ativo e a
classe B que requer um ion metélico divalente como co-fator, geralmente o Zn2+, e
recebem, entdo, a denominacdo de metalo-beta-lactamases (MBL) (AMBLER,
1980). Estas enzimas sdo, usualmente, transferidas por plasmideos facilitando a sua
disseminagcdo e aquisicdo por cepas bacterianas (MELETIS; CHATZIDIMITRIOU,;
MALISIOVAS, 2015).

Vérias MBL tem sido identificadas em P. aeruginosa e/ou A. baumannii: IMP
(imipenemase) (WATANABE et al., 1991), VIM (Verona imipenemase) (LAURETTI et
al., 1999), NDM (New Delhi metallo- B- lactamase), SPM (S&o Paulo metalo-3-
lactamase) (TOLEMAN et al., 2002), GIM (German imipenemase) (CASTANHEIRA
et al., 2004) e SIM (Seoul imipenemase) (LEE et al., 2005), DIM (Dutch
imipenemase), KHM (Kyorin Health Science MBL 1), TMB-1 (Tripoli metallo - B-
lactamase), FIM-1 (Florence imipenemase) e AIM (Adelaide imipenemase) (ZHAO,;
HU, 2015).
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Dos subgrupos de MBL identificados a IMP e a VIM, sdo 0s grupos mais
frequentes, encontradas em varias cepas bacterianas em diversos paises. A IMP -1
foi identificada a primeira vez em isolados Serratia marcescens, no Japao, em 1991
e em 1997, e a VIM-1 foi identificada em isolado de P. aeruginosa em Verona, na
Italia (BERTONCHELI; HORNER, 2008; LAURETTI et al., 1999; WATANABE et al.,
1991; ZHAO; HU, 2015). Na Franca, em 1996, foi identificada pela primeira vez, em
P. aeruginosa a MBL VIM-2, uma variante do grupo VIM mais disseminada
mundialmente, relatada em diferentes espécies bacterianas e diversas regides
geograficas (BERTONCHELI; HORNER, 2008).

No Brasil, a SPM-1 € a MBL prevalente, a qual foi pela primeira vez
identificada em amostras de P. aeruginosa recuperada do trato urinario de um
paciente hospitalizado no complexo Hospital S&o Paulo, da Universidade Federal de
Sédo Paulo (UNIFESP). Desde entdo, SPM-1 s6 foi encontrada em P. aeruginosa
(BERTONCHELI; HORNER, 2008; TOLEMAN et al., 2002; ZHAO; HU, 2015).

O principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii é
a producdo de carbapenemases da classe D de Ambler (Carbapenem-hydrolyzing
class D B-lactamase-CHDLS), sendo essas enzimas as mais prevalentes em A.
baumannii. Essas enzimas foram classificadas em subgrupos conhecidos como:
OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA 58, OXA-143, OXA- 213, OXA-214, OXA-229 e
OXA-235 (EVANS; AMYES, 2014).

A enzima OXA-23 foi identificada pela primeira vez em isolados de
A.baumannii no Reino Unido em 1985. Ela € a mais comum e mais disseminada
carbapenemase encontrada em A. baumannii mundialmente, sendo reportada na
Europa, América do Norte, América do Sul e Asia. Quando produzida por cepas de
A. baumannii, essa enzima pode estar relacionada a resisténcia ao tratamento por
carbapenémicos (EVANS; AMYES, 2014; HERITIER et al., 2005).

A emergéncia de cepas bacterianas portadoras de varios mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos tem gerado uma preocupacdo mundial,
principalmente porque dentro dos ultimos 25 anos, o numero de desenvolvimento de
novas classes destes farmacos diminuiu continuamente e os existentes ndo sao
mais eficazes no tratamento a doencgas infecciosas. Assim, infeccdes comuns que
por décadas tém sido tratadas podem novamente ter um impacto prejudicial ao

hospedeiro, caso novas estratégias ndo forem desenvolvidas (MAISCH, 2015).
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Antes da descoberta dos antibidticos, a terapia com anticorpos foi
primeiramente utilizada para o tratamento de infeccdes humanas. Na década de
1890 e no inicio do século 20, essa terapia foi utilizada no tratamento de doencas
causadas por agentes bacterianos como Coryneobacterium diphtheriae,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria menigitidis, entre outras (GUIMARAES;
CORREIA; GAMA FILHO, 2008). Desde entdo os anticorpos monoclonais e
policlonais séo utilizados ndo apenas na imunoterapia, mas também em pesquisas e
imunodiagnostico, os quais, atualmente, sdo produzidos em mamiferos, como
cavalos, ovelhas, coelhos e ratos (NARAT, 2003).

A producdo dos anticorpos em mamiferos apesar de promover muitos
beneficios, apresentam algumas desvantagens, como por exemplo, dificuldades com
o bem estar animal, uma vez que para obtencdo desses anticorpos é necessario
sangrar o animal, e no caso de anticorpos monoclonais o sacrificio do animal para
retirada do baco (NARAT, 2003).

Em 1983, Klemperer, um pesquisador alemé&o, demonstrou pela primeira vez
que anticorpos especificos produzidos em galinhas, em resposta a imunizacdo, sdo
transferidos para a gema do ovo. Esse resultado estimulou a producdo de mais
conhecimento sobre a producdo de anticorpos em aves, principalmente quando o
bem estar animal tornou-se uma questao ética. Desde a década de 1980, ha uma
aplicacdo mais ampla dos anticorpos extraidos da gema de ovo de galinhas, devido
a diversos relatos sobre os varios aspectos da tecnologia IgY como a criacdo de
galinhas poedeiras, a transferéncia, purificacdo da IgY e sua utilidade em
diagndsticos, profilaxia e terapia (GUIMARAES; CORREIA; GAMA FILHO, 2008;
SCHADE et al., 2005).

2.3 ANTICORPOS IGY

O sistema imune dos animais vertebrados apresentam dois mecanismos de
defesa, o inato e o adaptativo. Ambos foram desenvolvidos para proteger um
organismo da invasdo de microrganismos, substancias estranhas e células malignas
(SCHADE et al., 2005). A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do
organismo, respondendo rapidamente contra organismos invasores de maneira

padronizada e inespecifica. Ja a resposta adaptativa € especifica, responde de

maneira mais eficiente aos casos de persisténcia de um mesmo organismo
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(CARLANDER, 2002; MORGULIS, 2002) e pode ser dividida em resposta imune
celular e humoral (SCHADE et al., 2005).

Como nos mamiferos, a resposta imune humoral das aves envolvem células
B e plasmdécitos, os quais sdo responsaveis pela producdo e secrecdo das
imunoglobulinas. As células B s&o linfécitos ndo estimulados e imaturos, que em
contato com o antigeno ou quando estimuladas pelas células T CD4+, diferenciam-
se em plasmécitos (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas que se ligam especificamente a
antigenos, e tem como principais funcdes a ativacdo do complemento, opsonizacao,
neutralizacdo, e podem também desencadear reacdes como precipitacdo e
aglutinacdo (CARLANDER; STALBERG; LARSSON, 1999).

Nas aves sédo relatadas 3 classes de imunoglobulinas, IgA, IgM e IgY.
(CARLANDER; STALBERG; LARSSON, 1999) diferente dos mamiferos, que
apresentam cinco classes de imunoglobulinas: IgA, 1gG, IgM, IgD, IgE (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011). Nas aves a diversidade de imunoglobulinas ocorre por
conversao génica, mecanismo de geracao de diversidade diferente da recombinacéo
génica, observada em mamiferos (SCHADE et al., 2005).

A IgA e IgM das aves sdo equivalentes as encontradas nos mamiferos,
guanto a composicdo, peso molecular e mobilidade eletroforética (CARLANDER,;
STALBERG; LARSSON, 1999). A IgA, é a principal imunoglobulina encontrada nas
mucosas dos aparelhos digestivo, respiratorio e reprodutor, além das glandulas de
Harder, sendo produzidas comumente apos o 5° dia de exposicdo ao antigeno
(LESLIE; CLEM, 1969; LESLIE; MARTIN, 1973; WATANABE; KOBAYASHI;
ISAYAMA, 1975). J4 a IgM é o receptor de membrana plasmatica predominante nos
linfécitos B, considerada a imunoglobulina de fase aguda, a qual é produzida durante
a resposta imune primaria (LESLIE; CLEM, 1969).

Nas aves, a principal imunoglobulina produzida na resposta imune secundaria
€ a IgY (SILVA; TAMBOURGI, 2010; WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995). Essas
imunoglobulinas s&o encontradas no soro desses animais e podem ser transferidas
para gema do ovo dos mesmos, e por isso recebe o nome de IgY que faz referéncia
ao termo inglés Yolk, que significa gema (LESLIE; CLEM, 1969).

Os anticorpos IgY possuem uma estrutura molecular constituida de duas
cadeias leves e duas cadeias pesadas, como os anticorpos IgG de mamiferos. A

cadeia pesada da IgY consiste de um dominio variavel e quatro dominios constantes
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(CH1, CH2, CH3 e CH4), que conferem a cadeia pesada uma massa molecular de
aproximadamente 65 kDa, enquanto a cadeia pesada da IgG de mamiferos contém
apenas trés dominios constantes (CH1, CH2 e CH3) com uma massa molecular de
50 kDa. A massa molecular de IgY e IgG é de 180 kDa e 150 kDa, respectivamente.
Ambos o0s anticorpos apresentam uma cadeia leve constituida de um dominio
variavel e um dominio constante, com uma massa molecular entre 19 kDa - 23 kDa
(SILVA; TAMBOURGI, 2010; SPILLNER et al., 2012).

Os anticorpos IgY apresentam uma flexibilidade limitada em relagdo a IgG,
devido a presenca de residuos de prolina e glicina em seus dominios constantes
(WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995). Outra caracteristica da IgY € a estabilidade em
temperatura entre 60 e 65°C (KOVACS-NOLAN; MINE, 2012) e pH de 4 a 11
enquanto a IgG é estavel em um temperatura inferior a 70°C e pH de 3 a 10 (HATTA
et al., 1993; SHIMIZU et al., 1992; ZHANG, 2003). Como ocorre na IgG dos
mamiferos, a regido Fc da IgY aviaria é responsavel por suas funcdes biolégicas
efetoras como a fixacdo do complemento, opsonizacdo. A transferéncia dos
anticorpos IgY para o saco vitelinico também é dependente da porcédo Fc, uma vez
que esse processo € mediado por receptores (CARLANDER; STALBERG,;
LARSSON, 1999; NOLL; LUTSCH; BIELKA, 1982; SCHADE et al., 2005).

As IgY s@o diretamente secretadas na circulacdo, pelos plasmécitos, com
uma meia vida que dura cerca de 36 a 65 horas (SCHADE et al., 2005). Esses
anticorpos atingem uma concentracdo de 1,0-1,5 mg/ml no soro (DAVIES et al.,
1995), que € mantida constante devido ao equilibrio entre a sintese da IgY e sua
transferéncia para a gema do ovo. A transferéncia da IgY do soro das aves para a
gema do ovo, demora cerca de 5 dias (MOHAMMED et al., 1998), e € um processo
de imunizacdo passiva, na qual a gema se torna uma fonte de anticorpos para
protecdo de pintainhos novos, durante os primeiros dias apos eclosdo. As
concentracbes do anticorpo IgY variam de 50 a 100 mg por gema de ovo
(GUIMARAES; CORREIA; GAMA FILHO, 2008), no entanto, estudos tem observado
gue essas concentracdes podem variar entre os individuos, linhagens genéticas ou
racas (NARAT, 2003).
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2.4 1GY NA IMUNOTERAPIA

Sao muitas as vantagens da utilizacdo da IgY na pesquisa, imunodiagnostico
e imunoterapias em relacdo ao uso de IgG de mamiferos (NARAT, 2003). A
manutencdo de galinhas gera um custo mais baixo em relacdo a manutencao de
coelhos, além disso, a producédo de anticorpos em uma galinha corresponde ao de
um mamifero, tal como uma ovelha ou uma cabra. Uma galinha pode produzir
aproximadamente 17-35g de IgY total por ano, dos quais 10% séo especificos para
antigenos (SCHADE et al.,, 2005). Como em galinhas esses anticorpos s&o
transferidos para a gema do ovo a extracdo da IgY torna-se menos trabalhosa, com
baixo custo econ6mico e menos invasiva, consequentemente menos dolorosa
garantindo o bem-estar animal (SCHADE et al., 2005).

Outras vantagens relatadas em relacdo ao uso da IgY sdo a distancia
filogenética, que contribui para que a producédo de anticorpos IgY em resposta a um
antigeno de mamiferos seja mais eficiente do que a propria 1IgG de mamiferos
(LARSSON, SJOQUIST, 1990); a ndo interagdo com fatores reumatoides
(autoanticorpos que reagem com a por¢ao Fc da IgG de mamiferos) (KUMAR et al.,
2010); a nado ativacdo da cascata do complemento dos mamiferos e a nao interacéo
com 0s receptores para a porcado Fc das imunoglobulinas presentes na superficie de
células de mamiferos (SCHMIDT et al., 1993).

A imunidade passiva de anticorpos IgY vem sendo amplamente estudada
para conferir uma imunidade protetora em seres humanos e animais contra varios
patdgenos, principalmente a agentes virais e bacterianos causadores de doencas,
tornando uma alternativa interessante no controle de organismos resistentes a
antibiéticos e nado responsivos a antibioticoterapia (CHALGHOUMI; BECKERS;
THEWIS, 2009).

A transferéncia de anticorpos pode ser realizada por via intravenosa ou oral.
Esta dltima, é a via de escolha para o tratamento das infec¢cdes do trato
gastrointestinal (CHALGHOUMI; BECKERS; THEWIS, 2009).

Muitos patégenos ao colonizar um organismo precisam aderir as células
desse hospedeiro, principalmente a mucosa intestinal e respiratoria, de maneira
efetiva para garantir a invasdo (SCHADE et al., 2005). Neste sentido, estudos tem
demonstrado que administracdo oral de IgY especifica é capaz de reduzir a

aderéncia de P. aeruginosa no trato respiratério de pacientes portadores de fibrose
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cistica e, assim, diminuir a necessidade do uso de antibioticos por esses pacientes
(KOLLBERG et al.,, 2003; NILSSON et al., 2007), reduzir os niveis de bactérias
Solobacterium moorei na cavidade oral de camundongos (LI et al., 2012), e reduzir a
perda 6ssea alveolar em camundongos com doenca periodontal causada por
Fusobacterium nucleatum (XU et al., 2012).

Os anticorpos IgY também foram efetivos no controle de infec¢cbes bucais
causadas pela levedura Candida albicans, diminuindo a capacidade desses micro-
organismos de aderirem a células humanas, e a préteses dentarias (IBRAHIM et al.,
2008; KAMIKAWA et al.,, 2016) e reduzir a gravidade das lesdes da lingua de
camundongos (IBRAHIM et al., 2008). Takeuchi et al. (2014) mostrou que o uso do
gel de hidratacdo oral a base de IgY por idosos, reduz significativamente a presenca
de coldnias de C. albicans em swabs, diminuindo o risco de candidiase oral.

O controle de infec¢des gastrointestinais por anticorpos IgY foi demostrado
em diversos estudos, os quais mostraram o bloqueio da adesdo da Salmonella
enteric serovars Enteritidis e Typhimurium em células intestinais humanas in vitro
(CHALGHOUMI et al., 2009) e a interferéncia da IgY no desenvolvimento de Ulcera
gastrica por Helicobacter pylori (SHIN et al., 2002; WANG et al., 2014). Outro estudo,
mostrou que, em modelo murino, a administracdo oral de IgY retardou o
aparecimento de diarreia em individuos submetidos a infeccdo por Clostridium
difficile. Além disso, a IgY foi capaz de reduzir a adesdo de esporos da bactéria
Clostridium difficile em células intestinais in vitro (PIZARRO-GUAJARDO et al.,
2017).

Em infeccBes de pele causadas por bactérias Propionibacterium acnes, 0s
anticorpos IgY especificos foram capazes de reduzir significativamente a adeséo e o
crescimento de colbnias de P. acnes in vitro (REVATHY et al., 2014).

Estudos in vitro mostraram a atividade antimicrobiana do IgY contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus sendo capaz de afetar o crescimento
dessas bactérias causadoras de mastite em bovinos (GUIMARAES et al., 2009;
ZHEN et al., 2008a, 2008b; WANG et al., 2011).

Na aquicultura, espécies de bactérias e virus tem provocado preocupacéo dos
cultivadores uma vez que infecgbes tem levado a mortalidade de peixes teledsteos e
camardes, entretanto, estudos tem mostrado que IgY especifica confere protecéo
desses peixes contra Vibrio aguillarum, causador da Vibriose (ARASTEH et al.,
2004; GAO et al.,, 2016; LI et al., 2014), e de Yersinia ruckerii diminuindo a
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mortalidade (LEE et al., 2000). Esse efeito protetor também foi demostrado no
tratamento com IgY anti WSSV (white spot syndrome virus) em camardes infectados
(KIM et al., 2004).

lgY foi capaz de inibir o crescimento de Listeria monocytogenes (SUI; CAO;
LIN, 2011) e Shewanella putrefaciens em amostras de carne de peixe fresco
(ZHANG et al., 2014). Além disso, estudos in vitro mostraram que IgY contra
Piscirickettsia salmonis foi capaz de afetar o crescimento dessa bactéria causadora
de infecdo em salmdes (OLIVER et al., 2015).

Véarios estudos, tem demonstrado resultados promissores no tratamento
profilatico e terapéutico de IgY contra diferentes infec¢des virais, incluindo virus
influenza A e B (NGUYEN et al, 2010; WALLACH et al, 2011), infeccdo por rotavirus
humano (RV) (DAI et al., 2013; VEGA et al., 2012;) e por norovirus humano (NoV)
(DAl et al., 2013).

A atividade da IgY contra protozoarios foi relatada em estudos que verificaram
que camundongos infectados com Trypanosoma evansi tiveram uma maior
sobrevida quando tratados com IgY (SAMPAIO et al., 2014) e que aves infectadas
com Eimeria tenella e Eimeria maxima apresentaram menor perda de peso, menor
leséo intestinal e reducdo na producdo de odcitos nas fezes dos animais tratados
com IgY (LEE et al., 2009).

Diversos estudos tém mostrado o efeito inibitério e terapéutico de anticorpos
IgY contra diferentes espécies de bactérias, fungos, virus e protozodrios. Esses
resultados sugerem que a IgY pode ser utilizada como uma estratégia alternativa ao
tratamento de muitas doencas infecciosas graves aos seres humanos e animais.
Deste modo, este estudo teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
anticorpos IgY contras bactérias, causadoras de infec¢Bes hospitalares graves, A.

baumannii e P. aeruginosa multirresistentes aos antimicrobianos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir anticorpos IgY e caracterizar a atividade antimicrobiana in vitro dos

mesmos contra bactérias multirresistentes aos antimicrobianos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir anticorpos IgY anti-A. baumannii produtora de OXA-23, IgY anti-P.
aeruginosa produtora de SPM-1 e IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2
multirresistentes aos antimicrobianos.

e Caracterizar imunoquimicamente o0s anticorpos IgY anti-A. baumannii
produtora de OXA-23, IgY anti-P. aeruginosa produtora de SPM-1 e IgY anti-
P. aeruginosa produtora de VIM-2 por ELISA e western blotting.

e Determinar a atividade antimicrobiana in vitro dos anticorpos IgY anti-A.
baumannii e anti-P. aeruginosa contra isolados de A. baumannii e P.
aeruginosa multirresistentes aos antimicrobianos pelo teste de Concentracao

Inibitéria Minima.
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Andlise da atividade antimicrobiana in vitro de anticorpos IgY contra bactérias

multirresistentes aos antimicrobianos

Resumo

Objetivo: Produzir anticorpos IgY especificos para cepas de A. baumannii e P.
aeruginosa multirresistente e determinar sua atividade antimicrobiana in vitro.
Métodos e resultados: IgY especificos foram produzidos por imunizacdo de
galinhas poedeiras com 2 cepas de P. aeruginosa e uma de A. baumannii
produtoras de carbapenemases e portadoras dos genes de resisténcia aos beta-
lactamicos blaspm-1, blavim-2 € blaoxa-23 respectivamente, inativadas com formalina 1%.
A 1gY foi obtida por meio do processo de precipitacdo com sulfato de amonia e
caracterizada por SDS-PAGE, ELISA e western blotting. A acdo antimicrobiana foi
avaliada pelo teste de concentracdo inibitério minima. IgY especificos extraidos da
gema demonstraram um intenso reconhecimento dos antigenos bacterianos. O
ensaio de atividade antimicrobiana de anticorpos IgY in vitro, mostrou que IgY anti-A.
baumannii produtora de OXA-23, inibiu crescimento de A. baumannii portadoras dos
genes de resisténcia blaoxa-2s. Enquanto, a IgY anti-P. aeruginosa produtora de
SPM-1 e IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 também foram capazes de inibir
o crescimento de P. aeruginosa portadoras dos genes de resisténcia blaspv-1 €
blaviv-2, respectivamente. Em ambos o0s casos a inibicdo foi dose dependente.
Concluséo: IgY especificos inibiu o crescimento in vitro de bactérias A. baumannii e
P. aeruginosa multirresistentes aos antimicrobianos. Significancia e impacto do
estudo: IgY especificos pode ser uma alternativa ao tratamento de infec¢des por A.
baumannii e P. aeruginosa multirresistentes aos antimicrobianos.

Palavras-chave: A. baumannii, P. aeruginosa, resisténcia bacteriana, imunoterapia,
aves.

Introducao

Os bacilos Gram-negativos (BGN) Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii sdo importantes patdgenos oportunistas responsaveis por infeccdes
hospitalares de dificil tratamento, tais como pneumonias, bacteremias, infec¢cdes em
feridas cirargica e infec¢des do trato urinario (Falagas & Kopterides, 2006).

A emergéncia de cepas de A. baumannii e P. aeruginosa, multirresistentes
aos antimicrobianos, no ambiente hospitalar tem gerado preocupacgéo por parte dos
profissionais da saude, devido a facilidade desses microrganismos colonizarem
aparelhos de ventilacdo mecéanica, catéteres e leitos, e se disseminarem no
ambiente hospitalar (Figueiredo, Castro, Santos, Teixeira, & Mondino, 2009).

Os carbapenémicos séo os antimicrobianos de escolha para o tratamento de
infeccbes hospitalares causadas por bactérias multirresistentes da familia

Enterobacteriaceae e pelos bacilos Gram negativos néao fermentadores A. baumannii
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e P. aeruginosa. No entanto, o aparecimento das carbapenemases, capazes de
hidrolisar praticamente todas as classes de beta-lactamicos, tem colocado em risco
a terapia com esses antimicrobianos (Figueiredo et al. 2009; Masterton 2009).

Em razdo do aumento da frequéncia de isolados de P. aeruginosa e A.
baumannii portadores de genes codificadores de carbapenemases, € de extrema
importancia o desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento de infec¢des
bacterianas de um modo geral, e de infec¢coes por BGN multirresistentes (Ayraud-
Thévenot et al., 2012; Gill et al., 2011).

A producao de anticorpos da classe IgY esta se tornando uma alternativa para
a imunoterapia, imunodiagnéstico e para a pesquisa em que usualmente s&o
utilizados anticorpos IgG de mamiferos (Narat, 2003). A IgY é uma imunoglobulina
encontrada nas aves, homologa a IgG de mamiferos. Esses anticorpos IgY sé&o
transferidos da galinha para o ovo e conferem uma imunidade passiva para o
embrido e recém nascido (Kowalczyk, Daiss, Halpern, & Roth 1985; Rollier,
Charollois, Jamard, Trepo, & Cova, 2000).

A transferéncia em grande quantidades da IgY para a gema do ovo, garante
uma vantagem do uso da IgY em imunoterapia em relacdo a IgG de mamiferos,
porque a extracdo da IgY torna-se menos trabalhosa, com baixo custo econémico e
menos invasiva, consequentemente menos dolorosa garantindo o bem estar animal
(Schade et al., 2005).

Estudos tem mostrado que a imunidade passiva de anticorpos IgY tem
conferido uma imunidade protetora em seres humanos e animais contra doencas
causadas por varios patdogenos, como Pseudomonas aeruginosa em pacientes com
fibrose cistica (Kollberg et al., 2003; Nilsson et al. 2007), infec¢bes bucais por
Candida albicans (Ibrahim et al. 2008; Kamikawa et al. 2016), perda 6ssea alveolar
por Fusobacterium nucleatum (Xu et al., 2012), gastrite por Helicobacter pylori (Shin
et al., 2002; Wang et al., 2014), pneumonia por Acinetobacter baumannii (Jahangiri
et al., 2019), infeccdo por rotavirus humano (RV) (Dai et al. 2013; Vega et al., 2012),
virus influenza A e B (Nguyen et al., 2010; Wallach et al.,, 2011), infec¢gbes por
protozoarios Trypanosoma evansi (Sampaio et al., 2014) e Eimeria tenella e Eimeria
maxima (Lee et al., 2009).

Esses resultados tem demonstrado que a IgY é uma alternativa interessante
no controle de organismos multirresistentes a antimicrobianos e n&o responsivos a

antibioticoterapia. Com isso, este estudo teve por objetivo produzir anticorpos IgY
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anti-A. baumannii e IgY anti-P. aeruginosa e avaliar a atividade antimicrobiana
desses anticorpos IgY contra A. baumannii e P. aeruginosa multirresistentes aos

antimicrobianos e produtoras de carabapenemases.

Material e métodos

Cultura Bacteriana

Foram utilizadas cepas padrdo de A. baumannii e P. aeruginosa
multirresistentes e portadoras dos genes codificadores das carbapenemases blaoxa-
23; blaspm1 blaviv-2 (Tabela 1), respectivamente. Esses isolados clinicos foram
gentilmente cedidos pela Prof?. Dra. Ana Cristina Gales do Laboratorio Alerta da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). As cepas padrdo foram crescidas
em Tryptic Soy Broth (TSB) por 24 horas e mantidas em estufa a 37°C, em seguida
a cultura bacteriana foi novamente crescida em biplacas com meio de cultura
MacConkey (Difco ™) e CHROMagar (Difco ™) a 37°C por 24 horas, para confirmar
se nao ocorreu contaminacao e logo apds foram armazenadas em microtubos de 1,5

ml contendo agar nutriente e mantidas a temperatura ambiente.

Preparo do Antigeno

Foram preparadas suspensdes bacterianas a 2,0 x 10° UFC/mL inativadas
com formalina 1% para serem utilizadas como antigenos para imunizacédo e ELISA.
As cepas bacterianas de A. baumannii e P. aeruginosa produtoras de OXA-23, SPM-
1 e VIM-2, respectivamente, armazenadas foram transferidas para caldo TSB a 37°C
por 24 horas. Apés esse periodo as subcultura bacterianas foram centrifugadas por
5 minutos e lavadas 3 vezes com PBS pH 7,4 para retirada do meio de cultura. O
pellet foi adicionado imediatamente a solucdo de formalina 1% por 18 horas a 37°C
para inativacao das bactérias. As suspensdes bacterianas foram cultivadas em meio
de cultura MacConkey (Difco ™) e CHROMagar (Difco ™) a 37°C por 24 horas, para
confirmar a sua inativacao e em seguida ressuspendidas em PBS, e armazenadas a
— 20°C.
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Animais

Foram utilizadas 9 galinhas Gallus gallus da linhagem White Leghorn, com 12
semanas de idade, divididas em 3 grupos, com 3 animais cada. Um grupo foi
imunizado com A. baumannii produtora de OXA-23, outro com P. aeruginosa
produtora de SPM-1 e o outro com P. aeruginosa produtora de VIM-2. As galinhas
foram obtidas e mantidas na Granja da Fazenda Escola da Universidade Estadual
de Londrina, em temperatura ambiente, com agua e ragéo ad libitum.

A utilizacdo dos animais foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
experimentacdo animal da Universidade Estadual de Londrina, sob o protocolo de n°
11983.

Imunizacdo dos Animais

Os animais foram imunizados com 400 pl da solugdo de antigeno (200 pl de
bactéria 2,0x10° CFU/mL em 200 pl de adjuvante incompleto de Freund) via
intramuscular em dois pontos do peitoral. As imuniza¢Ges foram realizadas 14, 28,
42, 84, 126 e 168 dias apos a primeira imunizacdo. O sangue dos animais foram
coletados antes da 12 imunizacdo e 7 dias apds cada imunizacdo. A partir da 4°
imunizacdo foram realizadas as coletas dos ovos, uma semana apés cada
imunizacdo. ApOs obtenc¢éo do soro e da gema os mesmos foram armazenados a —

20°C até o momento do uso.

Anélise da Producdo de Anticorpos IgY

Os niveis de anticorpos IgY anti-A. baumanni produtora de OXA-23, IgY anti-
P. aeruginosa produtora de SPM-1 e IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2
apos imunoestimulacdes, foram determinados por ELISA indireto. Placas de
microtitulacdo de 96 pocos, Costar®, foram sensibilizadas com 100 ul /poco do
antigeno (suspenséo bacteriana 1x10%8 UFC/mL) em solucdo de tampéo carbonato-
bicarbonato de so6dio com pH 9,6 e incubadas overnight a 4 °C. As placas foram
lavadas 3 vezes com PBS pH 7,4 e bloqueadas com 150 pl /poco PBS leite
desnatado 5% (Leite Molico, Nestlé) por 2 horas a 37°C. Em seguida foram

realizadas 3 lavagens com PBS-Tween 20 (Vetec Quimica Fina) a 0,05%. Apods
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lavagem foi adicionado 100ul/poco de soro de galinha diluido 1: 500 em PBS leite
1%, e a placa foi incubada por 1 hora a 37°C. Novamente as placas foram lavadas
como descrito anteriormente, e entdo foram adicionados 100ul/pogo de anti-IgY de
galinha peroxidase (Bethyl Laboratories) na concentracdo de 1: 40.000 em PBS leite
1%, seguido de incubacé&o por 1 hora a 37°C.

Apés lavagem da placa com PBS-Tween 20 a 0,05 % foi adicionado
100ul/pogco da solucdo de substrato em tampdo acetato de sodio 0,1M pH 5,2
contendo 0,1 mg de tetrametilbenzidina (TMBZ, Acrdés Organics) e 0,005% de
peroxido de hidrogénio (H202 30%, FMaia), seguido de incubacgdo a 37°C por 15
minutos. Em seguida foi adicionado 50ul/poco da solugcéo de acido sulfurico (Vetec
Quimica Fina) a 2N para interromper a reacdo e a densidade Optica foi realizada em

um comprimento de onda de 450nm.

Purificacdo dos Anticorpos IgY — SDS-PAGE

Os anticorpos IgY foram obtidos por meio do processo de precipitacdo com
sulfato de amoénia, descrito por Akita e Nakai (1992). As gemas coletadas foram
diluidas 1:7 em agua acida pH 2,5 overnight a 4°C e em seguida foram filtradas com
papel de filtro para retirada da porcao lipidica. Apos filtracdo, foi adicionado sulfato
de amoénio saturado 1:3 a solucéo filtrada e mantida em agitacdo, a temperatura
ambiente por 30 minutos. A solucao foi centrifugada a 3.000g por 15 minutos e o
precipitado foi ressuspendido em sulfato de sddio 18% e mantido em agitacdo em
temperatura ambiente por 20 min, apds esse periodo a solucdo foi novamente
centrifugada 3.000g e o precipitado ressuspendido em sulfato de sédio 14% em
temperatura ambiente sob agitacdo. A solucdo foi novamente centrifugada por 20
minutos e ressuspendida em PBS pH 7,4 e armazenada a -20°C. Foi realizado o
método de Bradford (1976) para determinar a concentracdo de proteina da solucéo
de IgY extraida da gema e sua pureza verificada atraves de eletroforese de gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%, corado com Comassie Blue (Vetec Quimica Fina).
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Titulos de Anticorpos Contra A. baumanni Produtora de OXA-23 e P.
aeruginosa Produtoras de SPM-1 e VIM-2

A titulagcdo dos anticorpos IgY, extraidos da gema, contra A. baumanni
produtora de OXA-23 e P. aeruginosa produtora de SPM-1 e VIM-2 foi realizada por
ELISA indireto como descrito no item acima. Porém, as amostras de IgY foram
diluidas seriadamente com fator de diluicdo 2, a partir de 10 pg/ml até 0,078 pg/ml.
As absorbéancias obtidas pelas diluicdes das IgY anti-A. baumanni produtora de
OXA-23, IgY anti-P. aeruginosa produtora de SPM-1 e IgY anti-P. aeruginosa
produtora de VIM-2 foram submetidas ao programa CurveExpert 1.4 e construida

uma curva padréo para determinar a unidade de ELISA a partir da O.D de 0,2.

Western blotting

Para realizacdo da técnica de western blotting, as cepas bacterianas de A.
baumannii e P. aeruginosa foram crescidas em 3 ml de TSB por 24 horas a 37°C,
em seguida essa suspensado bacteriana foi centrifugada 3.000g por 15 minutos e
ressuspendida com PBS pH 7,4 e novamente centrifugado 3.000g por 15 minutos e
descartado o sobrenadante. Esse processo foi repetido por mais 1 vez para retirada
do meio de cultura (TSB). Apds essa lavagem as bactérias foram suspensas em
500pul de PBS pH 7,4 e armazenadas a -20°C. Para obtencédo do perfil eletroforético
SDS-PAGE das bactérias, foi preparado um gel de poliacrilamida a 12,5 %, no qual
foram adicionados 5 ul da suspenséo bacteriana em tampao de amostra redutor (0,5
mL de Tris-SDS pH 6,8; 0,2 g de SDS; 1,5 mL de glicerol; 0,25 mL de 2-
mercaptoetanol; 0,0004 g de azul de bromofenol; 1 mL de agua destilada). Em
seguida, as proteinas bacterianas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose por meio da cuba de transferéncia Minitrans-Blot®cell module (China) a
150 mA overnight a 4°C.

A membrana foi submetida a uma solugcéo de Ponceau (0,59 de Ponceau; 0,1
ml de acido acético; 100 ml de agua destilada) para confirmacdo da transferéncia
das proteinas, apdés esse processo a membrana foi lavada 3 vezes com agua
destilada para retirada do Ponceau e incubada com PBS leite desnatado 5% (Leite
Molico, Nestlé) a 37°C por 2 horas. Foram realizadas 3 lavagens com PBS pH 7,4 e

a membrana foi novamente incubada com 500 pg/ml de anticorpo IgY diluido em
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PBS-leite 1% por 1 hora, a temperatura ambiente em agitacdo. Apos esse periodo
foram realizadas 3 lavagens com PBS Tween 20 0,05% e adicionado o anticorpo
anti-lgY peroxidase (Bethyl Laboratories) diluido 1:1000 em PBS leite 1%, por 1
hora, em agitacéo, seguida as lavagens com PBS Tween foi realizada a revelacao
com 20 mg/ml de DAB Sigma Chemical (de 3,3-diaminobenzidina) e peroxido de
hidrogénio (H202 30%, FMaia).

Atividade Antimicrobiana de Anticorpos IgY in vitro

Para verificar a atividade antimicrobiana de IgY sobre o crescimento
bacteriano de cepas de A. baumannii portadora do gene de resisténcia blaoxa-23 € P.
aeruginosa portadoras dos genes de resisténcia blaspwv-1 € blaviv-2, 0S anticorpos IgY
anti-A. baumannii produtora de OXA-23, IgY anti-P. aeruginosa produtora de SPM-
1, IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2, e IgY inespecifico foram esterilizados
com microfiltro 0.22um (Milipore) e em seguida diluidos em MHB (Mueller Hinton
Broth) para atingir a concentracdo de 5, 1.2, 0.62, 0.31 e 156 mg/ml. As bactérias A.
baumannii produtora de OXA 23, P. aeruginosa produtoras de SPM-1 e VIM-2 foram
crescidas em meio sélido e mantidos em estufa a 37°C por 24 horas, em seguida foi
preparada uma suspensao bacteriana em PBS pH 7,4 e a concentracdo bacteriana
determinada em 0,5 x 108 UFC/mL. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados
100ul/poco da suspensdo bacteriana diluidas 1:100 em TSB e 100ul/poco dos
respectivos anticorpos e concentracbes. Como controle positivo foi utilizado
100pl/poco de antibiotico Polimixina B 2ug/ml. A leitura das placas foi realizada no

leitor de microplacas em um comprimento de onda de 620 nm.

Resultados

Anédlise da Producédo de Anticorpos IgY

O resultado da andlise de producéo de anticorpos mostrou que 7 dias apoés a
primeira imunizagdo dos animais com A. baumannii produtora de OXA-23 e P.
aeruginosa produtoras de SPM-1 e VIM-2, houve um aumento nos niveis séricos de
anticorpos IgY anti-A. baumannii produtora de OXA-23, IgY anti-P. aeruginosa

produtora de SPM-1 e IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 no soro desses
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animais e em relacdo aos niveis de anticorpos antes da imunizacdo. Em todos os
grupos, os niveis de anticorpos IgY especificos foram maiores apds a 32 imunizacéo
(Figura 1).

Purificacdo dos Anticorpos IgY — SDS-PAGE

A técnica de precipitacao por sulfato de amoénio e sulfato de sodio foi eficiente
para obtencdo dos anticorpos IgY inespecifico e especificos anti-A. baumannii
produtora de OXA-23, anti-P. aeruginosa produtora de SPM-1, e anti-P. aeruginosa
produtora de VIM-2 a partir da gema de galinhas poedeiras imunizadas. A extracao
das IgY foi confirmada pelo método de eletroforese SDS- PAGE, no qual foi possivel
observar moléculas de massa molecular de 65 kDa e 23kDa (Figura 2), referentes a
cadeia pesada e cadeia leve da IgY, respectivamente. Esse perfil eletroforético foi

observado para todas IgY analisadas.

Titulos de Anticorpos Contra A. baumanni Produtora de OXA 23 e P.

aeruginosa Produtoras de SPM-1 e VIM-2

Anticorpos IgY anti-A. baumannii produtora de OXA-23, IgY anti-P. aeruginosa
produtora de SPM-1 e IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 foram analisados
por ELISA indireto. Esses anticorpos foram diluidos a partir da concentracdo de 10
pg/ml até 0,078 pg/ml e determinados os valores de absorbancia para construcéo de
uma curva padréo. A partir dessa curva a D.O de 0,2 foi convertida em unidade de
ELISA.

Observou-se que os valores de Unidade de ELISA foram préximos para os
anticorpos IgY anti-A. baumannii produtora de OXA-23, IgY anti-P. aeruginosa
produtora de SPM-1 e IgY anti-P.aeruginosa produtora de VIM-2 extraidos da gema

apos a 52 e a 72 imunizacao (Tabela 2 e 3).
Atividade Antimicrobiana de Anticorpos IgY in vitro
O teste da atividade antimicrobiana do anticorpo IgY anti-A. baumanii

produtora de OXA-23 demonstrou um efeito inibitério desses anticorpos sobre o

crescimento de A. baumannii produtora de OXA-23, refletido na diminuigdo da D.O
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em relacéo a D.O do controle de crescimento (C.C) (Figura 3 A). Esse resultado foi
observado apenas em 24 horas do experimento. Os anticorpos IgY anti-A.
baumannii produtora de OXA-23, extraidos apdés a 52 e a 72 imunizacdo, na
concentracdo de 5mg/ml, foram capazes de inibir o crescimento bacteriano de A.
baumannii produtora de OXA-23 em 41% e 45%, respectivamente. Ja 0s anticorpos
IgY inespecificos apresentaram uma diminuicdo na D.O de apenas 13% (Figura 3
B). Verificou-se que um maior efeito inibitério depende de uma maior dose de IgY.

O efeito inibitério do IgY especifico também foi observado sobre o crescimento
bacteriano de P. aeruginosa produtora de SPM-1 e P. aeruginosa produtora de VIM-
2. A adicdo de 5 mg/ml de IgY anti-P. aeruginosa produtoras de SPM-1, extraidos da
gema na 5% e 72 imunizagdo, promoveu uma inibicdo no crescimento de P.
aeruginosa produtora de SPM-1 de 58% (Figura 4 A e B) e 41% (Figura 5 A e B)
respectivamente, enquanto que a IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 inibiu o
crescimento de P. aeruginosa produtora de VIM-2 em 45% (Figura 6 A e B) e 48%
(Figura 7 A e B) quando comparados com C.C. J4 o IgY inespecifico em 5 mg/ml
apresentou uma inibicdo de apenas 9% e 13% no crescimento de P. aeruginosa
produtora de SPM-1 e P. aeruginosa produtora de VIM-2 Também foi verificado um

efeito inibitério dose dependente da IgY anti P. aeruginosa SPM e VIM.

Western blotting

O reconhecimento de antigenos das bactérias A. baumannii produtora de
OXA-23 e P. aeruginosa produtoras de SPM-1 e VIM-2 por IgY especificos e
inespecifico, extraidos da gema, foi determinado pela andlise de western blotting.
Observou-se que IgY inespecificos ndo reconheceram nenhum antigeno das
bactérias A. baumannii produtora de OXA-23 e P. aeruginosa produtoras de SPM-1
e VIM-2. Anticorpo IgY anti-A. baumanii produtoras de OXA-23 reconheceu
antigenos com peso molecular entre 82-26 kDa .Também foi observado um intenso
reconhecimento de antigenos, de alto peso molecular (82-37 kDa), de P. aeruginosa
produtora de SPM-1 por anticorpo IgY anti P. aeruginosa produtora de SPM-1. Ja o
anticorpo IgY especifico para P. aeruginosa produtora de VIM-2 reconheceu
antigenos de peso molecular entre 64-37 kDa, e observou também um

reconhecimento mais fraco por antigenos entre 26-19 KDa
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Discussao

A crescente emergéncia mundial de A. baumannii e P. aeruginosa portadoras
de multiplos genes de resisténcia a antimicrobianos tém dificultado o tratamento de
infeccbes graves por esses patdgenos, uma vez que ha uma limitacdo na escolha
terapéutica. Os carbapenémicos administrados para o0 controle e cura dessas
infeccdes em alguns casos ja ndo surtem mais efeito (Figueiredo et al., 2009) e os
antimicrobianos Polimixinas B e Colistina (Polimixina E) que apesar de apresentarem
uma eficiéncia contra infec¢cdes A. baumanni e P. aeruginosa MR s&o neurotoxicos e
nefrotéxicos (Vasoo, Barreto, & Tosh, 2015) colocando em risco principalmente
pacientes com problemas renais e que necessitam de hemodidlise (EI Solh &
Alhajhusain, 2009).

Devido a essas dificuldades de tratamento torna-se necessario o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra infec¢cdes por bactérias
Gram negativas multirresistentes. Nesse contexto, a imunoterapia com anticorpos
IgY, produzidos em aves e que podem facilmente ser obtidos a partir da gema do
ovo, € uma alternativa promissora ao tratamento de infec¢des por A. baumannii e P.
aeruginosa multirresistentes, pois estudos tem relatado uma interessante atividade
antimicrobiana desses anticorpos contra P. aeruginosa, reduzindo a aderéncia desse
microrganismo no trato respiratério de pacientes portadores de fibrose cistica
(Kollberg et al., 2003; Nilsson, Amini, Wretliind, & Larsson, 2007), e diversos
patdgenos (Spillner et al., 2012).

Segundo Woolley e Landon (1995) a injecdo de antigenos por via
intramuscular resulta em altos niveis de anticorpos IgY especificos apds 28 dias da
imunizacado. Nossas andlises de producdo de IgY anti-A. baumannii e IgY anti-P.
aeruginosa no soro de galinhas poedeiras inoculadas A. baumannii e P.aeruginosa
MR mostraram que uma semana ap0s a primeira imunizacdo houve um aumento
dos niveis de IgY, o qual atingiu seu pico apés 35 dias.

Os resultados da eletroforese mostraram o perfil das proteinas extraidas da
gema do ovo de galinhas poedeiras imunizadas com A. baumannii produtora de
OXA-23 e P.aeruginosa produtoras de SPM-1 e VIM-2, foi possivel observar a
presenca de moléculas de massa molecular de aproximadamente 65 kDa e 23 kDa,
referentes a massa molecular da cadeia pesada e cadeia leve dos anticorpos IgY,

respectivamente. Esse achado do presente estudo estd de acordo com outros
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trabalhos que obtiveram o mesmo perfil proteico apresentando moléculas
correspondendo a cadeia pesada e leve da IgY (Guimarées et al., 2009; Li, Lu, Li, &
Chen, 2014; Sampaio et al., 2014).

Sugita-Konishi et al. (1996) demonstraram em um estudo in vitro que
anticorpo IgY especifico nas concentracbes de 10 mg/ml e 5 mg/ml foi capaz de
inibir significamente o crescimento de P. aeruginosa. Os resultados obtidos em
nosso trabalho mostraram que concentragdes de 5 mg/ml IgY anti-A. baumannii
produtora de OXA-23 e P. aeruginosa produtora de SPM-1 e VIM-2 promovem a
inibicdo do crescimento bacteriano de A. baumannii produtora de OXA 23 e P.
aeruginosa produtora de SPM-1 e VIM-2, respectivamente. Zhen et al. (2008)
observou que 5mg/ml IgY especifico inibiu o crescimento de E.coli com resultado
semelhante ao verificado em nosso estudo.

Xu et al. (2012) demostraram que foi necessario 20 mg/ml de IgY especifica
para inibir o crescimento de F. nucleatum, responsavel por infec¢cdes bucais.
Enquanto que para inibicdo L. Monocytogenes, bactéria que provoca contaminagao
alimentar, foi necessario uma concentragdo de 200 mg/ml de IgY anti L.
monocytogenes para observar uma inibicdo relevante (Sui, Cao, & Lin, 2011).

Vérios estudos tem discutido uma possivel explicacdo para esse efeito
inibitério da IgY. Tsubokura et al. (1997) propuseram que as alterac6es observadas
no crescimento bacteriano por resultado de tratamento com IgY deve-se a
aglutinacdo bacteriana, essa aglutinacdo tornam as bactérias menos moveis e
consequentemente dificulta a captacdo de nutrientes. No entanto, outro estudo
sugere que a reacdo de aglutinacdo ndo estad relacionada a diminuicdo do
crescimento bacteriano, pois observaram uma atividade antimicrobiana do IgY em
meio sélido, onde as bactérias ndo podem agregar-se (Sunwoo, Lee, Menninen,
Suresh, & Shin, 2002).

Outras explicacbes para o efeito inibitério da IgY pode ser devido ao fato da
IgY ligar-se a estruturas funcionais e a fatores de viruléncia, essenciais para a
sobrevivéncia e colonizacdo de bacterias Gram negativas. Chalghoumi et al (2009)
imunizaram galinhas com porinas de membrana externa (OMP) de Salmonella spp. e
verificou que um efeito inibitério de IgY anti-Salmonella sobre o crescimento de
Salmonella spp, atribuindo essa inibicdo a ligacdo da IgY a porina, essa interacéo

pode levar ao comprometimento das funcdes biolégicas das porinas, interrompendo
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a passagem de nutrientes e outras substancias essenciais para a sobrevivéncia e
manutencao da viruléncia bacteriana.

A proteina de membrana externa OpF de P. aeruginosa foi submetida a
mapeamento de epitopos, e provou ser uma boa candidata para uma vacina, e
também como alvo de anticorpos monoclonais de aplicacdo terapéutica (Gavinho,
2011). Estudo mostrou que o soro imune de pessoas vacinadas com as proteinas de
membrana OprF-Oprl foi capaz de reconhecer Oprl (6KDa) e OprF (33KDa)
(Baumann, Mansouri, & Von Specht, 2004). Bonin (2011) relatou a estimativa do
peso molecular de OMP extraidas da A. baumannii, que variam entre 84-21 kDa. O
perfil de reconhecimento dos IgY especificos observado em nosso estudo, mostrou
que IgY anti-A. baumannii reconheceu antigenos entre 82-26 kDa, IgY anti-P.
aeruginosa produroa de SPM-1 reconheceram antigenos entre 82—-37 kDa e IgY
anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 reconheceu antigenos entre 64-19 kDa.

Em conclusdo, os nossos resultados demonstraram que anticorpos IgY
policlonais, extraidos do ovo de galinhas poedeiras imunizadas com bactérias A.
baumannii e P. aeruginosa multirresistentes aos antimicrobianos, apresentam um
efeito inibitorio expressivo sobre o crescimento dessas bactérias de maneira dose
dependente, mostrando que a IgY € uma potencial alternativa ao uso de antibioticos

no tratamento de infec¢des por bacilos Gram negativos.
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Tabela 1- Caracterizacao dos isolados clinicos produtores de Carbapenemases

Isolado clinico Gene codificador de MBL Cepa Referéncia

A. baumannii blaoxa-23 Ab 31 Gionco et al, 2012
P. aeruginosa blaspm-1 Pa 1088 Gales et al, 2003
P. aeruginosa blavim-2 Pa 23 Mendes et al, 2004

Tabela 2 - Unidade de ELISA dos anticorpos extraidos da gema apds a 52
imunizacao. Densidade 6ptica (D.O) a partir de 0,2.

Anticorpos IgY Unidade de ELISA (ug/ml)
IgY anti-A. baumannii OXA-23 0,21
IgY anti-P. aeruginosa SPM-1 0,12
IgY anti-P. aeruginosa VIM-2 0,19

Tabela 3- Unidade de ELISA dos anticorpos extraidos da gema apés a 72
imunizacao. Densidade 6ptica (D.O) a partir de 0,2.

Anticorpos IgY Unidade de ELISA (ug/ml)
IgY anti-A. baumannii OXA-23 0,25
IgY anti-P. aeruginosa SPM-1 0,14

IgY anti-P. aeruginosa VIM-2 0,14
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Figura 1- Niveis de anticorpos IgY anti-A. baumannii produrora de OXA-23, IgY anti-P.
aeruginosa produtora de SPM-1 e IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2
presentes no soro de galinhas poedeiras imunizadas com A. baumannii e P.
aeruginosa multirresistente aos antimicrobianos. O soro dos animais foi diluido 1:500
em PBS leite 1% e o nivel de anticorpos IgY foram determinados por ELISA indireto e a
leitura das densidades Opticas foi realizada em um comprimento de onda de 450nm.
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Figura 2 - Perfil eletroforético do anticorpo IgY extraido da gema do ovo de galinhas
imunizadas com bactérias multirresistentes aos antimicrobianos. Coluna 1:
Marcador de Massa Molecular (Bench mark ™ Protein ladder, 10747-012, Invitrogen);
coluna 2 a 55 ug de IgY anti- P.aeruginosa produtora de SPM-1, IgY anti-P. aeruginosa
produtora de VIM-2; IgY anti-A. baumannii produtora de OXA-23; e IgY inespecifico,
respectivamente. Andlise da pureza do IgY através de eletroforese de gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%, em condi¢des redutoras, corado com Comassie Blue
(Vetec Quimica Fina).
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Figura 3 - Efeito inibitério do anticorpo IgY anti-A. baumannii produtora de OXA-23 extraidos
da gema de galinhas poedeiras imunizadas com A. baumannii produtora de OXA-23
ap6s a 5% e 72 imunizagdo. A) Curva de crescimento e morte de A. baumannii produtora
de OXA-23 tratadas com O (controle de crescimento) 5, 2,5 mg/ml de IgY especifico, 5
mg/ml de IgY inespecifico (controle negativo) ou com 2pug/ml de Polimixina B (controle
positivo) B) Porcentagem de inibicdo do crescimento de A. baumannii produtors de OXA
23 em 24 horas do experimento.



50

A 0,700
0,600
0,500 )
=== |gY anti P.a SPM P5 5 mg/ml
=@= |gY anti P.a SPM P5 2,5 mg/ml|
E 0400 = |gY anti P.a SPM P5 1,2 mg/ml
o
o === |gY anti P.a SPM P5 0,625 mg/ml
g 0,300 8= [gY anti P.a SPM P5 0,313 mg/ml

=== |gY anti P.a SPM P5 0,156 mg/ml
=== |gY Inesp.5mg/ml

0,200
@ PO [imixina B
0,100
0,000
0 2 4 6 8 24
Horas
B 120%
100%
$ 80%
o
2
‘T 60%
()
©
S 40%
20%
0%
~ & & & & & & & &
® & ® ® ® ® ® &
% ) ° 2 “ > © &
Q £ vV NS < N N >
& @Q Q‘o Qb I\ QS O <Q
& NN e e @
© > S S N o &
R 2 2 S
Q‘Q \;2 \\Q 3 2> >
SFOIC P U
AN
) ) G G @
S e ¢

Figura 4 - Efeito inibitério do anticorpo IgY anti-P. aeruginosa produtora de SPM-1 extraidos da
gema de galinhas poedeiras imunizadas com P. aeruginosa produtora de SPM-1
apods a 52 imunizagdo. A) Curva de crescimento e morte de P. aeruginosa produtora de
SPM-1 tratadas com 0 (controle de crescimento) 5 a 0,156 mg/ml de IgY especifico, 5
mg/ml de IgY inespecifico (controle negativo) ou com 2ug/ml de Polimixina B (controle
positivo) B) Porcentagem de inibicdo do crescimento de P. aeruginosa produtora de SPM-
1 em 24 horas do experimento.
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Figura 5 - Efeito inibitério do anticorpo IgY anti-P. aeruginosa produtora de SPM-1 extraidos da

gema de galinhas poedeiras imunizadas com P. aeruginosa produtora de SPM-1
apds a 7% imunizagdo. A) Curva de crescimento e morte de P.aeruginosa produtora de
SPM-1 tratadas com 0 (controle de crescimento) 5 a 0,156 mg/ml de IgY especifico, 5
mg/ml de IgY inespecifico (controle negativo) ou com 2ug/ml de Polimixina B (controle
positivo) B) Porcentagem de inibi¢cdo do crescimento de P. aeruginosa produtora de SPM-
1 em 24 horas do experimento.



52

A 1200
1,000
=== |gY anti P.a VIM P5 5 mg/ml
e 0,800 == g anti P.a VIM P5 2,5 mg/ml
S = |gY anti P.a VIM P5 1,2 mg/ml
[N]
© 0,600 == |gY anti P.a VIM P5 0,625 mg/ml
CQ). === gV anti P.a VIM P5 0,313 mg/ml
0,400 e—tr= | Y anti P.a VIM P5 0,156 mg/ml
=®=|gYInesp.5 mg/ml
0,200 — C.C
e Polimixina B
0,000
0 2 4 6 8 24
Horas
B
120%
100%
(=]
‘S 80%
2
£ 60%
(]
° 40%
=S
20%
0%
Q Q Q Q
S & & & & & & & &
U & & & & & N
) ° ) Vv o D & &
R P (,;1' o Q ) N N
¢ < \ PP <
&N & © < < <
© o Q? > ? &Q A\Q A@
S & & P <?
A > > Q R
) % A° S N IN
O ) 4% A% °

Figura 6 - Efeito inibitério do anticorpo IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 extraidos da
gema de galinhas poedeiras imunizadas com P. aeruginosa produtora de VIM-2 apés
a 52 imunizacdo. A) Curva de crescimento e morte de P.aeruginosa produtora de VIM-2
tratadas com 0 (controle de crescimento) 5 a 0,156 mg/ml de IgY especifico, 5 mg/ml de
IgY inespecifico (controle negativo) ou com 2ug/ml de Polimixina B (controle positivo) B)
Porcentagem de inibicdo do crescimento de P. aeruginosa produtora de VIM-2 em 24
horas do experimento.
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Figura 7 - Efeito inibitério do anticorpo IgY anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 extraidos da
gema de galinhas poedeiras imunizadas com P. aeruginosa produtora de VIM-2 ap6s
a 72 imunizacdo. A) Curva de crescimento e morte de P.aeruginosa produtora de VIM-2
tratadas com 0 (controle de crescimento ) 5 a 0,156 mg/ml de IgY especifico, 5 mg/ml de
IgY inespecifico (controle negativo) ou com 2ug/ml de Polimixina B (controle positivo) B)
Porcentagem de inibicdo do crescimento de P. aeruginosa produtora de VIM-2 em 24
horas do experimento.
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Figura 8 - Reconhecimento de antigenos bacterianos de A. baumannii produtora de OXA-23, P.
aeruginosa produtora de SPM-1 e P. aeruginosa produtora de VIM-2 por anticorpos
IgY especificos e inespecificos, extraidos da gema do ovo de galinhas poedeiras.
Para analise do perfil de reconhecimento de antigenos bacterianos por IgY especificos e

inespecificos, foi realizado western blotting, com 500ug/ml de IgY diluidos em PBS leite
1%.
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5 CONCLUSOES FINAIS

Com os resultados obtidos em nosso trabalho conclui-se que:

e A imunizacdo de galinhas poedeiras com indculo bacteriano de A.
baumannii e P. aeruginosa portadoras do gene de resisténcia blaoxa-23,
blaspm-1 € blavim-2, resultou em altos niveis séricos de IgY anti-A. baumannii
produtora de OXA-23, IgY anti-P. aeruginosa produtora de SPM-1 e IgY

anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2.

e Anticorpos IgY extraido da gema de galinhas imunizadas, demonstraram
um efeito inibitério, dose dependente, sobre o crescimento de A. baumannii
produtora de OXA-23, P. aeruginosa produtora de SPM-1 e P. aeruginosa
produtora de VIM-2, ja os anticorpos IgY inespecificos ndo apresentaram

um efeito inibitério expressivo.

e Anticorpos IgY anti-A. baumannii produtora de OXA-23, anti-P. aeruginosa
produtora de SPM-1 e anti-P. aeruginosa produtora de VIM-2 extraidos da
gema reconheceram com maior intensidade o antigeno bacteriano A.
baumannii e P. aeruginosa portadoras dos genes de resisténcia blaoxa-23,
blaspm-1 € blavim2, respectivamente, enquanto o anticorpo IgY inespecifico

nao reconheceu nenhum antigeno bacteriano.



