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INFO ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa: antigenic characterization and antibody production
Keyworks Pseudomonas aeruginosa has reduced over the years among infectious agents often isolated in hospital
infections settings. Currently, nosocomial infections caused by P. aeruginosa pose a challenge for antimicrobial
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therapy. An alternative to the multiresistant microorganism was performed in search of vaccines. In this
paper, check through the literature review or that there is concrete and the perspectives related to the
characterization of P. aeruginosa antigens and by consequence of antibody production and applicability.
Make a bibliographic survey in Portuguese and English periodicals from 1980 to 2019 and 19 works will
be analyzed and inserted. In vaccination, available resources are based on antigens derived from virulence
factor toxins known from P. aeruginosa species, such as; exotoxin-A, proteases and elastases, and com-
ponents of LPS. There was a shortage in the literature regarding the subject. Research should be conducted
on antigen characterization and by performing test production.

RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa destaca-se ao longo dos anos entre os agentes infecciosos frequentemente
isolado em ambientes hospitalares. Atualmente as infec¢des hospitalares causadas por P. aeruginosa re-
presentam um desafio para a terapéutica antimicrobiana. Uma alternativa frente aos micro-organismo
multirresistentes tem sido a busca de vacinas. O presente trabalho visa verificar através de revisdo de
literatura o que ha de concreto e as perspectivas concernentes a caracterizacao de antigenos de P. aerugi-
nosa e, por conseguinte a produgo e aplicabilidade de anticorpo. Fez-se um levantamento bibliografico
em periddicos das linguas portuguesa e inglesa entre 0s anos 1980 a 2019 sendo analisados e inseridos no
trabalho 24 obras. No ambito vacinal, os recursos disponiveis se baseiam em antigenos oriundo de toxinas
de fatores de viruléncia conhecidos de espécies de P. aeruginosa, tais como; exotoxina-A, proteases e
elastases, e componentes do LPS. Notou-se uma escassez na literatura quanto a tematica. Pesquisas devem
ser conduzidas na caracterizacdo de antigenos e por conseguinte producéo de anticorpos.
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INTRODUCAO

O termo Bactérias Multirresistentes (BMR) tem
sido empregado para designar um grupo de micror-
ganismos resistentes a variedades de classes de an-
timicrobianos. BMR sdo patégenos envolvidos
com infecgGes como pneumonias, septicemias, in-
feccdo urinaria e meningite, especialmente em pa-
cientes imunocomprometidos (Giamarellou et al.,
2008), que foram hospitalizados por longos perio-
dos e/ou passaram por procedimentos invasivos
com uso prévio de medicamentos antimicrobianos
(Castilho et al., 2017).

De importancia clinica, pois causam infeccGes
nosocomial oportunistas (Martins e Barth, 2013).
Essas bactérias possuem uma habilidade de sobre-
vivéncia em uma variedade de condi¢cGes ambien-
tais persistindo por longos periodos em superficies,
0 que gera uma frequente causa de surtos de infec-
c¢do hospitalar (Fournier e Richet, 2006; Vieira e Pi-
coli, 2015). Podem realizar a colonizagdo em equi-
pamentos hospitalares com a formacdo de biofil-
mes devido a agdo das proteinas da membrana bac-
teriana externa A — OmpA (Choi et al., 2005; Vieira
e Picoli, 2015).

A Pseudomonas aeruginosa destaca-se ao longo
dos anos entre os agentes infecciosos frequente-
mente isolado em ambientes hospitalares. Diversos
estudos tém associado sua presenca a uma dissemi-
nacdo clonal da espécie. A despeito dos avancos
tecnoldgicos e da variedade de antimicrobianos co-
nhecidos, bilhares de anos de evolugéo conferiram
a este microrganismo mecanismos naturais e adqui-
ridos de resisténcia que frustram os recursos tera-
péuticos na atualidade (Neves et al., 2011; Pires et
al., 2009; Figueiredo et al.,2007). Atualmente as
infeccOes hospitalares causadas por P. aeruginosa
representam um desafio para a terapéutica antimi-
crobiana, uma vez que frequentemente estes bacilos
apresentam um amplo espectro de resisténcia a di-
ferentes classes de agentes antimicrobianos através
da aquisicdo de diversos mecanismos distintos de
resisténcia (Silva, 2016).

A resisténcia intrinseca uma ampla variedade
classes de antibi6ticos, é algo marcante na P. aeru-
ginosa. Isso é um fator limitante a terapéuticas.
Além disso embora antibioticos até possam estar
disponiveis, a alta capacidade desse micro-orga-
nismo em desenvolver multirresisténcia a varios
compostos, comprometendo o tratamento de paci-
entes, especialmente portadores de fibrose cistica
(Gavinho, 2011).

Uma alternativa frente os micro-organismos
multirresistentes tem sido a busca de vacinas. Essa
alternativa visa a prevencdo das infec¢Oes causadas
por diversos micro-organismos, dentre eles a P. ae-
ruginosa, auxiliando na manutencdo da saude e

qualidade de vida da populacédo (Santo, 2009).

O estudo visa verificar através de revisdo de lite-
ratura o que ha de concreto e as perspectivas con-
cernentes a caracterizacdo de antigenos de P. aeru-
ginosa e por conseguinte a producédo e aplicabili-
dade de anticorpos frente esses antigenos.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um levantamento bibliografico em
periddicos das linguas portuguesa e inglesa entre 0s
anos 2004 a 2019 nas bases de dados: Bibliografia
Médica (MEDLINE) e Literatura Latino-Ameri-
cana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS).
Esse periodo foi escolhido com objetivo de ter um
panorama atual concernente a tematica. Foram uti-
lizados os descritores: Pseudomonas, P. aerugi-
nosa, multirresistente, antigenos e anticorpos, e
seus correlatos em inglés. Os critérios de inclusdo
foram: artigos de revisdo e originais, assim como
monografias, dissertacfes e teses. Foram analisa-
dos e inseridos no trabalho 24 trabalhos. Dois li-
vros de relevancia e a tematica foram acrescidos
como referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A P. aeruginosa pertence a familia Pseudomo-
nadaceae, apresenta-se como bastonete Gram-ne-
gativo reto ou ligeiramente curvo, aerébio estrito,
podendo se apresentar como células isoladas, aos
pares, ou em cadeias curtas, movel através de fla-
gelo polar monotriqueo (Ferreira, 2005).

Cultivos de P. aeruginosas produzem uma vari-
edade de colbnias com diversas morfologias, em-
bora dois tipos sejam mais comuns em meios de
cultura: colbnias de tamanho grande, com bordas
lisas e elevagdo no centro e coldnias pequenas, ru-
gosas e convexas. Um terceiro tipo de colbnias, de
aspecto mucoide é ainda comumente observado em
isolados de secrecdes respiratorias e urinarias
(Silva, 2016).

Usualmente apresentam brilho metalico, com ou
sem o odor frutal caracteristico, decorrente da pro-
ducéo de trimetilamina. N&o crescem em condicdes
de acidez e apresentam crescimento 6timo em tem-
peratura de 37°C, além de exibir a capacidade de
crescer a 42°C, o que a distingue de todas as outras
espécies do seu género. No que tangem sua exigén-
cia nutricional, crescem em meio minimo, sendo
capaz de utilizar um Gnico composto organico
como fonte de carbono e energia, mas também em
meios enriquecidos, utilizam uma gama de fontes
de carbono (Murray et al., 2010; Todar, 2012).

Pires et al. (2009) realizou um estudo retrospec-
tivo baseado nos registros e laudos de culturas de
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secrecdes, onde P. aeruginosa foi 0 microrganismo
mais frequente, estando presente em um total de
182 (26%) das 701 amostras que apresentaram
crescimento bacteriano. Concernente a origem, a P.
aeruginosa foi isolada principalmente de infeccGes
respiratorias provenientes de secre¢des traqueais e
nasais. Os antimicrobianos mais eficazes contra a
P. aeruginosa foram; amicacina, imipenem, mero-
penem e aztreonam.

Embora diversos trabalhos atribuam o alto perfil
de resisténcias as enzimas inativadoras de antimi-
crobianos, existem outros mecanismos moleculares
gue conferem resisténcia, tais como; a perda de pro-
teinas de membrana (porina OprD), ou até mesmo
a superexpressao de bombas de efluxo (Dini, 2016).

A sua viruléncia, a P. aeruginosa apresenta um
arsenal diversificado de mecanismos que contri-
buem na patogénese do processo infeccioso depen-
dendo do sitio e tipo de infecgdo (Todar, 2012).
Dentre esses eles as adesinas representadas pelos
flagelos, fimbrias e o alginato, assim como meca-
nismos gque promovem o rompimento celular e in-
terferem no sistema imunolégico como elastase,
protease alcalina, fosfolipase C. Além disso esse
micro-organismo é capaz de formular exoprodutos
como a exotoxina A e os pigmentos (Silva, 2016).
Os pigmentos fluorescentes formulados por essa
bactéria, geralmente se difundem no meio de cul-
tura, apresentam cores variadas, a saber, a piover-
dina (esverdeado) e a piocianina (azulado), sendo
gue algumas estirpes formulam outros tipos de pig-
mentos, tais como; avermelhado (piorrubina) ou
preto (piomelanina) (Ferreira 2005).

Segundo Meirelles (2011) a efetividade de fato-
res de viruléncia da P. aruginosa esta vinculado a
sistemas especializados de secre¢do. Ha trés tipos
(1, 11 e 1l1) bem caraterizados. O tipo | € 0 menos
complexo de todos, composto essencialmente por
um transportador do tipo ABC, uma proteina de fu-
sdo membranar e uma proteina de membrana ex-
terna, a protease alcalina é secretada dessa forma.
O tipo Il apresenta maior sofisticacdo, processando
a secrecdo em dois estagios; primeiramente um
substrato é transportado até o espaco periplasma-
tico, e depois é transportado através de um poro
para 0 meio extracelular; a elastase e exotoina A
(ExoA) sdo secretados dessa forma. Ja o sistema de
secrecdo tipo 111 envolve a secrecdo do substrato di-
retamente do citoplasma da célula bacteriana para a
o citoplasma da célula hospedeira, como os fatores
sdo injetados diretamente no citoplasma da célula
hospedeira eles sdo denominados de proteinas efe-
toras.

Os anticorpos denotam um grupo de moléculas
gue apresentam alta especificidade tanto para o re-
conhecimento como para inativacdo de substancias
externas, tais como moléculas tdxicas ou antigenos.

Anticorpos especificos, policlonais ou monoclo-
nais, para diagndéstico, pesquisa e terapias tem sido
obtido especialmente de mamiferos tais como coe-
lhos e ratos (Tavares et al., 2013). Batista et al.
(2019) os anticorpos sdo ferramentas biotecnologi-
cas de alto valor, representando o segmento de
maior crescimento no mercado de produtos biolé-
gicos alcangando atualmente.

Kronborg et al. (1992) relataram aumento sérica
de IgG, IgM e IgA ao lipideo A, R-LPS e S-LPS
durante o curso da infec¢do crbnica, principalmente
1gG e IgA. West et al. (2002) relatou em seu traba-
Iho significativos de anticorpos contra lisado celu-
lar e ExoA foram detectados antes ou simultanea-
mente ao primeiro isolado de P. aeruginosa.

No ambito vacinal, os recursos disponiveis se
baseiam em antigenos oriundo de toxinas de fatores
de viruléncia conhecidos de espécies de P. aerugi-
nosa, tais como; EX0A, proteases e elastases. Pes-
quisas vem considerando a criagdo de vacinas con-
jugadas, incorporadas de proteinas e carboidratos,
ou até mesmo vacinas recombinantes. Vacinas con-
jugadas vém buscando conjugar o LPS de P. aeru-
ginosa com toxoide tetanico. O toxoide tetanico,
derivado da neurotoxina quimicamente inativada
de Clostridium tetani, comporta-se como proteina
carreadora, sem comprometer a resposta imune ou
causar efeitos adversos (Gavinho, 2011).

O principal componente pré-inflamatério da
membrana celular das bactérias Gram-negativas é o
lipopolissacarideo (LPS). Este tem sido um alvo an-
tigénico importante para a resposta imune. Con-
tudo, as vacinas produzidas a partir de células intei-
ras inativadas ou compostas apenas pelo LPS da cé-
lula bacteriana, conferem somente protegdo tempo-
réria. Esse antigeno induz a producéo de anticorpos
por linfécitos B em uma via independente de linfé-
citos T-auxiliares, sem a geracdo de linfocitos de
memoria (Santos et al., 2011).

O reconhecimento do LPS é mediado pelo TLR4
(Toll-like recepctor 4), sendo que a P. aeruginosa
tem a habilidade de modular a estrutura de seu LPS
ao invadir o tecido hospedeiro visando driblar o sis-
tema imune e manter a integridade da membrana
externa. O desenvolvimento de uma vacina efetiva
para P. aeruginosa ndo é novidade embora nao seja
algo que seja eminente, em primeira instancia ao
problema relacionado a porcdo antigénica mais efe-
tiva da superficie ser altamente variavel, podendo
ocasionar respostas cruzados e reagdes adversas
(Santos, 2009).

Moss et al. (2001) valendo-se da técnica Western
blot, encontraram a presenca de anticorpos contra
as proteinas do SSTT, sendo que em torno de 70%,
90% e 67%, dos pacientes tinham niveis aumenta-
dos de 1gG anti-PopD, anti-PopB e anti-PcrV, res-
pectivamente.
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Souza et al. (2012) na tentativa de determinar se
anticorpos contra o LPS de P. aeruginosa em cri-
ancas seriam detectaveis antes do isolamento da
bactéria em culturas de secre¢des respiratérias, ob-
servou que houve uma relagéo inversa entre as ida-
des médias e a especificidade do 1gG. Além disso a
detecgdo da bactéria por cultura tendeu a acontecer
antes do aumento de 1gG, e a sorologia somente foi
capaz de discriminar pacientes positivos e negati-
vos antes da cultura em criancas entre 2 e 4 anos de
idade.

Brett et al. (1988), ao utilizar ELISA afim de de-
tectar anticorpos contra antigenos da parede celu-
lar, de pacientes com fibrose cistica, aferiram ele-
vacdo nos niveis de 1gG quase dois anos antes do
primeiro isolamento de P. aeruginosa em cultura.

Alternativas de imunoconjugados visando pro-
ducéo de anticorpos seriam; fragmentos polivalten-
tes do LPS ou de alginato conjugados a exotoxina
A de espécies de Pseudomonas. Além disso, estudo
com alginato conjugado ao toxoide tetanico tem de-
monstrado efetiva protecdo em camundongos
(Santo, 2009).

Em estudo longitudinal, Tramper-Standers et al.
(2013), monitoraram a resposta de 1gG a ExoA,
ELA e PA de 220 pacientes durante trés anos con-
secutivos, evidenciou que os testes soroldgicos, in-
dividualmente, discriminaram bem a presenca e au-
séncia e de colonizacéo crénica por P. aeruginosa.

CONCLUSOES

Notou-se uma escassez na literatura quanto a te-
matica. A maioria dos trabalhos com Pseudomonas
aeruginosa enfoca em seu perfil de resisténcia e na
caracterizacdo do processo de patogénese. No que
tange a produg&o de anticorpos e caracterizagdo an-
tigénica os poucos trabalhos conduzidos visam tra-
balhar com o LPS. Pesquisas devem ser conduzidas
na caracterizagdo de antigenos e por conseguinte
producdo de anticorpos.
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