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Deusdara, Tullio Teixeira. Determinantes de resisténcia de patdgenos emergentes isolados
de unidade de terapia intensiva e andlise da resposta imunoldgica de vacina composta de
antigeno inativado de Acinetobacter baumannii adsorvido em adjuvante a base de
quitosana avaliados em modelos murinos. 125 folhas. Tese (Doutorado em Biodiversidade e
Biotecnologia) — Universidade Federal do Tocantins, Gurupi-TO,Brasil, 2023.

RESUMO

As bactérias patogénicas sdo comumente encontradas em ambiente hospitalar, dgua, solo e
produtos alimenticios. S&o responsédveis por causar morbimortalidade, principalmente de
individuos imunossuprimidos. O risco de infeccBes é intensificado devido a capacidade de
adquirir resisténcia a multiplos antibidticos (MDR), especialmente da classe dos B-lactamicos,
e por persistirem em diversas superficies por longos periodos. Nesse trabalho, avaliou-se em
um primeiro momento caracterizagdo fenotipica e genotipica de isolados bacterianos de leitos
de unidade de terapia intensiva (UTI). A técnica MALDI-TOF MS e sequenciamento do gene
16S rRNA foi utilizada para identificacdo dos isolados bacterianos. A identificacdo microbiana
resultou na identificacdo de Sphingomonas paucimobilis (ILH.14), Bacillus circulans (ILH.16),
Bacillus subtilis (ILH.11), Bacillus cereus (ILH.13), Bacillus licheniformis (ILH.2) e
Acinetobacter schindleri (ILH.10). Assim, esta primeira parte contribuiu na identificacdo de
isolados microrganismos presente em UTI's que podem direcionar em melhoria de protocolos
para atendimento de servigos de prestacdo a salde, possibilitando também em adocdo de
politicas publica voltadas a melhorias da qualidade de vida, minimizando infec¢des
hospitalares. Na segunda parte desta pesquisa focamos na avaliacdo de uma prova de conceito
para avaliar a imunogenicidade de uma vacina de células inteira inativada de Acinetobacter
baumannii (A. baumannii) em camundongos tratados com ciclofosfamida e posterior desafio
com cepa ativa. Nessa segunda parte do trabalho observou-se que camundongos imunizados
foram capazes de induzir resposta humoral significativa, constituindo os maiores niveis de 1gG
encontrados, além de maior taxa de sobrevivéncia, 85%, diferindo de camundongos ndo
imunizados (Controle), sem nenhum sobrevivente (p<0,001), e adjuvante com 45% de
sobrevivéncia (p<0,05). Além disso foi possivel confirmar que esta prova de conceito mostrou
uma forte resposta imunoldgica, com protecdo vacinal no modelo proposto contribuindo para o

avanco de novas alternativas para protecdo contra infecgdes A. baumannii.

Keywords: Infec¢Ges hospitalar; A.baumannii; Vacina; Identificagdo microbiana.



X

Deusdard, Tullio Teixeira. Resistance determinants of emerging pathogens isolated from
the intensive care unit and analysis of the immune response of a vaccine composed of an
inactivated Acinetobacter baumannii antigen adsorbed in chitosan-based adjuvant
evaluated in murine models. 125 pages. Thesis (Doctorate in Biodiversity and Biotecnology)
— Federal University of Tocantins, Gurupi-TO, Brazil, 2023.

ABSTRACT

Pathogenic bacteria are commonly found in hospitals, water, soil, and food products. They are
responsible for causing morbidity and mortality, primarily in immunosuppressed individuals.
The risk of infections is intensified due to their ability to acquire multidrug resistance (MDR)
to antibiotics, especially p-lactams, which persist on various surfaces for long periods. In this
study, we performed phenotypic and genotypic characterization of bacterial isolates from
intensive care unit (ICU) beds. We used MALDI-TOF MS and 16S rRNA gene sequencing to
identify bacterial isolates. The microbial identification resulted in the identification of
Sphingomonas paucimobilis (ILH.14), Bacillus circulans (ILH.16), Bacillus subtilis (ILH.11),
Bacillus cereus (ILH.13), Bacillus licheniformis (ILH.2), and Acinetobacter schindleri
(ILH.10). Thus, this first part contributed to the identification of isolated microorganisms
present in ICUs that can direct the improvement of protocols for attending health services, also
enabling the adoption of public policies aimed at improving the quality of life, minimizing
hospital infections. Then, we performed a proof of concept study to evaluate the
immunogenicity of an inactivated whole-cell vaccine against Acinetobacter baumannii in mice
treated with cyclophosphamide and subsequently challenged with an active strain. In this
second part, immunized mice generated a significant humoral response. This group showed the
highest immunoglobulin G levels and the highest survival rate (85%), differing from the non-
immunized control group, which had no survivors (p<0.001), and the adjuvant group with 45%
survival (p<0.05). This proof of concept study demonstrated a robust immune response with
vaccine protection in the proposed model contributing to developing alternatives for protection

against A. baumannii infections.

Keywords: Hospital infections; A. baumannii; Vaccine; Microbial identification.
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1. INTRODUCAO GERAL

As infecgdes nosocomiais causadas por bactérias tém se tornado um grande problema
de salde publica. A. baumannii € um patogeno extracelular gram-negativo que esta envolvido
com infeccBes como pneumonia, septicemia, infeccdo urindria e meningite e contribui com
cerca de 17% de todas as infeccbes nosocomiais, especialmente em individuos
imunocomprometidos (NTUSI et al., 2012; ALMASAUD et al.,2018; MUNIER et al., 2019).
A. baumannii possui uma habilidade de sobrevivéncia em uma variedade de condic¢des
ambientais e persiste por longos periodos em superficies; além disso, sdo capazes de adquirir
resisténcia a multiplas drogas (MDR), incluindo os carbapenémicos, que sdo comumente
usados no tratamento de ultimo recurso para infeccdes bacterianas MDR, podendo, assim,
provocar surtos de infec¢des hospitalares (KIFFER et al., 2003; FOURNIER e RICHET, 2006;
VIEIRA e PICOLLI, 2015; ALMASAUD et al.,2018).

Acdes urgentes sdo necessarias para reforcar o conjunto de drogas existentes, como
novos antibidticos para evitar a disseminacdo de bactérias resistentes a multiplas drogas. A.
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriacea, resistentes a carbapenem foram
listadas pela Organizacdo Mundial da Saude como patdgenos de prioridade critica (WHO,
2017). No entanto, ndo houve muitos avancos nas descobertas de novos antibidticos para suprir
estas necessidades, ja que 0s novos antibidticos estardo sujeitos ao processo de adaptacdo por
meio da pressdo seletiva responsaveis pelo surgimento de patégenos MDR (MA e CHEN et al.,
2021). Entdo, abordagens alternativas devem ser exploradas para o tratamento, de modo que 0
desenvolvimento de vacinas eficazes tornou-se uma prioridade para salde e uma alternativa
para combater diversos patdégenos causadores de infec¢bes nosocomiais, pois ndo ha inducao
de resisténcia e reduz o uso de antimicrobianos (SHU et al., 2016).

O desenvolvimento de vacinas para A. baumannii é promissor e desafiador, sendo capaz
de gerar um grande impacto no manejo clinico das infeccbes causadas por este patdgeno, porém,
até 0 momento, apresenta avanco substancial quando comparado a outras vacinas de patdgenos
MDR nosocomiais, como o Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa (REDI et al., 2018; RILEY et al., 2019; MA e CHEN et al., 2021). Diversos estudos
com diferentes abordagens foram utilizados para o desenvolvimento de vacinas e demonstraram
capacidade de estimular respostas imunes resistentes e protetoras, que incluem vacinas de
células bacterinas inativas e atenuadas (BILLIPS et al. 2009; ZAIDI et al. 2006; McCCONNELL
e PACHON, 2011; SHU et al., 2016; MA e CHEN et al., 2021).

As vacinas de células inteiras de A. baumannii podem estimular uma resposta contra

diversos antigenos, sendo importante para fornecer protegdo contra uma extensa gama de cepas
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dentro de uma espécie bacteriana (McCONNELL e PACHON, 2011; SHU et al., 2016).

Nos ultimos anos, a incidéncia de infecgdo nosocomial causada por A. baumannii MDR
aumentou consideravelmente no Brasil e no mundo (SAALFELD et al., 2009; BRAGA et al.,
2018; KURIHARA et al.,, 2022), principalmente em pacientes imunocomprometidos,
considerados como um quadro clinico de alta gravidade (NTUSI et al., 2012; SILVA et al.,
2018; COSTA et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Diante deste exposto e com a preocupacao
de identificar MDR’s presentes em ambiente hospitalar e propor uma alternativa profilatica,
dividimos esta tese em dois capitulos. No Cap. I, o isolamento e a identificacdo por meio de
técnica molecular, perfis protebmicos por MALDI-TOF MS e de testes de susceptibilidade a
antibioticos de bactérias isoladas de leitos hospitalar. Cap. I, 0 desenvolvimento de uma vacina
de células inteiras inativadas de A. baumannii adsorvida em matriz de quitosana e hidréxido de
aluminio que visa minimizar o emprego de antimicrobianos no controle de infeccbes de MDR
pela inducdo e o fortalecimento do sistema imune de hospedeiros imunocomprometidos. E uma

prova de conceito para analise dos mecanismos de resposta imunologica em modelos murinos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho teve como objetivos identificar por MALDI-TOF MS e sequenciamento do
gene 16S rRNA e caracterizar a susceptibilidade a antibidtico de isolados bacterianos de
superficie de cama de pacientes hospitalizados em UTI de Hospital Regional do Estado do
Tocantins (UTI/HRG-TO), bem como verificar a resposta imunologica de uma vacina
composta de antigeno inativado A. baumannii adsorvida em matriz de hidroxido de aluminio-

quitosana em camundongos Swiss.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Coletar amostras de leitos de UTI hospitalar;

ii) Isolar e caracterizar bactérias quanto a susceptibilidade antimicrobianos;

iii) Identificar por métodos moleculares e MALDI TOF-MS;

iv) Estabelecer e monitorar a imunossupressao de camundongos Swiis com ciclofosfamida;
v) Determinar dose letal de A. Baumannii em camundongos Swiss;

vi) Produzir antigeno vacinal inativado de A. Baumannii;

vii) Padronizar adjuvante mAhC para formulacdo vacinal;

viii) Validar modelos in-silico do complexo mAhC e LPS bacteriano;

iX) Imunizar grupos experimentais de camundongos Swiss imunossuprimidos;

x) Avaliar a eficacia vacinal de camundongos Swiss, por meio de um desafio com patdgeno

ativo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 INFECCOES EM AMBIENTE HOSPITALAR

As infeccOes associadas a assisténcia a saude (IRAS) ou infecgbes nosocomiais sao
infeccbes adquiridas em ambiente hospitalar ou em outra unidade de salde apds a internago
do paciente sob cuidados médicos, as quais manifestam durante a internacdo ou mesmo apos
alta hospitalar, estas quando associadas a internacdo ou procedimentos hospitalares (HAQUE
etal., 2018; LIU e DICKTER, 2020). Séo consideradas um grave problema de satde publica e
apresentam impactos negativos nos sistemas de satide em diversos paises, pois sdo responsaveis
pelo aumento no tempo de hospitalizacédo e, consequentemente, elevados custos adicionais para
o tratamento do doente (LIU e DICKTER, 2020).

No Brasil, as IRAS sdo motivo de preocupacao. Dados revelam que a prevaléncia em
UTI representa cerca de 61%, bem como alta taxa de mortalidade dos pacientes que podem
chegar a 40%. Além do mais, sdo de cinco a dez vezes maiores de adquirir infecgdes do que em
outras unidades de internacdo hospitalar (SILVA et al., 2012; REINALDO et al., 2017). As
infeccBes nosocomiais mais frequentes e com alta taxa de incidéncia de morte sdo: corrente
sanguinea associadas a cateter central; infeccdo urinaria associada a cateter; infec¢des do trato
respiratorio e infec¢Bes do sitio cirdrgico (KHAN et al., 2017).

Os patdgenos frequentemente associados as infecgdes nosocomiais sdo bactérias, virus
e fungos. Alguns microrganismos pertencem a flora natural dos individuos e podem causar
infeccBes somente quando o sistema imunoldgico encontra-se debilitado e consequentemente
susceptivel as infeccBes. Além disso, as instalagbes médicas, dispositivos invasivos, agua e
alimentos sdo fontes de transmisséo de patégenos (KHAN et al., 2017; KOLLEF et al. 2021).

As bactérias mais comuns responsaveis por infeccdes hospitalares sdo Acinetobacter
sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella sp., Enterococcus sp., €
Enterobacter sp. (SMET et al., 2014; FERREIRA et al., 2019; ARBAB et al., 2021). As
espeécies do género Acinetobacter estdo amplamente distribuidas em diferentes ambientes como
materiais inanimados e reservatorios humanos. A prevaléncia desta bactéria em ambientes
hospitalares, mais precisamente na Unidade de Terapia Intensiva (UT]1), corresponde a 80% das
infecces relatadas (SADEGHIFARD et al., 2010; JOSHI e LITAKE, 2013).

A espécie A. baumannii € a mais importante representante do género Acinetobacter,
pois é capaz de adquirir resisténcia a antimicrobiano, comumente utilizado na pratica clinica e,

consequentemente, causar surtos hospitalares, como pneumonia associadas a ventilacdo
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mecanica (PAV), meningite, bacteremia, infeccGes do trato urinério e de sitios cirdrgicos
(ESPINAL et al., 2012; HOU e YANG, 2015; CHAKRAVARTY, 2020).

3.2 Acinetobacter spp.

3.2.1 Caracteristica do género Acinetobacter spp.

Acinetobacter foi descrito pela primeira vez em 1911 como Micrococcus calcoaceticus,
passando a ser conhecido como Acinetobacter a partir de 1950 (BEIJERINCK,1911;
BAUMANN et al.,1968). Inicialmente, foi considerado como um representante da familia
Neisseriaceae, mas, atualmente, estd inserido na familia Moraxellaceae, ordem
Pseudomonales, classe Gammaproteobacteria, filo Proteobacteria. Caracteriza-se por ser uma
bactéria em forma cocobacilo, gram-negativa, ndo fermentadora, ndo formadora de esporos,
imdvel, aerdbia, que emergiu de um organismo de patogenicidade questiondvel para um agente
infeccioso de importancia nas ultimas décadas (FOURNIER et al., 2006; PELEG et al., 2008
BENNETT et al., 2019; IBRAHIM et al., 2021; FONSECA et al., 2021).

Os habitats naturais de microrganismos deste género sdo agua e solo, mas podem ser
isolados de alimentos, artropodes e meio ambiente (GETCHELL-WHITE et al., 1989; RAHAL
e URBAN, 2000). Em humanos, a Acinetobacter pode colonizar a pele, feridas e o trato
respiratdrio e gastrointestinal (JAIN e DANZIGER, 2004; FOURNIER et al., 2006). Algumas
cepas podem sobreviver a dessecacdo ambiental por semanas, uma caracteristica que promove
sua transmissdo por contaminacdo (CATALANO et al., 1999; PELEG et al., 2008;).

As espécies mais relevantes deste género pertencem ao complexo Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii (Acb), quais sejam, A. baumannii, A. nosocomialis, A. pittii, A.
seifertii, A. dijkshoorniae e A. calcoaceticus (TOUCHON et al., 2014). H& uma grande
similaridade fenotipica entre as espécies deste complexo; certo de que a identificacdo e a
distincdo A. baumannii, espécie de maior importancia clinica, sdo limitadas (NEMEC et al.,
2011, COSGAYA et al., 2016).

3.2.2 Identificacdo Bacteriana

Para evitar infeccdes e conter a propagacdo de um microrganismo especifico em um
hospital, € de suma importancia compreender os possiveis reservatorios e 0s modos de
transmissao a ele associados. Além disso, a identificacdo da origem e do desenvolvimento do

agente etiologico da infeccdo é essencial, pois fornece informagdes cruciais para o controle das
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infeccOes hospitalares em nivel local e global ( PELEG et al., 2008, SETHUVE et al., 2019). A
identificacdo do género por meio de caracteristicas fenotipicas € amplamente utilizada, mas a
identificacdo das espécies € um processo complexo (GERNER-SMIDT et al., 1991). De forma
significativa, os métodos microbioldgicos convencionais, embora sejam de baixo custo, foram
substituidos ao longo das ultimas décadas pelos métodos de tipagem molecular. Isso se deve ao
fato de que os métodos de tipagem molecular oferecem uma resposta rapida, além de alta
sensibilidade e especificidade ( PELEG et al., 2008, SETHUVE et al., 2019).

A identificagdo por métodos moleculares, que sdo amplamente adotados atualmente,
inclui técnicas como a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), anélise de polimorfismo
de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), analise de repeticdes em tandem de
namero variavel em maltiplos loci (MLVA), tipagem de sequéncias multilocus (MLST), outras
técnicas baseadas em PCR e métodos baseados em sequenciamento, como 0 sequenciamento
completo do genoma (WGS) (ZARRILLI et al., 2013).

A técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é amplamente utilizada na
analise da epidemiologia molecular das infeccdes por A. baumannii. Essa técnica envolve o
encapsulamento do DNA cromossémico completo das cepas em blocos de agarose, seguido
pela digestdo com enzimas de restricdo, como a endonuclease de restricdo Apal. Atraves da
aplicacdo de campos elétricos alternados, essa técnica permite a separacdo dos fragmentos de
DNA cromossdmico. Ao gerar padrbes distintos de fragmentos, ela possibilita a detec¢do de
transmissGes bacterianas dentro e entre hospitais, sendo especialmente valiosa para
investigacdes de surtos de curto prazo em nivel local. (PELEG et al., 2008, ZARRILLI et al.,
2013).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é empregada para amplificar
regibes especificas de cada espécie, utilizando diferentes iniciadores. Essas regides incluem o
gene codificado da subunidade 16S rRNA e 23S rRNA, bem como os genes OmpA, recA, gyrB
e rpoB (GUNDI et al., 2009, KARAH et al., 2012, MCCONNELL,; ACTIS; PACHON, 2013,
WANG et al., 2014, PEERAYEH e KARMOSTAJI, 2015). Além disso, o0 PCR multiplex é
utilizado para detectar genes de oxacilinases, que hidrolisam antibidticos beta-lactamicos,
encontrados intrinsecamente em algumas espécies do género Acinetobacter sp. (WOODFORD
et al., 2006; KAMOLVIT et al., 2014).

O sequenciamento completo do genoma € outra técnica de grande relevancia para a
identificacdo molecular. E amplamente reconhecido como uma ferramenta fundamental em
estudos de vigilancia epidemioldgica. O sequenciamento completo do genoma é empregado
tanto em investigagOes retrospectivas de surtos, visando identificar fontes ambientais e casos

adicionais, quanto em investigacOes de surtos em tempo real, para confirmar sua existéncia e
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monitorar o surgimento e dissemina¢do de mecanismos de resisténcia mutacional (BOGATY
etal., 2018).

Além disso, a microbiologia clinica tem feito progressos na busca por métodos rapidos
e precisos para a identificacdo de patdgenos que contribuam para o diagnoéstico médico. A
espectrometria de massa de tempo de voo com ionizagdo de dessorgdo assistida por matriz
(MALDI-TOF MS) surge como uma alternativa ao sistema convencional de identificacdo, que
se baseia na caracterizacdo bioquimica e molecular. Essa técnica permite a deteccdo de
biomoléculas maiores intactas, como proteinas (CROXATTO et al., 2011).

A técnica do MALDI-TOF MS envolve a mistura da amostra com uma matriz em uma
placa de metal condutora. Apoés a cristalizacdo da matriz e do material microbiano, a placa de
metal é introduzida no espectrémetro de massa e é bombardeada com pulsos breves de laser.
As moléculas desorbidas e ionizadas sdo aceleradas por meio de um campo eletrostético e
ejetadas através de um tubo de voo de metal submetido a vacuo até chegarem a um detector,
onde ions menores viajam mais rapido do que ions maiores. Assim, os bioanalitos sdo separados
de acordo com seu tempo de voo (TOF), criando um espectro de massa composto por picos de
relacdo massa/carga (m/z) com intensidades variaveis. A identificacdo de espécies clinicamente
relevantes em laborato6rios de rotina é baseada na comparacdo do espectro de proteinas gerado
a partir de células bacterianas intactas inteiras com um banco de dados de perfis de proteinas
de referéncia especificos da espécie usando um algoritmo classificador de espectros original
(BIZZINI et al., 2010; CROXATTO et al., 2011, DUBOIS et al., 2011) (Figura 1).

[]] yl ! i T Resultado (Espectro)

Separacao: TOF
Tubo de voo e O (sem campo elétrico)

Laser .
Aceleracao
(campo eletrostatico)

A Ionizaciaode
dessorcaoalaser
assistida por matriz
(MALDI)

Matriz cristalizada
com analitos

Figura 1: Descrigdo técnica de MALDI-TOF MS. Fonte: adaptado de CROXATTO et al.,
2011.
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3.2.3 Importancia clinica e fatores de viruléncia de Acinetobacter baumannii

No hospedeiro humano, no periodo de 30 anos, essa bactéria se transformou de
amplamente suscetiveis para multirresistentes nos dias atuais. Membros desse género
comecaram a ser reconhecidos como patdgenos nosocomiais significativos durante o inicio da
década de 1970 (BONOMO e SZABO, 2006; JAIN et al., 2019; IBRAHIM et al., 2021;
FONSECA et al., 2021). Nos primeiros estudos in vitro, a maioria dos isolados clinicos era
suscetivel a agentes antimicrobianos comumente usados, como ampicilina (60-70%),
gentamicina (92,5%), cloranfenicol (57%) e 4cido nalidixico (97,8%) (BERGOGNE-
BEREZIN e TOWNER, 1996; VAN LOOVEREN et al., 2004; PELEG et al., 2008; TOWNER,
2009). No entanto, isolados clinicos multirresistentes (MDR) de Acinetobacter tém sido
relatados cada vez mais durante as Ultimas duas décadas, quase certamente como consequéncia
do uso extensivo de potentes agentes antimicrobianos de amplo espectro em hospitais em todo
o mundo. A. calcoaceticus, A. lwoffii e A. baumannii sdo as espécies de Acinetobacter mais
frequentemente relatadas na literatura clinica (MATHAI et al., 2012; BENNETT et al., 2019).

A. baumannii é um patdgeno oportunista, responsavel por infec¢bes adquiridas em
hospitais e comunidades que normalmente causam infeccOes graves em hospedeiros
imunocomprometidos (JOLY-GUILLOU, 2005; IBRAHIM et al., 2021; FONSECA et al.,
2021). Suas infeccBes tém sido clinicamente proeminentes em paises tropicais, sendo um
problema recorrente durante guerras, desastres naturais e surtos multihospitalares (HOUANG
et al., 2001; JAIN et al., 2019; O'DONNELL et al., 2021). Um dos fatores alarmantes é a
capacidade de acumular diversos mecanismos de resisténcia a antibioticos de ultimo recurso,
fazendo com que essa bactéria esteja entre os patdgenos nosocomiais mais problematico e
tornando ameaca urgente a saude publica pelos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC). Assim, pesquisas e desenvolvimento de novos antibidticos sdo extremamente
recomendados pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (HOU e YANG, 2015; JAIN et al.,
2019).

Os fatores de risco associados a coloniza¢do ou infeccdo incluem hospitalizagdo
prolongada, internacdo em unidade de terapia intensiva, procedimentos cirirgicos recentes,
exposicdo a agentes antimicrobianos, uso de cateter venoso central, hospitalizacdo prévia,
residéncia em casa de repouso e pressdo de colonizacdo local em pacientes suscetiveis
(MAHGOUB et al., 2002; JANG et al., 2009; O DONNELL et al., 2021). A associacdo de A.
baumannii com pneumonia, bacteremia, infec¢bes de feridas, infeccdes do trato urinario e
meningite tem sido cada vez mais relatadas (ELIOPOULOS et al., 2008; PELEG et al., 2008;
IBRAHIM et al., 2021; FONSECA et al., 2021). A Pneumonia em ambiente hospitalar € a
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infeccdo mais comum provocada por A. baumannii principalmente em pacientes que
necessitaram de ventilacdo mecénica na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (DIJKSHOORN;
NEMEC; SEIFERT, 2007; HAQUE et al., 2018). Outra infeccdo de importante relevancia
clinica é causada em pacientes que apresentam queimaduras, pois podem atrasar a cura da
ferida, evoluir para infeccOes de tecidos subjacentes e consequentemente bacteremia (CHIM,;
TAN; SONG, 2007; HAQUE et al., 2018).

Ja foram identificados e caracterizados diversos mecanismos que envolvem a viruléncia
de A. baumannii, entre estes estdo inclusos: a capacidade da bactéria em aderir, colonizar e
invadir as células epiteliais humanas, assim como, superficies abidticas pela producdo de
fimbrias e/ou cépsula polissacaridica; formacéo de biofilme; producéo de lipopolissacarideos
(LPS); producao de enzimas hidroliticas e sistemas de aquisicdo de ferro (ZIMBLER et al.,
2009; PENWELL et al., 2012; KIM et al., 2014). A maior patogenicidade de isolados A.
baumannii é a presenca de determinantes de viruléncia como a membrana externa, vesiculas de
membrana externa, fosfolipases D e biofilme (NOWAK e PALUCHOWSKA, 2016).

As vesiculas de membrana externa (OMVSs) possuem capacidade de transportar fatores
de viruléncia OmpA, e desempenham funcdo de disseminar resisténcia a antibidticos, com a
transferéncia génica do gene blaoxa-24 (RUMBO et al., 2011). A proteina de membrana externa
A (OmpA) é uma porina trimérica capaz de induzir apoptose com liberacdo de moléculas pré-
apoptoticas, como o citocromo C e o fator indutor de apoptose. Na infeccdo, induz danos nas
células respiratorias humanas, colabora com a colonizacdo nos estagios iniciais, pois
desempenha uma funcdo na adesao e invasdo de células do hospedeiro, e ainda contribui para
a disseminacdo de A. baumannii (CHOI et al., 2008; LIN e LAN, 2015). Além disso, essa
proteina OmpA, principal proteina de membrana externa, juntamente com csuk, envolvido na
formacdo do sistema pili - uma estrutura filamentosa encontrada em varias bactérias gram-
negativas - pode desempenhar um papel crucial na facilitacdo da persisténcia e sobrevivéncia
de A. baumannii. Essas proteinas atuam diminuindo a motilidade bacteriana na superficie e
auxiliando na formacéo de biofilmes, resultando na capacidade de resistir aos mecanismos de
defesa do hospedeiro e as terapias antimicrobianas. (CLEMMER; BONOMO; RATHER, 2011,
CHEN, 2015; HE et al., 2015; SELASI et al., 2016).

A resisténcia a diferentes antimicrobianos por A. baumannii pode ser conferida pela
membrana externa, expressdao constitutiva de sistemas de bombas de efluxo e a expressédo
reduzida de porinas na membrana externa, causando alteracdes fisiologicas na permeabilidade
da membrana e atividade metabélica (VILA, MARTI, SANCHEZ-CESPEDE, 2007; HE et al.,
2015). Por fim, a capacidade de formar biofilme, resisténcia a dessecagdo e desinfetantes e a

resisténcia aos antibidticos permitem sua prospeccdo em ambiente hospitalar e facilita o
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desenvolvimento de infeccBes associadas a assisténcia a saude e, consequentemente, 0
aparecimento de surtos (VAN LOOVEREN et al., 2004; PELEG et al., 2008; RANJBAR e
FARAHANI et al., 2019).

3.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

3.3.1 Antibioticos B-lactdmicos

Os antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos que afetam essencialmente a
multiplicacdo bacteriana, uma vez que podem ter acdo bactericida, que causam a morte, ou
bacteriostatico, que inibem o crescimento (PELEG e HOOPER 2010; ETEBU e ARIKEKPAR,
2016). Existem uma ampla gama de antibiéticos com acGes direcionadas a diferente alvo na
estrutura da célula bacteriana, incluem: inibidores da sintese da parede celular, inibidores da
membrana celular, inibidores da sintese de acidos nucleicos, inibidores da sintese proteica e
blogueio de vias metabdlicas essenciais (BAKHEET e DOIG, 2010).

As principais classes de antibidticos em uso clinico destacam os [-lactdmicos,
macrolideos, tetraciclinas, quinolonas, aminoglicosideos, sulfonamidas, fluoroquinolonas e
oxazolidinonas (HUTCHINGS et al., 2019) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismos de a¢do dos antimicrobianos em bactéria, e efeitos e os locais onde
atuam. Fonte: Adaptado de RIBEIRO, 2018.
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Os antibidticos p-lactamicos sdo compostos que compreendem grupo de
antimicrobianos com mecanismo de agdo na sintese da parede celular, esses antibioticos se
ligam as proteinas da parede celular, provocando a inativacdo deste conjunto de enzimas
transpeptidases, que catalisam ligacdo cruzada entre as cadeias de peptideoglicano leva a
formacao de esferoblastos e a uma répida lise celular. A estrutura molecular possui um anel j3-
lactdmico, que € um anel heterociclico, com estrutura heteroatdmica constituido por trés &tomos
de carbono e um atomo de nitrogénio (DRAWZ e BONOMO, 2010; LIMA et al., 2020).

A classe dos antibidticos B-lactdmicos disponivel na pratica clinica representa quase
dois tercos das prescri¢es hospitalares, das quais se destacam as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamas, sendo todas portadores de um anel B-lactamico, mas
diferem-se na estrutura quimica e, consequentemente, modificam as caracteristicas dos
antibidticos, como: espectro de acdo, afinidade por receptores e resisténcia (SAMAHA-
KFOURY, 2003; LIMA et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3: Estrutura quimica dos antibidticos B -lactdmicos. Fonte: WILLIAMS, 1999.

Os carbapenémicos sao da classe de f-lactamicos mais eficaz, possui um amplo espectro
de acdo contra bactérias gram positivo e gram negativo, devido a um grupo trans-o-1-hidroxietil
na posicdo 6, diferem de outros P-lactdmicos devido a substituicdo de um dos carbonos do
anel secundario por um atomo de enxofre e uma ligacéo insaturada entre os carbonos 2 e 3 do
anel secundario, tornando mais estavel a inativagdo de B-Lactamases de Espectro Estendido
(ESBL) e do tipo AmpC (ZHANEL et al., 2007; NICOLAU, 2007; MANCUSO et al., 2021).
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3.3.2 Resisténcia a -lactamicos

A resisténcia a antimicrobianos ocorre por fatores genéticos, podendo ser intrinseca
mediada por genes cromossdmicos e estd relacionado a estrutura e fisiologia natural do
microrganismo; ou adquirida por mutagdo genética, e/ou transferéncia horizontal de genes
estruturais endogenos ou regulatorios entre organismos, por meio de elementos genéticos
moveis como plasmideos, tranposons e bacteriofagos no processo de conjugacao,
transformacéo, transducdo e transposicdo (DZIDIC e BEDEKOVIC, 2003; ASIF; ALVI,
REHMAN, 2018; KYRIAKIDIS et al., 2021).

A extensa utilizacdo de antibidticos no tratamento de infec¢bes causadas por A.
baumannii resultou na selecdo de isolados altamente resistentes a maioria dos antimicrobianos
atualmente disponiveis, incluindo os B-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas. Além disso,
a persisténcia desse microorganismo em ambientes hospitalares intensifica a emergéncia global
dessa situacdo (TACCONE et al., 2006, VALENCIA et al., 2009; THEURETZBACHER et al.,
2020). A. baumannii tem se mostrado uma espécie cada vez mais importante e exigente em
infeccBes associadas a assisténcia a saude (PELEG et al., 2008; IBRAHIM et al., 2021). A
natureza resistente a drogas do patégeno, ou seja, tem competéncia natural de adquirir genes de
resisténcia através da transferéncia horizontal de genes, e seus padrbes de suscetibilidade
incomuns e imprevisiveis tornam as decisdes empiricas e terapéuticas ainda mais dificeis
(TRAGLIA etal., 2016; FONSECA et al., 2021).

Os principais mecanismos de resisténcia de bactérias sdo: (i) modificagdo de sitios alvo,
(if) inativacdo enzimatica, (iii) efluxo ativo e (iiii) diminuicdo no influxo de drogas
(CHAKRAVARTY, 2020). No entanto, o mecanismo mais frequente em A. baumannii é
decorrente da producdo de B-lactamases adquiridas, incluindo serina e metalo-p-lactamases, as
quais conferem resisténcia aos carbapenémicos capazes da inativacao hidrolitica do anel -
lactdmico dos antibiéticos (HAEGGMAN et al., 2004; TSAKRIS et al., 2008; LEE et al., 2017;
MANCUSO et al., 2021).

As B-lactamases s3o enzimas que inativam os antibidticos 3-lactdmicos e atuam como
um dos principais mecanismos associados a resisténcia (BUSH e JACOBY, 2010). Séo
classificadas de acordo Ambler (1980), sendo divididas em quatro classe conforme a estrutura
molecular do centro ativo e sequéncia de aminoacidos. As Classes A, C e D sdo serina f3-
lactamases e a classe B sdo denominadas de metalo-p-lactamases, todas as classes j& foram
identificadas em Acinetobacter (PEREZ et al, 2007; ALl et al., 2018; TOOKE et al., 2019).

A classe A sdo as penicilinases, cefalosporinases, f-lactamases de amplo espectro, f3-

lactamases de espectro estendido (ESPL) e carbapenemases e séo capazes de inativar
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penicilinas, cefalosporinas de terceira geracdo (por exemplo, ceftazidima, cefotaxima e
ceftriaxona) e carbapenémicos. Sdo inibidas por inibidores de B-lactamases, clavulanico,
sulbactam e tazobactam e conferem resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro e a
monobactadmicos, podendo conferir resisténcia em baixos niveis aos carbapenémicos, com
excecao de algumas enzimas do tipo KPC (JEON et al., 2016).

A classe B sdo as Metalo-B-lactamases (MBLs), uma das principais enzimas
relacionadas com a reducdo da sensibilidade aos antimicrobianos carbapenémicos e foram
descritas em amostras de Acinetobacter spp. depois da década de 90 (POIREL et al, 2000).
Essas enzimas exigem o Zn%** como co-fator para atividade catalitica, por terem a mesma
estrutura tridimensional e por apresentarem residuos conservados, 0s quais Sdo responsaveis
pela interagdo da enzima com cations divalentes. Hidrolisam eficientemente B-lactdmicos,
inclusive carbapenémicos, mas ndo aztreonam, e sdo inibidas por agentes quelantes, como cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (JEON et al., 2016).

A classe C de Ambler engloba varias enzimas, incluindo as penicilinase e
cefalosporinase B-lactamases do tipo AmpC e sdo enzimas cromossdmicas que geralmente
conferem resisténcia as penicilinas, inclusive as associa¢des com inibidores de B-lactamases
(sulbactam, tazobactam e &cido clavulanico), cefalosporinas de 13 22 e 32 geracOes e aos
monobactamicos (aztreonam) (BUSH; JACOBY, 2010, BONNIN et al., 2011). A resisténcia
as cefalosporinas devido a producdo desta enzima é também uma caracteristica comum em A.
baumannii (WOODFORD et al., 2006).

As classes D as oxacilinases (OXA) séo enzimas que apresentam o agrupamento serina
no seu sitio ativo, mais de 150 variantes distintas dessas enzimas ja foram descritas, contudo
apenas 45 exibem a capacidade de inativar principalmente os antimicrobianos carbapenémicos
e algumas cefalosporinas, como a cefepima. (BOU et al, 2000; BROWN; AMYES, 2006;
CASTILHO et al., 2017). As OXA do tipo carbapenemases sdo adquiridas por elementos
genéticos maveis, e frequentemente encontrados em A. baumannii especialmente no ambiente
hospitalar (POIREL; NAAS; NORDMANN et al., 2010; GIRIJA et al., 2019).

As oxacilinases sdo classificadas em seis subgrupos principais: sdo blaOXA-23-like
(OXA-23, OXA-27, e OXA-49), blaOXA-24-like (OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40, e
OXA-72), blaOXA-58-like, blaOXA-143-like (OXA-143, OXA231 e OXA-253), blaOXA-235
e blaOXA-51-like, este Gltimo subgrupo presente a nivel cromossomal na espécie A. baumannii,
mas que ndo proporciona um nivel de resisténcia clinicamente efetiva a carbapenémicos
(EVANS, HAMOUDA, AMYES, 2013;YANG e RUI, 2016 ; KOBS et al., 2016). Para que 0s
genes blaOXA sejam expressos, muitas vezes € necessaria a presenca de elemento de insercéo.

Dentre as ja descritas em Acinetobacter, as mais comumente conhecidas sdo as ISAbal,
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ISAba2, ISAba3 e ISAba4 (PELEG,; SEIFERT; PATERSON, 2008; LEE et al., 2011,
CASTILHO et al., 2017).

3.3.3 Resisténcia aos carbapenémicos

Nas ultimas décadas, as opcdes de tratamento para alguns casos de infec¢bes por
isolados de A. baumannii, sdo antibidticos das classes dos carbapenémicos, imipenem e
meropenem devido sua boa atividade e baixa toxicidade, visto que, os antibiéticos penicilinas,
cefaslosporinas, aminoglicosideos, quinolonas e tetraciclinas apresentaram resisténcia
(EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013; THEURETZBACHER et al., 2020). Os paises da
América Latina apresentaram os maiores indices de acumulo de mecanismo de resisténcia do
mundo, sendo verificado na Argentina (60%) e no Brasil (56%) (LABARCA et al., 2016). Os
carbapenémicos, imipenem e meropenem sao 0s agentes mais importantes para o tratamento de
infeccBes causadas por cepas multirresistentes, foi inicialmente introduzida em 1985, porém
suas taxas de suscetibilidades vém declinando de forma consideravel (DIJKSHOORN et al.,
2007; MARRA et al., 2011).

Diversos trabalhos destacam que em certas regides do mundo as taxas de resisténcia aos
carbapenémicos superam 50% (Figura 3). H4 uma tendéncia de aumento de resisténcia aos
carbapenémicos em infeccBes por A. baumannii (KIM et al., 2014; MA e McCLEAN, 2021).
Taxas de resisténcia ao imipenem e meropenem principalmente na América Latina,
aumentaram 54,2% e 49,7% respectivamente, no periodo de 2001 a 2010 de acordo com 0s
dados do SENTRY (Programa de Vigilancia Antimicrobiana). Por outro lado, para colistina
ndo verificou aumento expressivo no periodo 2006 a 2010 (GALES et al., 2006; GALES et al.,
2011; GALES et al., 2012) (Tabela -1). Dados recentes do SENTRY revelaram que as taxas de
MDR foram mais altas entre os bacilos Gram-negativos (GNB) ndo fermentadores, e a colistina
foi o Unico agente com atividade previsivel contra o complexo Acinetobacter baumannii-
Acinetobacter calcoaceticus (97% suscetivel) (DIEKEMA et al., 2019).

No periodo de 2007 a 2010, levantamentos do BrSCOPE (Vigilancia e Controle
Brasileiro de Patogenos de Importancia Epidemioldgica) indicaram que, cefalosporinas,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e carbapenémicos nao foram eficazes contra mais de 50%
das cepas de Acinetobacter spp. isoladas de infec¢Bes nosocomiais da corrente sanguinea de 16
hospitais geograficamente dispersos pelas cinco regides do Brasil (MARRA et al., 2011). Em
outro estudo 47% dos isolados clinicos apresentavam resisténcia aos carbapenémicos (BRAGA
etal., 2019).
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Figura 4: Epidemiologia de infecgdes por A. baumannii. resistentes a carbapenem. O tom de
azul representa o nivel de resisténcia aos carbapenémicos em todo 0 mundo durante a ultima
década (2009-2018). Fonte: MA; MCCLEAN, 2021.

A. baumannii resistente aos carbapenémicos estdo associadas as caracteristicas dos
hospitais, localizacdo geografica, tipo de enfermaria e sitios anatémicos (LIU et al., 2015;
CASTILHO et al., 2017). Embora quando o tratamento com carbapenémicos e
aminoglicosideos ndo apresentam eficacia contra A. baumannii, a indicacéo terapéutica séo as
polimixinas (polimixina B e colistina). S&o raros casos, mas ja tem relatos de resisténcia a
polimixinas de isolados clinicos de A. baumannii (CHEAH et al., 2016; MOFFATT et al.,
2019).

Tabela 1: Resisténcia aos antibidticos em Acinetobacter spp. realizados por SENTRY
(Programa de Vigilancia Antimicrobiana) (2001-2010).

Antibidticos % isolados resistentes/ por periodo de tempo
SENTRY SENTRY SENTRY
2001-2004 2006-2009 2008-2010
Amicacina 59.6 514 62.6
Cefepime 63.6 55.1 76.6
Ceftazidima 67.6 57.6 81.7
Ciprofloxacina 65.2 66.9 87.2
Colistina ) 0.9 1.2
Gentamicina ) - 53.3
. 13.6
Imipenem 40.3 67.8
16.4
Meropenem ND 66.1

Fonte: GALES et al., 2006; GALES et al., 2011; GALES et al., 2012
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3.4 MECANISMOS IMUNOLOGICO

3.4.1 Resposta imunoldgica contra infec¢fes bacteriana extracelular

As infeccOes causadas por bactéria extracelular, ou seja, que sao capazes de se replicar
fora das células do hospedeiro; na circulacdo, nos tecidos conjuntivos e em espaces teciduais
de lumens das vias aéreas e intestinais. Deste modo, os mecanismos de defesa do hospedeiro
sdo principalmente as barreiras naturais, a resposta imune inata e adaptativa (COELHO-
CASTELO et al., 2009; GARCIA-PATINO et al., 2017). Dentre essas barreiras naturais estao,
epitélio integro da pele e mucosas que atua como uma barreira fisica e impedem a aderéncia e
a penetracdo de bactérias; movimentos peristalticos, a secrecdo de muco do trato
gastrointestinal, movimentos mucociliar eliminam bactéria do trato respiratério; Ph (suco
gastrico) como barreira quimica, além da saliva e das secre¢cdes prostaticas que possuem
substancias antimicrobiana. Para as infec¢cdes no sistema circulatorio, essas sdo removidas por
células fagocitarias (células de Kupffer) do figado e baco (COELHO-CASTELO et al., 2009;
GARCIA-PATINO et al., 2017).

As infeccOes graves por A. baumannii podem ser observadas principalmente em
individuos imunocomprometidos, por outro lado, comumente ndo apresenta ameaca a
individuos imunologicamente saudaveis (HARRIS et al., 2013; BRUHN et al., 2015). O
hospedeiro acometido por infecgdo de A. baumannii ativam as respostas imunes inatas
provocando interages com os receptores de reconhecimento de padrdes do hospedeiro (PRRs)
gue sdo proteinas expressas principalmente em células imunes, assim induz a producdo de
citocinas e quimiocinas (IL-1, IL-6 e CXCL1) pré-inflamatorias e recrutam efetores imunes
para o local (GARCIA-PATINO et al., 2017; WONG et al., 2017; CHEN, 2020).

As PRR mais importantes séo receptores do tipo Toll (TLR-2 e TLR-4) ligados a
membrana das células do sistema inato do hospedeiro, pois exerce funcdes de detectar e
reconhecer componentes do padrdo molecular associado ao patégeno (PAMP)
(lipopolissacarideo (LPS), OMVs, cépsula), e padrbes moleculares associados ao dano
(DAMPs), que séo os componentes liberados por dano ou morte celular pos infeccdo (CHEN,
2020). Além disso, resposta imune eficaz contra bactérias extracelulares sdo mediadas por
células T CD4" Th1/Th17, especificamente em mucosas. As T CD4" produzem citocinas que
aumentam a fagocitose e atividades bactericidas de neutrofilos e macrofagos, as Th1 contribui
para a ativacdo de macrofagos para aumentar a capacidade fagocitaria e a producéo de IFN-y,
e Th17 promovem ainflamacéo local pela liberagdo de IL-17 e IL-23, bem como o recrutamento
de neutrofilos e mondcitos (YAN et al., 2016; GARCIA-PATINO et al., 2017).
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A IL-17 é uma das citocinas que tem recebido atengdo especial no papel da imunidade
inata, e por ser produzida abundantemente no pulmao desempenham defesa do hospedeiro
contra infecc@es respiratdrias por A. baumannii (CHEN, 2020). Embora, essas respostas inatas
podem ndo ser suficientes, mas sdo importantes para o desenvolvimento da imunidade
adaptativa contra infeccdes A. baumannii, visto que cepas altamente virulentas podem evadir o
sistema imunoldgico para estabelecer infecdes. Deste modo, a imunidade humoral, mediada por
anticorpos, desempenham importantes mecanismos de eliminacdo das bactérias extracelulares.

A imunidade adaptativa sob influéncia da resposta imunes inata, que exerce a funcédo de
apresentacdo efetiva de antigenos e producdo de citocinas, incluindo as IL-12, CD40L, IL-1,
IFNs tipo | e TNF-0, além de orientar a diferenciagdo e 0 desenvolvimento de células T e
respostas de anticorpos (CHEN et al., 2020). Assim como em outras infec¢fes provocadas por
bactérias extracelulares, as células B e os anticorpos desempenham importantes papéis na
defesa do hospedeiro contra infeccdo por A. baumannii. Verificado por dados clinicos e
experimentais reforcam essa hipoOtese. Pacientes com infeccdo por esse patdgeno
desenvolveram altos titulos de respostas séricas especificas de IgM, IgA e 1gG (ISLAM et al.,
2011). Além disso foi verificado que respostas imunes Th2 assumem um importante papel na
protecdo, uma vez que sdo correlacionados a titulos de anticorpos especificos de A. baumannii,
e também transferéncia de soro de camundongos imune confere prote¢do contra A. baumannii
(LUO et al., 2012).

3.4.2 Avaliagédo de formulagdes vacinais em modelos murinos

O desenvolvimento de vacinas como estratégia imunoldgica, uma abordagem
alternativa que difere dos antibioticos, pode ser uma opc¢édo profilatica a grupos vulneraveis,
como pacientes imunocomprometidos, soldados e idosos, a infec¢Bes potencialmente fatais de
A. baumannii resisténcia a multiplos medicamentos (MDR), uma vez que a aquisi¢do de
resisténcia a diversas classes de antibidticos dificulta a conduta terapéutica (MA e CHEN et al.,
2021). Modelos murinos contribuem na avaliagdo de imunogenicidade de vacinas, ou seja, a
capacidade de induzir imunidade de forma especifica e eficaz contra infecgdes por A. baumannii
(HARRIS et al., 2013; McCONNELL; ACTIS; PACHON 2013; RAMEZANALIZADEH et
al., 2020).

Varios estudos com vacinas mostraram efeito protetor eficaz no controle de infecgdes
por A. baumannii com diferentes abordagens. As vacinas foram desenvolvidas em dois
principais grupos: (i) grupo que inclui vacinas compartimentais, por exemplo, células inteiras

inativadas com formalina ou radiagdo, vesiculas de membrana externa (OMV), e complexo de
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membrana externa (OMC), e (ii) grupo contém proteinas recombinantes, que incluem vacinas
de subunidades (MA e CHEN et al., 2021).

Dados experimentais em camundongos observados em diversas pesquisas apoiam a
hipdtese da influéncia dos anticorpos na protecéo do hospedeiro contra A. baumannii. Entéo, a
imunizacdo com formulacdo vacinal de células inteiras inativadas de A. baumannii produziu
resposta robusta de anticorpos IgG, 1gG1 e 1gG2c especificos contra A. baumannii e reduziu
significativamente cargas bacterianas pos-infeccdo e o0s niveis séricos de citocinas pro-
inflamatorias (MCCONNELL e PACHON 2010).

Shu et al., (2016), demonstrou que uma vacina de células inteiras inativadas estimulou
a producdo de altos niveis de anticorpos IgG séricos capazes de reconhecer a cepa MDR A.
baumannii usada como antigeno. Comprovou em outro estudo que a imunizacdo de células
inteiras deficiente em LPS é capaz de fornecer protecdo apos infeccdo com duas cepas A.
baumannii contendo LPS, indicando que a resposta imune induzida ¢ suficiente para reconhecer
antigenos em sua conformagcéo nativa (GARCIA-QUINTANILLA et al., 2014). Também foi
demonstrado em camundongos efeito protetor de uma vacina de complexo de membrana
externa contra A. baumannii resistente a multiplas drogas (ISLAM et al., 2011; PULIDO et al.,
2018). Diferente abordagem foi verificada por Luo (2012), a imunizacdo com proteina
recombinante (OmpA) melhorou significativamente a sobrevivéncia induziu altos titulos de

anticorpos anti-OmpA e reduziu a carga bacteriana tecidual em camundongos infectados.

3.5 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de infec¢des hospitalares representa um desafio significativo para a satde
publica tanto no Brasil quanto no mundo. A falta de estudos completos que investiguem dados
epidemioldgicos e microbiologicos dificulta uma compreensdo precisa da extensdo desse
problema em diferentes regides, incluindo a regido norte do Brasil. As bactérias responsaveis
por essas infeccles e sua crescente resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos é de
extrema importancia, devido ao impacto significativo na morbimortalidade dos pacientes e aos
custos adicionais elevados no tratamento.

Os casos frequentes de infeccdes hospitalares causadas por essas bactérias representam
um desafio clinico, especialmente para pacientes imunocomprometidos, sendo considerados
graves e contribuindo para a dificuldade no controle. Dentre as bactérias mais relevantes na
ocorréncia de surtos em unidades de terapia intensiva (UTIs) em diversos paises da América
Latina, América do Norte e Europa, destaca-se a bacteria do género Acinetobacter sp.. Isso se

deve a sua presenca em diversos ambientes como equipamentos hospitalares, utensilhos
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médicos e leitos hospitalares, esse género é capaz de abrigar genes de resisténcia e dissemina-
los por meio de elementos méveis presentes em seu genoma. E importante ressaltar que a rapida
disseminacéo desses genes de resisténcia pode agravar a situacao.

No ambito da assisténcia a satde, é relevante mencionar que o municipio de Gurupi-TO
possui um Hospital Regional Geral (HRG), destinado ao atendimento de adultos e criangas, que
oferece servicos de média e alta complexidade pelo Sistema Unico de Satde (SUS) a 18
municipios da regido Sul do estado Tocantins. Dessa forma, essa instituicdo desempenha um
papel de extrema importancia como unidade de saude, proporcionando um fluxo significativo
de atendimento e uma ocupacdo elevada de leitos em todas as suas clinicas, especialmente nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). Levando em conta esse fluxo, essa instalacdo de
cuidados de satde apresenta vulnerabilidade a ocorréncia de infec¢bes hospitalares, sendo
assim, 0 monitoramento e a caracterizacdo dos agentes infecciosos podem ser estratégicos para
0 estado. A identificacdo dos isolados oriundos de unidade de terapia intensiva do hospital do
sul do Tocantins trard uma visdo ampliada sobre o perfil de suscetibilidade, e os determinates
génicos de resisténcia.

Diante do desafio que representa para a saude publica, torna-se essencial adotar
abordagens inovadoras no tratamento dessas infecgdes. Nesse sentido, é de extrema importancia
realizar uma analise aprofundada do papel das vacinas na prevencdo e combate as bactérias
resistentes a antibidticos. A compreensdo dos fatores de viruléncia e dos mecanismos
moleculares da patogénese da infec¢do por A. baumannii ainda é limitada, o que representa um
obstaculo para o desenvolvimento bem sucedido de vacinas direcionadas a esse agente
patogénico. Apesar de ainda ndo haver uma vacina licenciada e disponivel comercialmente para
esse patdgeno, existem intensos esforcos cientificos e técnicos voltados para o desenvolvimento
de uma vacina potencialmente eficaz contra A. baumannii. Considerando as circunstancia,
buscou neste trabalho uma estratégia vacinal que visa reduzir a utilizacdo de antimicrobianos
no controle de infec¢bes por A. baumannii (MDR), por meio da inducéo e fortalecimento do
sistema imunoldgico em modelo experimental imunocomprometidos.

A pesquisa que abrange este trabalho de tese teve inicio em 2019 com um projeto de
pesquisa ““Analises da susceptibilidade a antibidticos de bactérias isoladas de unidade terapia
intensiva (UTI) de hospital regional do estado do Tocantins ", aprovado no edital do PPSUS
com eixo tematico Epidemiologia e vigilancia em saude. Paralelamente, e de forma
complementar, foi conduzido outro estudo com objetivo no desenvolvimento de um produto
alternativo contra infeccdes de bactéria multirresistentes, avaliado em modelos murinos.  As
instituicOes parceiras para execucao desses projetos, ILMD — Fiocruz Amazénia e Secretaria
Estadual de Saude do Estado Tocantins.
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3.6 FLUXO METODOLOGICO

Cap. 1l — Caracterizacao Bactéria MDR Cap. Il — Desenvolvimento vacinal contra bactéria
MDR
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Figura 5: Esquema metodoldgico do trabalho de tese.
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Resistance determinants of emerging pathogens isolated from an intensive
care unit as a parameter of population health conditions of the Legal Amazon

microregion

ABSTRACT

Bacteria responsible for causing infections are common in hospital environments, water, soil,
and food products. The infection risk is intensified by the absence of public sanitation, poor
quality of life, and food scarcity. These external factors promote the dissemination of pathogens
by direct contamination or biofilm formation. In this work, we identified bacterial isolates
obtained from intensive care units in the southern region of Tocantins, Brazil. We compared
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) techniques and 16S ribosomal ribonucleic acid (rRNA) molecular analysis; we also
performed phenotypic characterization. Fifty-six isolates characterized using morphotinctorial
tests were classified as gram-positive (80.4%; n = 45) and gram-negative (19.6%; n = 11) and
were resistant to several antibiotic classes; notably, we identified the blaoxa-23 resistance gene
in the ILH10 isolate. Microbial identification using MALDI-TOF MS resulted in the
identification of Sphingomonas paucimobilis and Bacillus circulans. 16S rRNA sequencing
revealed four isolates belonging to the genera Bacillus and Acinetobacter. The similarity was
superior to 99% for Acinetobacter schindleri in the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), grouped in the clade superior to 90%. Several strains isolated from intensive care
units (ICU) were resistant to various antibiotic classes. These techniques allowed for the
identification of several microorganisms of importance in public health, enabling improvements

in human infection control and proving the quality of inputs, food, and water.
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Determinantes de resisténcia a patégenos emergentes isolados de uma
unidade de terapia intensiva como parametro das condi¢fes de saude da

populacdo da microrregido da amazonia legal.

RESUMO

As bactérias responsaveis por causar infeccdes sdo comuns em ambientes hospitalares, agua,
solo e produtos alimenticios. O risco de infeccdo é intensificado pela auséncia de saneamento
publico, ma qualidade de vida e escassez de alimentos. Esses fatores externos promovem a
disseminacédo de patdgenos por contaminacédo direta ou formacéao de biofilme. Neste trabalho,
identificamos isolados bacterianos obtidos de unidades de terapia intensiva na regido sul do
Tocantins, Brasil. Comparamos técnicas de espectrometria de massa de tempo de voo com
ionizacdo por dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) e anélise molecular de
acido ribonucleico ribossdomico 16S (rRNA); tambeém realizamos caracterizagdo fenotipica.
Cinquenta e seis isolados caracterizados por testes morfotintoriais foram classificados como
gram-positivos (80,3%; n = 45) e gram-negativos (19,6%; n = 11) e foram resistentes a varias
classes de antibioticos; notavelmente, identificamos o gene de resisténcia blaoxa-23 no isolado
de ILH10. A identificagdo microbiana usando MALDI-TOF MS resultou na identificagdo de
Sphingomonas paucimobilis e Bacillus circulans. O sequenciamento do 16S rRNA revelou
quatro isolados pertencentes aos géneros Bacillus e Acinetobacter. A similaridade foi superior
a 99% para Acinetobacter schindleri no BLAST, agrupado no clado superior a 90%. Varias
cepas isoladas de ICU foram resistentes a varias classes de antibioticos. Essas técnicas
permitiram a identificacdo de diversos microrganismos de importancia em salde publica,
possibilitando melhorias no controle de infec¢bes humanas e comprovando a qualidade dos

insumos, alimentos e agua.

Palavras-chave: bactéria multirresistente, ambiente hospitalar, MALDI-TOF MS, 16S rRNA.
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1. INTRODUCAO

As infeccbes bacterianas dentro e fora dos ambientes hospitalares sdo as principais
causas de adoecimento. O uso excessivo de agentes antimicrobianos em humanos e animais
domesticos tem gerado altas taxas de resisténcia bacteriana e se tornado um problema grave em
todo o0 mundo (BONELLI et al.,, 2014; MORETTO et al., 2022). Fatores comunitarios e
ambientais contribuem para o surgimento de bactérias multirresistentes, promovidas pela falta
de saneamento publico adequado e pela transmisséo de efluentes domeésticos aos mananciais.
Esses fendbmenos contribuem para a disseminacdo de patdgenos, principalmente em regides
com baixos indices de desenvolvimento humano (GALLINI et al., 2010; BARTLEY et al.,
2019; MORETTO et al., 2022).

O surgimento de novos mecanismos de resisténcia pode surgir em comunidades
vulneraveis, levando a disseminacdo de genes bacterianos via plasmideos conjugativos
(MEIRELLES-PEREIRA et al.,, 2002, CERCEO et al., 2016). Entre as bactérias
multirresistentes primarias (MDRs), incluindo espécies dos géneros Bacillus , Pseudomonas ,
Acinetobacter , Klebsiella e enterobactérias que sdo comumente encontradas em ambientes
hospitalares, agua, solo e produtos alimenticios (LOGAN 2012; SMET et al. 2014; FERREIRA
etal. 2019; ARBAB et al. 2021; ADWAN AND OMAR 2021). A comida é uma fonte potencial
de transmissdo entre a comunidade e ambientes clinicos (CAVALHEIRA et al. 2021).

Outro fator critico é a capacidade das bactérias de formar uma comunidade estrutural de
maultiplas células bacterianas (biofilme) caracterizada por alta versatilidade nutricional e
metabdlica e aderéncia a superficies vivas e nao vivas. Essas superficies incluem vidro, plastico,
equipamentos de raios X, bancadas, camas, ventiladores e sistemas de circulacdo de ar
(BERNARDS et al., 2004; GADDY et al., 2009).

A resisténcia a antibidticos e produtos quimicos (desinfetantes) contribui para uma
maior patogenicidade (GADDY et al., 2009; NOWAK AND PALUCHOWSKA, 2016As -
lactamases atuam como um dos principais mecanismos associados a resisténcia; A resisténcia
a B-lactamicos ¢ mediada por B-lactamases que inibem antibi6ticos, incluindo carbapenémicos,
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. As 3 - lactamases podem ser divididas em classe
A [e.g. Klebsiella pneumoniae carbapenemase], classe B metalo-p-lactamases [e.g. New Delhi
metalo-p-lactamase, verona codificado por integrina, metallo-beta-lactamases, imipenem-
resistantes Pseudomonas] e classe D B-lactamases [e.g., oxacylinases] (BUSH AND JACOBY,
2010; LOGAN 2012; LEE et al., 2016).
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Os métodos convencionais para diagnosticar patdgenos envolvem o isolamento do
organismo em cultura com posterior andlise de suas caracteristicas fenotipicas (isto e,
morfologias microscopicas e macroscopicas) e avaliagdes bioguimicas em Vvarios substratos.
(STEPIEN-PYSNIAK et al., 2017). Outros métodos utilizados em laboratorios de
microbiologia clinica incluem métodos moleculares com sequenciamento de genes de 16S
rRNA e 23S rRNA. MALDI-TOF MS é uma técnica de identificacdo rapida e precisa para
bactérias isoladas de espécimes biologicos e pode detectar varias proteinas de espécies
microbianas (ANGELETTI, 2017; TSUCHIDA et al., 2020).

A andlise da diversidade microbiana em diferentes ambientes e o perfil de bactérias
multirresistentes tém implicacbes essenciais para 0s hospitais decorrentes do uso
indiscriminado de antibidticos. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
fenotipicamente fontes microbianas em unidades de terapia intensiva (UTIs) e identificar
isolados utilizando os métodos moleculares MALDI-TOF MS e 16S rRNA. Essas técnicas sdo
fundamentais para a satde publica, pois proporcionam ac¢des de controle de infec¢cGes humanas

e beneficiam a populacao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Local do estudo; Processamento de amostras; Permissdes Eticas e Legais.

O Hospital Regional de Gurupi - Tocantins - Brasil (11°43'48” S ¢ 49°04'08” W) esta
localizado na microrregido da Amazonia Legal. E referéncia para 18 municipios: Alianca do
Tocantins, Araguacu, Alvorada, Cariri do Tocantins, Crixas do Tocantins, Dueré, Figueirdpolis,
Formoso do Araguaia, Jau do Tocantins, Lagoa da Confusdo, Palmeiropolis, Parand, Peixe,
Sandolandia, Sdo Valério, Sdo Salvador, Sucupira e Talisma. Foram utilizadas amostras de
leitos de pacientes internados por mais de 48 horas. A coleta foi realizada com swabs estéreis
passados na superficie do leito e transportados em meio Cary Blair. As amostras foram
cultivadas em agar de soja triptica (Kasvi, Italia) e incubadas aerobiamente a 37 °C durante a
noite. Os isolados bacterianos foram fenotipicamente caracterizados usando métodos manuais
de coloracdo de Gram e medindo as propriedades de motilidade, crescimento a 44 °C, utilizagéo
de citrato, producéo de oxidase e urease e oxidacdo/fermentacdo (CASTILHO et al., 2017). O
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Tocantins aprovou o trabalho (nimero

do protocolo 72773417.3.0000.5519). Apds emissdo de parecer fundamentado deste estudo, o
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protocolo foi encaminhado a Secretaria de Saude do Estado do Tocantins (SESAU/TO) em
atendimento a portaria SES-391/2017.

2.2 Analise Fenotipica e Classificacdo de Resisténcia

Medimos a sensibilidade e resisténcia a antibidticos usando o método de difusdo em
disco, seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). Os
isolados foram cultivados em 100 ml de caldo TSB (peptona de soja 17 g/l, caseina 3 g/l,
dextrose 5 g/l e fosfato de potassio monobasico 5 g/l), agitando a 120 rpm a 37 °C por 8 h. O
crescimento foi ajustado para 108 UFC/ml e semeado em agar Mueller-Hinton (Kasvi, Italia)
entre 18 e 24 horas de incubacdo a 37 °C para registro da formacdo do halo (CASTILHO et al.,
2017). Os antibidticos (Sensifar®-Brasil) incluiram ampicilina/sulbactam (20 pg), amicacina
(30 ug), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), cotrimoxazol (25 ug),
gentamicina (10 pg ), imipenem (10 pg), levofloxacina (5 pg), linezolida (30 pug), meropenem
(10 pg), minociclina (30 pg), norfloxacina (10 pg), piperacilina/tazobactam (110 pug),
polimixina B (330 ug Ul), tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg). Os dados de inibicao do
halo foram medidos e classificados, com resisténcia a > 1 agente antimicrobiano em > 3
categorias antimicrobianas consideradas MDR. A resisténcia a > 1 agente antimicrobiano em
todas as classes de antimicrobianos, exceto duas, foi considerada extensivamente resistente a
medicamentos (MAGIORAKOS et al., 2012).

2.3 Analise Molecular e Deteccdo de Genes

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando primers para OXA-51,
OXA-23, OXA-40, OXA-58 e a sequéncia de insercdo (IS) do ISAbal (SOHRABI et al., 2012)
(Tabela 1). A extracdo de DNA foi realizada com um kit de extracdo (Invitrogen-PureLink®
Genomic DNA Kits). A técnica de PCR foi usada para amplificar os fragmentos com um
volume final de 20 pL contendo 20 ng de DNA, 1,5 mM de MgCl 2 , 250 uM dNTP , 1U Taq
DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, EUA) e primer 0,47 uM. As reacOes foram
realizadas em um termociclador (Biocycler MJ96G, Applied Biosystems) nas seguintes
condigdes: desnaturacdo a 95 °C por 4 min; 35 ciclos de desnaturacdo (90 °C, 30 segundos),
alinhamento (50 °C, 40 segundos) e extensdo (72 °C, 1 min); extensdo final a 72 °C por 5 min.

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com
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0,5 pg/mL de brometo de etidio e visualizado usando Gel Doc System XR (Bio-Rad,
Laboratories, Hercules, CA, EUA).

Tabela 1. Genes-alvo para amplificagdo por PCR, tamanho do fragmento e sequéncias de
primers.

Groupo Genes Primer sequencia (5-3)  Temperatura Tamanho  Referéncia
melting (°C)  esperado
do
amplicon
(pb)
blaoxa2sF ~ GATGTGTCATAGTATTCGT 50 1,057
CGT
blaoa2sR ~ TCACAACAACTAAAAGCA 50 641
p-Lactamases CTGT
(Classe D) blaoxasiF ~ AACAAGCGCTATTTTTATT 50 825 Sohrabi et al.
TCAG (2012)
blaoxasiR ~ CCCATCCCCAACCACTTTT 49 453
blaoesoF ~ ATGAAAAAATTTATACTTC
CTATATTCAGC
blaoes0R ~ TTAAATGATTCCAAGATTT
TCTAGC

blagessF ~ AGTATTGGGGCTTGTGCT
blagessR  AACTTCCGTGCCTATTTG

ISAbalF  CATTGGCATTAAACTGAGG 50 451 Sohrabi et al
IS elemento AGAAA (2012)
ISAbalR  TTGGAAATGGGGAAAACG
AA

2.4 ldentificacdo de Patdgenos Emergentes

2.4.1 Extracdo de DNA e Sequenciamento do Gene 16S rRNA

Isolados bacterianos foram cultivados em caldo cérebro coracdo (Merck, Alemanha) e
incubados durante a noite a 37 ° C com agitacdo continua a 120 rpm. A extracdo de DNA foi
realizada usando um kit de extracdo (Invitrogen-PureLink® Genomic DNA Kits). PCR da
regidao rDNAL16S amplificou o DNA. A sequéncia dos primers 16SF e 16SR amplifica uma
regido de 400 pb (16SF-ACTGCTATCCACCCCTCAAAC e 16SR
CTGGGTGAAGTTGTAATCGG). O produto de PCR foi purificado usando exonuclease | e
fosfatase alcalina de camardo. A integridade do DNA gendmico foi testada por eletroforese.

O sequenciamento do gene 16S foi realizado em sequenciador 3500 (Thermo Fisher
Scientific). As reagOes de sequenciamento foram preparadas com 20 ng de DNA, 0,5 ul de Big

Dye V3.1 (Thermo Fisher Scientific), 2,0 pl de tampéo de sequenciamento 5X e 3,2 umol de
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primer. As sequéncias continuas foram comparadas com sequéncias de referéncia e de grupo
externo do National Center for Biotechnology Information usando o sistema BLAST para
identificar semelhancas. A analise filogenética dos isolados foi realizada usando o método da
maxima verossimilhanca e o modelo de Tamura-Nei (TAMURA AND NEI, 1993) usando um
MEGA 11 (TAMURA et al., 2021). A confianca da ramificacdo foi testada usando 500

repeticdes de bootstrap.
2.4.2 ldentificacdo por MALDI-TOF MS

Os isolados foram semeados em Brain Heart Infusion (Merck, Alemanha), incubados a
37 °C por 18 horas e enviados ao Instituto Hermes Pardini (Belo Horizonte, Brasil) para
identificacdo microbiana por espectrometria de massas automatizada equipada com MALDI-
TOF MS (BioMerieux, Franca ). Resumidamente, uma colonia fresca foi espalhada em uma
lamina alvo Vitek MS DS e as preparagdes foram cobertas com 1 ml de solu¢do matriz VITEK
MS-CHCA (uma solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico em 50% de acetonitrila
e acido trifluoroacético em 2,5%). Ap0s a secagem, a placa-alvo foi carregada no espectrémetro
de massa Vitek MS e seca ao ar por 1 a 2 minutos em temperatura ambiente. A identificacao
microbiana foi obtida pela obtencdo de espectros usando MALDI-TOF e analisando 0s
espectros usando o banco de dados VITEK MS. Os picos espectrais foram comparados com o
padrdo caracteristico de uma espécie, género ou familia de microrganismos, resultando na
identificacdo (DUBOIS et al., 2012; MOON et al., 2013; GONCALVES et al., 2019). Uma
probabilidade percentual (99,9%) representa a semelhanca de picos especificos entre o espectro
gerado e os espectros do banco de dados. Valores mais baixos foram designados como

inconclusivos.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo Fenotipica, Teste de Suscetibilidade e Deteccdo de Genes de

Resisténcia

Identificamos 677 col6nias de superficies de leitos de UTI; 56 isolados bacterianos
foram obtidos para caracterizagdo (8.2%; n = 677) (Tabela 2). Destes, 80,3% eram gram-
positivos (n = 45) e 19,6% eram gram-negativos (n = 11) (Tabela 2). A analise de sensibilidade
revelou uma taxa de resisténcia para cotrimoxazol de 44%, ceftazidima de 32%, ciprofloxacina

de 28%, norfloxacina de 25% e cefepima de 23%. A menor taxa de resisténcia foi obtida para
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minociclina e amicacina (1,7%) (Figura 1). Cinco isolados (ILH10, ILH14, ILH13, ILH16 e
ILH2) foram resistentes a um antibidtico de varias classes (penicilinas, cefalosporinas,
quinolonas, polimixinas, tetraciclina e sulfonamidas) (Tabela 3). Outro isolado (ILH11)
apresentou resisténcia apenas a antibidticos da classe dos [-lactamicos (penicilina,
cefalosporinas e carbapenémicos). Ndo houve evidéncia da presenca de genes de resisténcia
relacionados a blaoxa-s1 , blaoxa4o , blaoxass ou ao elemento ISAbal. Por outro lado,
identificamos genes blaoxa-23 no isolado ILH10. Nao houve evidéncia de blaoxa-23, blaoxas1 ,
blaoxa-40 , blaoxa-ss ou ISAbal nos isolados ILH11, ILH13, ILH14, ILH16 e ILH2; no entanto,
esses isolados eram resistentes a pelo menos uma penicilina, cefalosporina ou quinolona
(Tabelas 3 e 4).

Tabela 2. Caracterizacdo fenotipica de isolados de leitos de UTI hospitalar no Tocantins, Brasil.

Leitos  No. de No.
UTl  colonia isolados

i . racteristicas fenotipi
bacterina  pacteriano Caracteristicas fenotipicas

Morfologia Celular Gram Gram
positiva negativa
[%] [%]
Leitol 22 5 Cocos; diplococos; bacilo; staphylococos 80 2
Leito2 34 5 Cocos; diplococos; bacilo; staphylococos 100 0
Leito3 10 6 Cocos; diplococos; bacilo; staphylococos 83.3 16.7
Leito4 89 4 Cocos; diplococos; diplobacilo; staphylococos 50 50
Leito5 457 8 Cocos; diplococos; bacilo; staphylococos 62.5 315
Leito6 5 4 Cocos; diplococos; bacilo; staphylococos 60 40
Leito7 23 8 Bacilo; diplococos, staphylococos 75 25
Leito8 36 11 Cocos; diplococos; bacilo; staphylococos; sarcinas 72 212
Leitod 8 5 Cocos; Bacilo 40 60
Total 677 56 80.3 196

3.2 ldentificacdo Bacteriana usando 16S rRNA e MALDI-TOF MS

Os isolados ILH10, ILH11, ILH13 e ILH2 foram identificados apenas no
sequenciamento do gene 16S rRNA e pertenciam aos géneros Acinetobacter e Bacillus (Tabela
3). O isolado ILH10 foi submetido a analise filogenética envolvendo 19 sequéncias de
nucleotideos do género Acinetobacter (Figura 2). Todas as posi¢fes ambiguas foram removidas
para cada par de sequéncias (opcao de exclusdo de pares). Houve 1593 posi¢Ges no conjunto de

dados final do isolado ILH10 que mostraram similaridade mais significativa com 99,3% para
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Acinetobacter schindleri no BLAST, agrupando 90% no clado com bootstrap superior a 90%
(Tabela 3; Figura 2).
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Figura 1. Taxas antimicrobianas de resisténcia bacteriana isoladas de leitos hospitalares de UTI
(n = 56). Antibidticos: ceftazidima (CAZ), gentamicina (GEN), linezolida (LNZ), tetraciclina
(TET), minociclina (MIN), levofloxacina (LVX), imipenem (IPM), ciprofloxacina (CIP),
polimixina B (POL), vancomicina ( VAN), norfloxacina (NOR), piperacilina/tazobactam
(PPT), meropenem (MER), amicacina (AMI), cefepima (CPM), ampicilina/sulbactam (ASB),
cotrimoxazol (sulfatrin) (SUT), imipenem (IPM).

O isolado ILH13 foi submetido a andlise filogenética envolvendo 18 sequéncias de
nucleotideos do género Bacillus (Figura 2). Todas as posi¢c6es ambiguas foram removidas para
cada par de sequéncias (opgdo de exclusdo de pares). Houve 1555 posic¢Ges no dataset final do
isolado ILH13 que mostraram similaridade mais significativa com 100% para Bacillus cereus
no BLAST, no clado com bootstrap superior a 90% (Tabela 3; Figura 2). O isolado ILH2 foi
submetido a analise filogenética envolvendo 22 sequéncias de nucleotideos do género Bacillus
(Figura 2). odas as posi¢Ges ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias (opgao de
exclusdo de pares). Houve 1561 posi¢des no dataset final do isolado ILH2 que apresentaram
similaridade mais significativa com 99,7% para Bacillus Licheniformis no BLAST, no clado
com bootstrap superior a 80% (Tabela 3; Figura 2). Apenas ILH14 e ILH 16 foram identificados
usando MALDI-TOF MS, revelando Sphingomonas paucimobilis e Bacillus circulans (Tabela
4; Figura 3). ILH10, ILH11, ILH13 e ILH2 ndo foram detectados pela técnica porque o sistema
n&o incluia um banco de dados de referéncia para identificacdo (Tabela 4).
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Tabela 3. Resisténcia antimicrobiana de isolados e sequenciamento do gene 16S rRNA.

Isolados Nome Namero Cobertura Identidade N. Acesso Resistancia Genes MDR**
Leitos UTI Cientifico Acesso (%) (%) GenBank 16S Antimicrobial
(Codigos)* GenBank rRNA gene
parcial blaoxa2s  blaoxas:  blaoxa40 blaoxass 1SAbal
sequencia
ILH10 A. schindleri NR_025412.1 100 99.3 ON853562.1 caz, cpm, lvx, cip, P N N N N P
asb, ppt, pol tet,
sut,
ILH11 B. subtilis NR_102783.2 98 97.4 ONB853563.1 caz, cpm, asb, ppt, N N N N N N
mer
ILH13 B. cereus NR_115526.1 100 100 ON853564.1 caz, cpm, nor, lvx, N N N N N P
cip asb, pol
ILH2 B. licheniformis  NR_118996.1 98 99.7 ON853570.1 cip, asb, ppt, gen, N N N N N P
tet Inz,

Antibiéticos: ceftazidima (caz), cefepima (cpm), norfloxacina (nor), levofloxacina (lvx), ciprofloxacina (cip), ampicilina/sulbactam (ash), piperacilina/tazobactam (ppt), meropenem
(mer), gentamicina (gen) , polimixina B (pol), tetraciclina (tet), linezolida (Inz), cotrimoxazol (sulfatrin) (sut). P: Positivo; N: Negativo.

*ILH - Leitos Hospitalares Isolados..

** Bactérias multirresistentes.

Tabela 4. Resisténcia antimicrobiana de isolados e identificagdo microbiana por MALDI-TOF MS.

Isolados Nome Cientifico Resistancia Antimicrobial Genes MDR**
Leitos UTI (MALDI-TOF MS) blaoxa-23 blaoxa-s1 blaoxa-o0 blaoxa-ss ISAbal

(Codigos)*

ILH14 S. paucimobilis cip, ppt, asb, gen, pol, tet Inz, N N N N N P
ILH16 B. circulans caz cpm, nor, lvx, cip ppt, asb, Ipm N N N N N P

Antibiéticos: ceftazidima (caz), cefepima (cpm), norfloxacina (nor), levofloxacina (lvx), ciprofloxacina (cip), ampicilina/sulbactam (asb), piperacilina/tazobactam (ppt), imipenem
(ipm), gentamicina (gen) , polimixina B (pol), tetraciclina (tet), linezolida (Inz). P: Positivo; N: Negativo.

*ILH - Leitos Hospitalares Isolados.

** Bactérias multirresistentes
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NR 157729.
NR 041248
NR 157730.
NR 157736.
NR 157734,
NR 152692.
NR 157735.
NR 175555.
NR 114582.
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1 Bacillus albus strain MCCC 1A02146

1 Bacillus anthracis strain ATCC 14578

1 Bacillus luti strain MCCC 1A00359

1 Bacillus tropicus strain MCCC 1A01406

1 Bacillus paramycoides strain MCCC 1A04098
1 Bacillus wiedmannii strain FSL W8-0169

1 Bacillus proteolyticus strain MCCC 1A00365
1 Bacillus sanguinis strain BML-BC004

1 Bacillus cereus ATCC 14579
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NR 104873.
NR 112686
NR 117611._

NR 113994,
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NR 118290.
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NR 112723
NR 157608.
NR 042338.
NR 113993
NR 137407
NR 157609.
NR 137421
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s l——  NR 041942
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NR 148844.1
NR 117193.1
NR 119357.1
NR 148846.1
NR 1176221
NR 164627 1
NR 0254121
ON853562.1
NR 117630.1
NR 133953.1
NR 174302.1
NR 165666.1
NR 171416.1
NR 117625.1
NR 117626.1
NR 156989.1
NR 117677.1
NR 148843.1
NR 148847 .1
NR 026078.1

NR 157728.
NR 175556.
NR 157731.
NR 121761
NR 113991
NR 036880.
NR 116644

1 Bacillus hominis strain BML-BC059

1 Bacillus paranthracis strain MCCC 1A00395

1 Bacillus paramobilis strain BML-BC017

1 Bacillus mobilis strain MCCC 1A05942

1 Bacillus toyonensis strain BCT-7112

1 Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232
1 Bacillus mycoides strain 273

1 Bacillus gaemokensis strain BL3-6

1 Bacillus inaquosorum strain BGSC 3A28
1 Bacillus spizizenii strain NBRC 101239
1 Bacillus tequilensis strain 10b

NR 112116.2 Bacillus subtilis strain IAM 12118 16S

1 Bacillus vallismortis strain NBRC 101236
1 Bacillus halotolerans strain LMG 22477
1 Bacillus mojavensis strain ifo 15718

NR 075005.2 Bacillus velezensis strain FZB42

1 Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601
1 Bacillus atrophaeus strain NBRC 15539
1 Bacillus swezeyi strain NRRL B-41294

1 Bacillus aerius strain 24K

1 Bacillus sonorensis strain NBRC 101234
1 Bacillus glycinifermentans strain GO-13
1 Bacillus haynesii strain NRRL B-41327

1 Bacillus paralicheniformis strain KJ-16

1 Bacillus piscis strain 16MFT21

1 Bacillus carboniphilus strain JCM9731

1 Margalitia shackletonii strain LMG 18435
1 Bacillus acidicola strain 105-2

1 Bacillus licheniformis strain ATCC 14580

Acinetobacter dispersus strain ANC 4105
Acinetobacter tjernbergiae strain DSM 14971
Acinetobacter calcoaceticus strain ATCC 23055
Acinetobacter proteolyticus strain NIPH 809
Acinetobacter haemolyticus strain ATCC 17906
Acinetobacter johnsonii strain ATCC 17909
Acinetobacter schindleri strain LUH5832

-
Acinetobacter tandoii strain DSM 14970
Acinetobacter gandensis strain UG 60467
Acinetobacter chengduensis strain WCHAc060005
Acinetobacter chinensis strain WCHAc010005
Acinetobacter sichuanensis strain WCHAc060041
Acinetobacter bereziniae strain ATCC 17924
Acinetobacter guillouiae strain ATCC 11171
Acinetobacter defluvii strain WCHA30
Acinetobacter baumannii strain DSM 30007
Acinetobacter courvalinii strain ANC 3623
Acinetobacter vivianii strain NIPH 2168
Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071

Figura 2. Arvore filogenética obtida por maxima verossimilhanca das sequéncias do gene 16S
rRNA (400 pb) do isolado ILH10 com identificacdo de deposito no GenBank ON853562.1 (seta
preta). Isolado ILH13 com identificacdo de depdsito no GenBank ON853564.1 (seta preta).
Isolado ILH2 com identificacdo de depdsito no GenBank ON853570.1 (seta preta). Os valores
de bootstrap sdo indicados na raiz de cada ramificagéo.
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Figura 3. Espectrometro de massa com o perfil protedmico do isolado ILH16 ( B. circulans)
por MALDI-TOF MS.

4. DISCUSSAO

O uso indiscriminado de antibidticos inevitavelmente leva a resisténcia antimicrobiana,
principalmente através da resisténcia natural e residuos de antibidticos em esgotos e solos.
(MORETTO et al., 2022). O Hospital Regional de Gurupi, local do estudo, € um centro de
referéncia para 18 municipios do estado do Tocantins, o que pode favorecer a disseminacgéo dos
MDRs via disseminacdo entre comunidades e ambientes por meio de efluentes domésticos e
alimentos (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002, CERCEO et al 2016). Esse fator explica a
presenca de bactérias dos géneros Bacillus, Acinetobacter e Sphingomonas , encontradas no
Hospital Regional de Gurupi, também comumente encontradas em &gua, solo e produtos
alimenticios (LOGAN 2012; SMET et al. 2014; FERREIRA et al. 2019; ARBAB et al. 2021,
CAVALHEIRA et al. 2021).

InfeccBes causadas por patdgenos nosocomiais levam a morbidade e mortalidade em
pacientes hospitalizados com o surgimento de bactérias multirresistentes (WEBER et al., 2010;
OTTER et al., 2013; DANCER, 2014; SOOD AND PERL, 2016). Relatos mostraram que a
formacdo de biofilme é favoravel ao crescimento de colonizagdo persistente com
Staphylococcus aureus resistente a meticilina , Acinetobacter spp., Clostridium difficile e
Pseudomonas aeruginosa (KRAMER et al., 2006; BOYCE, 2007; CHEMALY et al., 2014;

HU et al., 2015). Aqui, verificamos a caracteriza¢do fenotipica e genotipica de isolados de
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superficie de leito de UTI, mostrando a presenca de bactérias MDR, descricdo de genes de
resisténcia e identificacdo por MALDI-TOF MS e sequenciamento 16S rRNA.

Limitacdes em relacdo ao banco de dados de perfis de proteinas de isolados tornam
desafiador o uso de MALDI-TOF MS para identificar cepas bacterianas ndo convencionais de
interesse médico. Estudos tém descrito a falha na identificacdo de cepas devido a auséncia de
um amplo espectro de proteinas de um banco de referéncia ou mesmo a técnica de captura de
proteinas especificas necessarias para definir a espécie (BIZZINI et al., 2011; ALIZADEH et
al., 2021). No entanto, os dados sobre sua aplicabilidade revelam a importancia do MALDI-
TOF MS na tipagem rapida de subespécies de importancia médica; a técnica contribui para o
manejo adequado dos antimicrobianos e boas praticas hospitalares. Por outro lado, suas
limitacGes destacam a necessidade de aumentar os dados de referéncia para os bancos de
referéncia (CROXATTO et al., 2011; ANGELETTI, 2017; DAVIES et al., 2021).

O sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu maior abrangéncia e eficacia na
identificacdo de microrganismos. A técnica é amplamente utilizada para a identificacdo da
maioria dos tadxons bacterianos. No entanto, a técnica envolve tempo de desempenho
substancial e altos custos de processamento. (CLARRIDGE et al., 2004; BIZZINI et al., 2011;
CHURCH etal., 2020; KOSECKA-STROJEK et al., 2020). Nosso trabalho utilizando a técnica
16S rRNA efetivamente identificou os isolados bacterianos classificados por similaridade e
construcdo do perfil filogenético.

Para ILH-10 ( A. schindleri ), observamos fenétipos resistentes a varios antibioticos em
diferentes classes. O isolado foi positivo para OXA-23, 0 que pode estar associado a um
fendtipo de multirresisténcia aos beta-lactdmicos. Acinetobacter sdo patdgenos oportunistas, e
a maioria é clinicamente significativa, geralmente causando infecgdes nosocomiais graves em
hospedeiros imunocomprometidos. (JOLY-GUILLOU, 2005; IBRAHIM et al., 2021).
Acinetobacter é frequentemente associado ao acimulo de diferentes mecanismos de resisténcia
a antibidticos comercialmente disponiveis, incluindo carbapenémicos. (FOURNIER et al.,
2006; PERICHON et al., 2014; ZANDER et al., 2014). spécies produtoras de B-lactamases de
classe D do tipo de gene oxa (por exemplo, A. baumannii , A. johnsonii , A. pittii , A. baylyi e
A. schindleri ) foram relatadas em todo o mundo (BOO et al., 2009; ZHOU et al., 2011;
ZANDER et al., 2014; SMET et al., 2014). Além disso, é essencial observar que genes de
resisténcia em espécies ndo A. baumannii ( A. schindleri ) podem causar bacteremia devido a
resisténcia a carbapenémicos em pacientes imunocomprometidos (MONTANA, 2014).

S. paucimobilis (ILH14) é um patogeno oportunista envolvido em infec¢Oes
nosocomiais; pode causar problemas significativos em ambientes clinicos quando resistente a

antibidticos. Relatorios descreveram S. paucimobilis em amostras clinicas, sangue, urina,
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aspirados endotraqueais, lavagem broncoalveolar e liquido cefalorraquidiano de pacientes com
septicemia, meningite, infeccbes do trato respiratorio inferior e pneumonia associada ao
ventilador (ROHILLA et al., 2021). Foram relatados casos de endocardite infecciosa precoce
de valvula protética causada por MDR S. paucimobilis (SABOE et al., 2021). O S. paucimobilis
(ILH14) aqui isolado foi identificado usando a técnica MALDI-TOF MS com fenotipagem de
antibidticos multirresistentes das classes quinolona, penicilina, aminoglicosideo, polimixina,
tetraciclina e oxazolidinona..

Bacillus sp. isolados (ILH11, ILH13, ILH2 e ILH16) mostraram resisténcia a
antibidticos clinicamente relevantes, como cefalosporinas, quinolonas e penicilinas. Este
género € amplamente distribuido no meio ambiente, incluindo solo, poeira, ar, fomites, agua e
ambientes hospitalares (BOTTONE 2010). A ampla diversidade de Bacillus permite a
regulacdo génica que aumenta sua patogenicidade (BOTTONE 2010). Estudos anteriores
identificaram fenotipos MDR neste grupo (TORKAR AND BEDENIC, 2018; LIU et al., 2018,
MILLS et al., 2022). Algumas cepas multirresistentes de Bacillus sp obtidas no presente estudo
causam intoxicacdo alimentar. Também podem causar feridas localizadas e infeccdes oculares;
em ambiente hospitalar, podem causar bacteremia nosocomial (KUROKI et al., 20009,
EHLING-SCHULZ et al., 2021) e meningite em pacientes imunocomprometidos (GAUR et al.,
2001). Infecgdes oportunistas por Bacillus circulans foram identificadas em pacientes
imunocomprometidos (RUSSO et al., 2021).

Em resumo, nossos achados sugerem que varias cepas obtidas de UTIs apresentaram
resisténcia a varias classes de antimicrobianos identificados por técnicas moleculares e
MALDI-TOF MS; no entanto, a Ultima técnica pode ser mais relevante quando associada a
fenotipagem de resisténcia antimicrobiana para auxiliar o manejo antimicrobiano. Nossos
achados reforcam a necessidade de investigar genes de resisténcia da classe das -lactamases.
Finalmente, nossos achados sugerem a necessidade de amplificacdo na deteccdo de genes
especificos de resisténcia. Nossas descobertas também contribuem para identificar fontes de
contaminacdo responsaveis pelo aumento dos niveis de organismos multirresistentes. O
monitoramento dessas fontes melhorard os controles de infeccdo ambiental, alimentar e de

salde publica.
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Using an aluminum hydroxide—chitosan matrix increased the vaccine
potential and immune response of mice against multi-drug-resistant

Acinetobacter baumannii

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a gram-negative, immobile, aerobic nosocomial opportunistic
coccobacillus that causes pneumonia, septicemia, and urinary tract infections in
immunosuppressed patients. There are no commercially available alternative antimicrobials,
and multidrug resistance is an urgent concern requiring emergency measures and new
therapeutic strategies. In this study, we evaluated a multidrug-resistant A. baumannii whole-
cell vaccine, inactivated and adsorbed on an aluminium hydroxide-chitosan (mAhC) matrix, in
an A. baumanni sepsis model in immunosuppressed mice by cyclophosphamide (CY).CY-
treated mice were divided into immunized, non-immunized, and adjuvant-inoculated groups.
Three vaccine doses were given at 0D, 14D, and 28D, followed by a lethal dose of 4.0 x 108
CFU/ml of A. baumannii. Immunized CY -treated mice induced a significant humoral response,
with the highest IgG levels and a higher survival rate (85%) differing from non-immunized CY -
treated mice, with no survivors (p<0.001), or from the adjuvant group, with 45% survival
(p<0.05). Histological data revealed evident expansion of white spleen pulp from immunized
CY-treated mice, whereas, in non-immunized and adjuvanted CY -treated mice, there was more
significant organ tissue damage. Our results confirmed a proof-of-concept of the immune
response and vaccine protection in a sepsis model in CY-treated mice, contributing to the

advancement of new alternatives for protection against A. baumannii infections.

Keywords: multi-drug-resistant; Acinetobacter baumannii; Immunosuppression model;

Inactivated whole-cell vaccine.
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O uso de uma matriz de hidroxido de aluminio-quitosana aumentou o
potencial da vacina e a resposta imune de camundongos contra o

Acinetobacter baumannii multiresistente a drogas.

RESUMO

Acinetobacter baumannii € um cocobacilo oportunista nosocomial, gram-negativo, imovel,
aerdbico, que causa pneumonia, septicemia e infeccbes do trato urindrio em pacientes
imunossuprimidos. Ndo ha antimicrobianos alternativos comercialmente disponiveis, e a
resisténcia a multiplas drogas é uma preocupacao urgente que requer medidas de emergéncia e
novas estratégias terapéuticas. Este estudo avaliou uma vacina de célula inteira de A. baumannii
multirresistente, inativada e adsorvida em uma matriz de hidréxido de aluminio-quitosana
(mAhC), em um A. baumannii, inativada e adsorvida em uma matriz de hidréxido de aluminio-
quitosana (mMAhC), em um modelo de sepse em camundongos imunossuprimidos por
ciclofosfamida (CY). Camundongos tratados com CY foram divididos em grupos imunizados,
ndo imunizados e inoculados com adjuvante. Trés doses de vacina foram dadas em 0D, 14D e
28D, seguidas por uma dose letal de 4,0 x 108UFC/mL de A. baumannii. Camundongos
imunizados tratados com CY apresentaram uma resposta humoral significativa, com os niveis
mais altos de 1gG e uma taxa de sobrevivéncia mais alta (85%); isso diferiu dos camundongos
ndo imunizados tratados com CY, nenhum dos quais sobreviveu ( p < 0,001), e do grupo
adjuvante, com 45% de sobrevivéncia ( p< 0,05). Os dados histologicos revelaram a evidente
expansdo da polpa branca do baco de camundongos imunizados tratados com CY, enguanto
que, em camundongos ndo imunizados e tratados com CY adjuvante, houve dano tecidual de
6rgdo mais significativo. Nossos resultados confirmaram a prova de conceito da resposta imune
e protecdo vacinal em um modelo de sepse em camundongos tratados com CY, contribuindo

para 0 avanco de novas alternativas de protecéo contra infec¢des por A. baumannii.

Palavras-chave: multirresistente a drogas; Acinetobacter baumannii; modelo de

imunossupressdo; vacina de células inteiras inativadas.
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1. INTRODUCAO

O Acinetobacter baumannii € um cocobacilo oportunista gram-negativo, imovel,
aerdbico, que causa pneumonia, septicemia, infeccBes do trato urindrio e meningite,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, internados por longos periodos ou
submetidos a procedimentos invasivos com uso prévio de antimicrobianos (GIAMARELLOU
etal., 2008; LESHO et al., 2013; WONG et al., 2017; CASTILHO et al., 2017; MUNIER et al.,
2019). A. baumannii € um organismo emergente que existe como Multidrogas resistentes (isto
é, resistente a trés ou mais classes de antimicrobianos), Extensivamente drogas resistente (isto
é, resistente a todas as classes de antimicrobianos, exceto uma ou duas) ou Pan drogas resistente
(ou seja, resistente a todas as classes antimicrobianas existentes) (MAGIORAKOS et al., 2012;
ZARRILLI et al., 2013). A resisténcia a multiplas drogas é um processo multifatorial; ocorre
através da produgdo da enzima cromossémica AmpC B-lactamase e da oxacilinase intrinseca,
perda da expressdo de porinas, superexpressao de sistemas de expulsdo ativos, alteracbes na
permeabilidade da membrana externa, efluxo antimicrobiano e alteracdes nos locais de ligacdo
de drogas (MANCUSO et al., 2021; KYRIAKIDIS et al., 2021). Resiste aos carbapenémicos
adquirindo genes que codificam P-lactamase, pertencentes ao grupo 23 bla OXA-gene, que
inclui OXA-27, OXA-49 e OXA-73; esta alteracdo da origem a permeabilidade do farmaco e
aos mecanismos que modulam a afinidade antibiotica (ZARRILLI etal., 2013; LIN et al., 2016;
YANG AND RUI 2016; LEE et al., 2017).

Modelos murinos de sepse e pneumonia causada por A. baumannii contribuam para o
entendimento da patogénese e da dindmica da resposta do hospedeiro, pois esses animais
desenvolvem infeccBes agudas com alteracBes patoldgicas; eles podem, portanto, ser usados
para a elaboracdo de novos protocolos de infecgdo e controle de qualidade de vacinas e para o
desenvolvimento de intervencfes farmacoldgicas (BRASIL, 2002; SOBRINHO et al., 2010;
McCONNELL et al., 2013; BRANDI et al., 2014; CANGUSSU et al., 2018; SANTOS et al.,
2019; FELIX et al., 2019; BRITO et al., 2021).

A maioria dos modelos de infec¢éo usa ciclofosfamida (CY) ou aumento da viruléncia
de A. baumannii (por mucina) que causa infeccdes semelhantes as encontradas em pacientes
(CHEN et al.,2020). A CY é a droga imunossupressora mais amplamente utilizada em modelos
murinos para entender os mecanismos da doenga e as respostas imunes (CABRAL et al., 2017,
CHEN et al.,2020; DOLLERY et al.,2021). E um agente alquilante imunossupressor que causa
reducdo de neutrdfilos polimorfonucleares e predispde o hospedeiro a infecgdes graves (TSAI

et al., 2021), inativando o ciclo répido da populacdo de células imunes, causando granulopenia
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(DIEHL et al., 2017; LIU et al., 2020; DOLLERY 2021), e diminui¢do dos linfdcitos B e
linfécitos T no bacgo e linfonodos (IKEZAWA et al., 2005; LIU et al., 2020).

Estratégias de vacinacdo baseadas em cepas bacterianas multirresistentes inativadas
empregam principalmente adsorcéo de antigeno, predominantemente em hidroxido de aluminio
ou adjuvante completo de Freund (McCONNELL et al., 2010; JIN et al., 2011; LUO et al.,
2012; GARCIA-QUINTANILLA et al., 2014; SHU et al., 2016; CABRAL et al., 2017;
RAMEZANALIZADEH et al., 2020). Por outro lado, novas moléculas como a quitosana tém
sido utilizadas como adjuvantes vacinais. A quitosana € um polimero natural, ndo toxico,
biodegradavel e biocompativel usado na engenharia de tecidos e controle de liberacdo de drogas
que estimula respostas imunes celulares e é mais eficiente e seguro do que o adjuvante
incompleto de Freund ou hidroxido de aluminio (SARI et al., 2016; DOLLERY et al., 2021).

Diante desse cenério, propomos um estudo de prova de conceito usando modelos
murinos. NOs avaliamos as respostas imunes usando camundongos tratados com CY
imunizados com uma vacina contendo células inteiras inativadas de A. baumannii resistente a
multiplas drogas adsorvidas em hidroxido de aluminio-quitosana (mAhC). Pretendemos

contribuir para a busca de alternativas de protecdo contra infecgdes por A. baumannii.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Cepa A. baumannii e Determinacéo da Dose Letal

O A. baumannii cepa foi cedida pelo Laboratorio Central do Tocantins (Lacen/TO) e
armazenada a -80 °C no Laboratério de Biomoléculas e Vacinas da Universidade Federal do
Tocantins (LaBVac/UFT). Esta cepa foi isolada em ambiente hospitalar e caracterizada como
multidroga resistentes a classe dos carbapenémicos para 0s genes oxacilinases blaoxa-2z €
blaoxa-s1, realizada por meio de reacdo em cadeia da polimerase multiplex in house
(Fiocruz/RJ). A cepa foi cultivada em 10 mL de caldo triptico de soja (TSB) (soja peptona 17
g/L; caseina 3 g/L; dextrose 5 g/L; fosfato de potassio monobasico 5 g/L) sob agitacdo a 120
rpm a 37 ° C por 8h. Ao final do cultivo, todo o volume foi transferido para 90 mL de caldo
triptico de soja (TSB) esterilizado e incubado sob agitacdo a 120 rpm e 37 °C por 14 h.
Subsequentemente, 30 mL de cultura foram centrifugados e lavados em solucédo salina para
padronizar as dilui¢cdes seriadas do fator 4 (1/4-1/1024). Trés camundongos foram infectados
por via intraperitoneal com 500 pL de cada uma das dilui¢cbes descritas acima para determinar
a dose letal e correlagdo com a concentragdo celular (CFU/mL) (GARCIA-QUINTANILLA et
al., 2014).
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2.2 Inativacdo da Cultura de A. baumannii

As culturas de A. baumannii foram incubadas durante a noite em caldo de cérebro e
coracdo (Merck, Darmstadt, Alemanha) sob agitacdo a 120 rpm a 37 °C. As densidades
celulares estavam na densidade Optica: 600 nm (OD 600 ) = 0,8. Posteriormente, foram
inativados com formaldeido a 3% (Alphatec ® , Sdo Paulo, Brasil) por 2 h a 30 °C, seguidas de
16 h a 60 °C, sob agitacdo de 120 rpm. A inativacdo foi confirmada pela adi¢do de 1 mL da
cultura inativada ao 4gar Mueller-Hinton (Kasvi ® , Parand, Brasil) e incubacdo a 37 °C por 48
h (SHU et al., 2016).

2.3 mAhC e Formulacéo Vacinal

O mAhC foi preparado com solubilizagdo prévia da quitosana utilizando pé de quitosana
(Polymar, 81% grau de desacetilacdo) em acido acético 0,8% (v /v ), solucdo salina 0,9% ( p
/v), com uma proporc¢ao de quitosana e hidréxido de aluminio de 2 :1, respectivamente. Grupos
de quatro animais foram empregados para avaliar o numero de doses de mAhC. Camundongos
Swiss fémeas foram inoculados por via intramuscular com 100 uL. do mAhC (sem antigeno A.
baumannii ) em uma Unica dose, no tempo zero (0 D), com doses duplas as vezes (0 D, 14 D)
e doses triplas aos 0 D, 14 D e 28 D. Apos a ultima inoculagdo, os animais foram desafiados
com uma dose letal de A. baumannii administrado por via intraperitoneal (500 uL), e foram
entdo monitorados quanto as manifestacdes clinicas; em seguida, foi determinada a curva de
sobrevida de Kaplan-Meier. A formulagédo da vacina consistiu em uma concentracao celular de
A. baumannii de 1 x 10° células.mL™" a 1:1 (v / v ) com matriz de quitosana (1,25%, p/p)
associada a hidroxido de aluminio (1,6 mg) (Dindmica ® , Belo Horizonte, Brasil) (JIN et al.,
2021).

2.4 mAhC e Calculos Acoplamento Molecular

O ligante selecionado para o estudo de acoplamento molecular foi a quitosana, e suas
estruturas 3D foram construidas na forma neutra usando Marvin Sketch 18.10, ChemAxon (
http://www.chemaxon.com, acessado em 31 de janeiro de 2023). As sequéncias de aminoacidos
de lipopolissacarideos (LPS) de Acinetobacter baumannii foram obtidas do banco de dados do
servidor UniProt ( http://uniprot.org , acessado em 31 de janeiro de 2023). As estruturas 3D de

ambas as proteinas foram construidas usando a abordagem de modelagem de homologia com
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The Swiss Model Workspace ( https://swissmodel.expasy.org/ , acessado em 31 de janeiro de
2023) apos selecionar seus respectivos modelos usando a ferramenta BLASTp. Os modelos
foram baixados do The Protein Databank ( https://www.rcsb.org/, acessado em 31 de janeiro de
2023), considerando parametros de qualidade, como método experimental, resolucgdo e valor R,
e sua complexacdo com um ligante. Usamos 0 modelo Swiss para verificar quebras de estrutura
de proteinas e posicionamento de aminoacidos no sitio ativo (WATERHOUSE et al., 2018). Os
modelos gerados foram validados pela inspecdo dos graficos de Ramachandran
(RAMACHANDRAN AND SASISEKHARAN, 1968; HAAS et al., 2018), nos quais foi
possivel analisar a distribui¢do dos angulos de tor¢ao esquelética ¢ e y responsaveis pela
qualidade estereoquimica da proteina estudada, bem como o fator QMEAN (BENKERT et al.,
2011). Alvos e ligantes foram preparados para o processo de acoplamento molecular utilizando
Autodock Tools 1.5.7 (SANNER, 1999), de acordo com a metodologia proposta por Moura et
al. (2020). Utilizando o AutoDock Vina (TROTT AND OLSON, 2010), nos calculos de
acoplamento, nove posic¢des de acoplamento foram geradas para ligantes interagindo com os
alvos, retornando valores de energia de afinidade (kcal/mol). Os resultados da posicdo de
encaixe foram analisados usando PyMOL 2.0 (SCHRODINGER, 2018) e Discovery Studio 4.5
(BIOVIA, 2017) para selecionar a melhor posi¢do para cada ligante dentro da proteina alvo
usando os parametros propostos por Moura et al. (2020).

2.5 Requerimentos éticos/legais e uso de animais em experimentos

Este estudo utilizou camundongos Swiss fémeas com 6 a 8 semanas de idade, pesando
17-23 g. Eles foram adquiridos no Biotério Central da Universidade Federal de Goias e
colocados na sala de testes pré-clinicos do Laboratorio de Biomoléculas e Vacinas (LaBVac).
Os camundongos foram alojados em um compartimento primario livre de patdgenos com livre
acesso a comida e agua; o recinto foi mantido a 24 °C, com controle de odor e luminosidade
com ciclo de claro e escuro a cada 12 h. Todos os animais deste experimento foram previamente
vermifugados com acesso a solugdo de Ivermectina® 1:20 solucio por sete dias. Os
experimentos foram conduzidos seguindo as recomendacgdes éticas estabelecidas pela lei de
procedimentos para o uso cientifico de animais, sendo aprovados para execucdo pelo Comité
de Etica e Pesquisa Animal da UFT sob o protocolo nimero 23101.002359/2020-31. Todo
esforgo foi feito para evitar sofrimento ou dor indevida; os camundongos foram monitorados
quanto a perda e ganho de peso e manifestacdes clinicas como letargia, hipotermia e dificuldade

respiratoria. Os animais foram sacrificados com cetamina (300 mg/kg) (Vetbrands®,Rio de
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Janeiro,Brasil) e cloridrato de xilazina (22,5 mg/kg) (Syntec®,Piracicaba,Brasil) (CANGUSSU
etal., 2018; SANTOS et al., 2019; FELIX et al., 2019).

2.6 Desenho experimental

Camundongos receberam 3 doses intraperitoneais de CY (Genuxal ® Baxter, S&o Paulo,
Brasil) (150 mg/Kg) por 7 dias em intervalos de 36 horas (JIN et al., 2011). Amostras de sangue
foram coletadas para analises hematoldgicas no Centro de Clinica Veterinaria Pet Shop Dog
(Gurupi/TO-Brasil). Uma vez estabelecido o quadro de imunossupressdo, 10 camundongos
Swiss imunossuprimidos foram usados para administrar 100 uL da composigéo da vacina em 3
doses em 0D, 14D e 28D. Outros grupos de 10 camundongos imunossuprimidos foram
inoculados com 100 pL de solucdo adjuvante (grupo mAhC) e solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) (grupo ndo imunizado) nos tempos correspondentes de 0D, 14D, 28D. Entdo, 7
dias apo6s a imunizagdo final (35D), os camundongos foram desafiados com 500 puL de uma
dose letal previamente definida e administrada por via intraperitoneal de A. baumannii
(GARCIA-QUINTANILLA et al., 2014). Os animais foram monitorados quanto aos aspectos

clinicos, e amostras bioldgicas foram coletadas.

2.7 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) usando Cultura de A. baumannii.

Amostras de sangue de camundongos imunossuprimidos ap6s a Ultima imunizacao
(28D) e apds o teste de desafio (35D) foram avaliadas para estimular a producéo total de 1gG.
O ELISA foi utilizado com cultura de A. baumannii , que utilizou 10 mL de TSB para A.
baumannii , sob agitacdo a 120 rpm a 37 °C, por 8 h (pré-in6culo). Posteriormente, a suspensao
bacteriana foi lavada em solucdo salina, centrifugada para retirar todo o caldo de cultura e
utilizada para padronizacdo e fixacdo do antigeno (RAMEZANALIZADEH et al., 2020).
Concentragéo celular de 106CFU/mL foi usado para sensibilidade noturna de microplacas de
96 pocos (Nunc MaxiSorp durante) a 4 °C. Apos bloqueio por 1 h com tampdo caseina-PBS a
2% (tampdo de bloqueio) a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 4 vezes com tampéao
Tween-20-PBS a 0,05%. O soro foi diluido a 1:50 com tampdo de bloqueio e incubado por 16
h a4 °C. Apés a lavagem, conjugado anti-rato 1gG peroxidase (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
foi usado na proporcdo de 1:2000 no tampdo de bloqueio. Apds a lavagem, 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) foi adicionado por 15 min e
bloqueado com 2,5 MH 2 SO 4 (Dinadmica ®, Belo Horizonte, Brasil). A densidade optica foi

medida em 450 nm, e valores acima do ponto de corte foram considerados positivos. A
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densidade dptica média do soro determinou o ponto de corte antes da imuniza¢do (CANGUSSU
etal., 2018).

2.8 Analise Histopatologica

Apos o término do teste de anélise de dose letal, foi realizada a analise histopatologica
dos 6rgaos por meio da coleta de figado, pulmao e bago de trés animais ndo imunizados, tratados
com mAhC e imunizados. Os érgdos foram pesados e fixados em solucdo tamponada com
formol a 10%. Posteriormente, foram desidratados em alcool (Qhemis ® , Sdo Paulo, Brasil),
diafanizados em xilol (Synth ® , Porto Alegre, Brasil) e incluidos em parafina histolégica
(Synth ® , Porto Alegre, Brasil). Em seguida, cortes de 5 microns foram feitos com micrétomo,
corados em hematoxilina/eosina e examinados em microscépio Optico Leica DM1000 LED
(Software Application Suite versao 4.9.0) com objetivas de 10, 40 e 100x.

Laminas histologicas do figado, pulmdo e baco foram analisadas quanto ao dano
tecidual causado pela infeccdo por A. baumannii, avaliando a presenca de edema, degeneracéo,
necrose, inflamacédo aguda e hiperemia. O dano histopatoldgico foi classificado pelo escore da
lesdo considerando o grau de alteracdo (se ausente) quando ndo havia evidéncia de dano,
discreto se evidente em até 25% do campo de observacdo, moderado se maior que 25%, mas
menor que 50%, ou grave se maior que 50% (CANGUSSU et al., 2018).

Conforme descrito anteriormente, analises de expansdo de polpa branca de bacos de
camundongos imunossuprimidos foram realizadas (PAPADOPULOS et al., 2007). As se¢des
histoldgicas do baco foram analisadas por captura de imagens usando um fotomicroscopio
Leica Application Suite 4.9.0. Imagens histologicas de polpa branca foram medidas em 10
campos usando uma objetiva de 10x e o software ImageJ ® 1.47v-2012 (Bethesda, MD, EUA)
(PAPADOPULOS et al., 2007).

2.9 Andlises estatisticas

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism GraphPad
Software Inc. San Diego, CA, EUA. O teste de analise de variancia de Kruskal-Wallis foi usado
para comparar animais ndo imunizados, tratados com mAhC e imunizados (em relacdo a
eficiéncia da imunizacdo). Os seguintes pardmetros foram comparados: 0 nimero de animais
sobreviventes de acordo com as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi usado com o teste
de log-rank (teste de Mantel-Cox) e aqueles com sintomas, contagem de globulos brancos e

producdo de IgG. Danos histopatolégicos e expansdo da polpa branca foram usados para
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comparar animais ndo imunizados versus animais tratados com adjuvante e ndo imunizados
versus animais imunizados. O nivel de significancia foi p < 0,05 e incluimos o intervalo de
confianca de 95%. O teste t foi utilizado para comparacdes de médias de parametros

experimentais.

3. RESULTADOS

3.1 Modelo de infeccéo de sepse usando A. baumannii em camundongos nao tratados com
CY.

As curvas de sobrevivéncia de camundongos ap0s a inoculagdo com uma cultura ativa
de A. baumannii revelaram porcentagens correspondentes a 100%, 50% e 0% quando as
suspensdes ativas foram inoculadas por via intraperitoneal a 107 (ODgoo 0,02), 1072 (ODsgoo
0,15) e 107! (ODeoo 1,24), respectivamente, p < 0,01 ( Figura 1A). Em seguida, foram realizadas
infeccBes em camundongos utilizando cultura de A. baumannii a 10" —~10°UFC/mL. Apés as
primeiras 24 h, infeccdo por A. baumannii (4,0 x 108CFU/mL) camundongos apresentaram
75% de letalidade, sendo esta dose utilizada para as avaliacdes da eficacia da vacina (Figura
1B), p<0.001.
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Figura 1. Determinacdo da dose letal de A. baumannii em camundongos ndo tratados com CY.
( A) A taxa de sobrevivéncia de camundongos submetidos ao desafio bacteriano usando
diluicdo em série variou de 107! a 10 . (**) p < 0,01). ( B ) Curva de sobrevivéncia de
camundongos submetidos ao desafio bacteriano utilizando unidade formadora de col6nia
(UFC/mL de A. baumannii ). Os valores de p determinados pelas curvas de sobrevivéncia de
Kaplan—Meier foram usados com o teste de log-rank (teste de Mantel-Cox, com seis animais
por grupo). (***) p < 0,001. Camundongos imunizados tratados com CY.
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3.2 Determinagéo da dose de mAhC em camundongos néo tratados com CY

Camundongos (camundongos ndo tratados com CY) inoculados com uma ou mais
doses de mAhC apresentaram ganho de peso corporal (Figura 2A). Entretanto, apés a
inoculagio com a dose letal de A. baumannii (4,0 x 102 UFC/mL), foram observadas diferencas
nas porcentagens de sobrevivéncia, sendo a maior taxa de sobrevivéncia obtida quando maior
namero de doses foi aplicado (Figura 2B). Nenhum sobrevivente foi observado apds um teste
de desafio com A. baumannii em camundongos ndo tratados com CY que receberam uma dose
unica de mAhC ou foram administrados apenas 1,6 mg/mL de solucdo de hidroxido de
aluminio. Camundongos néo tratados com CY inoculados com duas ou trés doses mostraram
uma taxa de sobrevivéncia de 45% (p<0.01), sugerindo o potencial estimulo e protecdo de
mAhC (Figure 2B).
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Figura 2. Determinagdo do nimero de doses de mAhC em camundongos néo tratados com CY.
( A) Monitoramento do peso corporal de camundongos nédo tratados com CY. Os dados séo
expressos como média e desvio padrdo. p <0,05). ( B) Curva de sobrevivéncia de camundongos
submetidos ao desafio com A. baumannii (4,0 x 108 UFC/mL). O teste de log-rank (teste de
Mantel-Cox, com seis animais por grupo) determinou o valor- p . (**) p <0,01.

3.3 Acoplamento Molecular de mAhC e Lipopolissacarideo Bacteriano

Os modelos selecionados para modelagem de homologia sdo mostrados, destacando as
identidades e os resultados da validagdo com os correspondentes valores favorecidos de
Ramachandran e QMEAN (Tabela 1). A quitosana se complexou com o receptor e formou

varias interagcbes com energias de afinidade variadas, conforme indicado pelos ensaios de
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acoplamento (Tabela 2). O ligante quitosana apresentou melhor energia de afinidade com o alvo
Acinetobacter baumannii em -8,4 kcal/mol. O complexo formado entre o ligante quitosana e o
receptor alvo LPS do organismo A. baumannii apresenta forte interacdo com os aminoacidos
do receptor (Figura 3A). Este complexo apresentou interagOes entre o alvo e o ligante do tipo:
van der Waals, ligacdo de hidrogénio convencional, ligacdo carbono-hidrogénio e ligacdo de
hidrogénio doador pi (Figura 3B).

Tabela 1. O modelo alvo do lipopolissacarideo de A. baumannii foi utilizado para analisar o
acoplamento molecular com quitosana

Organismo Alvo Modelo  Identidade Ramachandran QMEAN
(base de (%) Favorecido (%)
dados
Uniprot)

A. baumannii LPS (DOC7T1) 5IV8 34,02% 90.54% 0.56

Tabela 2. Resultados do acoplamento molecular para complexos entre a quitosana e o alvo de
A. baumannii.

Organismo Ligante Energia de afinidade
(Kcal/mol)
A. baumannii Quitosana -8.4

3.4 Modelo imunossupressor

Estabelecemos um modelo imunossupressor em camundongos Swiss utilizando doses
de CY, um agente com propriedades imunossupressoras que causa diminui¢ao dos parametros
hematol6gicos no sangue e leucopenia. A CY promoveu uma mudanga progressiva no quadro
clinico apds trés doses, causando pelos ericados, queda de pelos e perda de peso ( p < 0,05)
(Figura 4A). Além disso, cerca de 70% dos camundongos tratados com CY sobreviveram ao
experimento com uma recuperacédo gradual no ganho de peso corporal (Figura 4B). Além disso,
esses animais apresentaram reducdo exacerbada no numero de leucocitos totais, 79% (p<
0,001), (Figura 4C), neutréfilos (p< 0.01) (Figura 4D), linfécitos (p < 0.001) (Figura 4E), e
mondcitos (p < 0.05) (Figura 4F), em comparagdo com o grupo de camundongos ndo tratados.

A reducdo de eritrocitos também foi evidenciada com declinio de 51% em relagéo ao grupo de
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camundongos tratados com CY (p < 0.01) (Figura 4G) queda na concentracdo de hemoglobina
(p < 0.05) (Figura 4H) e hematocrito (p < 0.05) (Figura 41).
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Figura 3. Célculos de acoplamento molecular. (A) Quitosana (vermelha) complexada com
proteina LPS (cinza). (B) mapas 2D de interacdes moleculares com aminoécidos de A.
baumannii.
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Figura 4. Descri¢do do modelo imunossupressor de camundongos Swiss. ( A ') Monitoramento
do peso corporal de camundongos tratados com CY e ndo tratados com CY usando seis animais
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por grupo. Os dados estao expressos em média e desvio padrao, (*) p <0,05. ( B) Porcentagem
de sobrevivéncia de camundongos tratados com CY usando ciclofosfamida (150 mg/kg). (C)
NUmeros de leucdcitos. (***) p < 0,001. ( D ) O namero de neutrdfilos. (**) p < 0,01. (E)
numeros linfdcitos. (***) p < 0,001. ( F ) nimeros de monacitos. (*) p < 0,05. ( G ) nimeros
eritrécitos. (**) p< 0,01. ( H) Hemoglobina. (*) p < 0,05. (1) Hematocrito. (*) p < 0,05. Os
valores de p foram determinados pelo teste t .

3.5 Efeito protetor da vacina de células inteiras de A. baumannii inativada e adsorvida em

MAhC em camundongos tratados com CY

A analise da resposta humoral pos-imunizacéao revelou maior estimulacdo dos niveis de
IgG em camundongos tratados com CY inoculados apenas com mAhC (grupo adjuvante) em
comparagdo com camundongos tratados com CY n&o imunizados (p < 0.05) (Figura 5). No
entanto, camundongos tratados com CY imunizados com vacina de célula inteira inativada de
A. baumannii adsorvida com mAhC apresentaram niveis de IgG significativamente maiores do
gue os niveis obtidos de camundongos tratados com CY no grupo adjuvante ( p < 0,05),
sugerindo uma maior capacidade de estimular o resposta imune contra A. baumannii (Figura
5).
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Figura 5. Estimulagdo da resposta humoral da vacina inativada de células inteiras de A.
baumannii adsorvida em mAhC em camundongos tratados com CY. Os dados referem-se aos
niveis de IgG total produzidos antes da aplicagio de uma dose letal de A. baumannii (4,0 x 108
CFU/mL) em camundongos imunizados tratados com CY, camundongos ndo imunizados
tratados com CY e camundongos tratados com CY inoculados com mAhC usando 6 animais
por grupo. (*) p < 0,05 representa uma analise comparativa entre camundongos ndo imunizados
tratados com CY vs. camundongos tratados com CY inoculados com mAhC usando 6 animais
por grupo. (*#) p < 0,05 representa uma analise comparativa entre camundongos imunizados
tratados com CY vs. camundongos tratados com CY inoculados com mAhC.
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O estudo da eficacia da vacina ap6s a aplicacdo da dose letal de A. baumannii ativo (4
x 108 UFC/mL) revelou uma taxa de letalidade de 100%, correspondendo a camundongos n&o
imunizados e tratados com CY (grupo controle) ( p < 0,001 ). Em contraste, em camundongos
imunizados tratados com CY, a taxa de sobrevivéncia foi de 85%, um valor que diferiu das
porcentagens de sobrevivéncia de camundongos tratados com CY no grupo mAhC (adjuvante)
(45%) (p < 0,05) ( Figura 6 A ). Além disso, camundongos imunizados tratados com CY
apresentaram niveis mais elevados de IgG em comparagao com 0s grupos controle e adjuvante
( Figura 6 B) ( p < 0,05), bem como uma expansdo mais significativa da polpa branca (Figura
6C,D).
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Figura 6. Teste de eficiéncia da vacina de célula inteira inativada e adsorvida em mAhC em
camundongos tratados com CY. ( A ) Curva de sobrevida de grupos experimentais utilizando
camundongos tratados com CY apos dose letal de A. baumannii (4,0 x 108 UFC/mL). O teste
de log-rank (teste de Mantel-Cox, com seis animais por grupo) determinou o valor- p . (*) p <
0,05 representa uma analise comparativa entre camundongos ndo imunizados tratados com CY
vs. camundongos tratados com CY inoculados com mAhC usando seis animais por grupo. (***)
p< 0,001 representa uma analise comparativa entre camundongos nao imunizados tratados com
CY vs. camundongos imunizados tratados com CY e (#) p< 0,05 representa uma anélise
comparativa entre camundongos imunizados tratados com CY vs. camundongos tratados com
CY inoculados com mAhC. ( B ) Resposta humoral ap6s dose letal de A. baumannii (4,0 x 108
UFC/mL). Os dados referem-se aos niveis totais de 1gG produzidos a partir de camundongos
tratados com CY imunizados, camundongos tratados com CY n&o imunizados e camundongos
tratados com CY com mAhC. (*) p < 0,05 representa uma analise comparativa entre
camundongos ndo imunizados tratados com CY vs. camundongos tratados com CY inoculados
com mAhC e camundongos ndo imunizados tratados com CY vs. camundongos imunizados
tratados com CY. p < 0,05 (*#) representa uma analise comparativa entre camundongos
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imunizados tratados com CY vs. camundongos tratados com CY inoculados com mAhC. (C,
D) Medicéo e imagem da expansdo da polpa branca de camundongos imunossuprimidos. (*) p
< 0,05 representa uma analise comparativa entre camundongos nao imunizados tratados com
CY versus aqueles inoculados com mAhC. (***) p < 0,01 representa uma analise comparativa
entre camundongos imunizados tratados com CY vs. camundongos tratados com CY
inoculados com mAhC. O software ImageJ esta disponivel ( https://imagej.nih.gov/ij/ acessado
em 31 de janeiro de 2023).

3.6 Andlise histopatolégica do modelo de sepse da infeccdo por A. baumannii em

camundongos tratados com CY

O modelo de sepse de infec¢do por A. baumannii mostrou dano tecidual no figado, baco
e pulmdes em camundongos imunizados, camundongos ndo imunizados e mAhC, tratados com
CY (Figura 7)) . Em comparacdo, ndo houve diferencas significativas entre os pesos do figado

e dos pulmdes desses grupos (Figura 7 A,B).
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Figura 7. Achados histopatoldgicos da infeccdo por A. baumannii em camundongos tratados
com CY. (A —C) Determinagéo dos pesos do, figado, pulmdo e bago de camundongos tratados
com CY apos a aplicagdo de uma dose letal de A. baumannii (4,0 x 108 UFC/mL) usando 6
animais por grupo. Os dados sdo expressos como média e desvio padrdo. (*) p < 0,05 representa
uma andlise comparativa entre camundongos ndo imunizados tratados com CY vs.
camundongos imunizados tratados com CY. ( D — F ) Achados histopatoldgicos de grupos
experimentais utilizando camundongos tratados com CY apds aplicacdo de dose letal de A.
baumannii (4,0 x 108UFC/mL) corado pela técnica de hematoxilina-eosina. Dados: D1: necrose
(40x), D2: Degeneracdo hidropica (40x), D3: hiperemia (40x), D4: hemorragia (40x), E1:
hemorragia (40x), F1: hemorragia pulmonar (40x ), F2: neutrofilos polimorfonucleares (40x),
F3: inflamacéo aguda (40x%), F4: hiperemia (40x), F* polpa branca.
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Em termos de peso dos bagos de camundongos imunizados tratados com CY, houve
diferencas significativas em relacéo aos grupos ndo imunizados tratados com CY ou adjuvantes
(p< 0,05) (Figura 7C). Além disso, uma expansdao mais substancial da polpa branca foi
observada neste grupo ( p < 0,01) e no grupo adjuvante (p< 0,05) ( Figura 7D). A expanséo da
polpa branca esté relacionada a presenca de hiperplasia periarteriolar e folicular causada pelo
estimulo antigénico e resposta imune ( Figura 6D e 7D). Os achados histopatologicos revelaram
maior gravidade no figado com degeneracdo hidrépica e sinusoides diminuidos, e pneumonia
intersticial com infiltrado inflamatorio misto e congestdo (de menor gravidade nos grupos
mAhC e imunizados) no pulm&o. Além disso, hemorragia, congestdo e hiperplasia linféide da

polpa branca foram detectadas no baco (Figura 7D).

4. DISCUSSAO

A. baumannii é um patégeno emergente critico que é responsavel pela pneumonia
nosocomial em ambientes de saude; tornou-se uma emergéncia global (ALOS 2014; BOREK
et al., 2019; MIRANDA et al., 2021). Modelos murinos contribuiram para elucidar os
mecanismos associados a patogénese e compreender a relacdo patdgeno-hospedeiro de
infeccBes causadas por A. baumannii em modelos de sepse, pneumonia e imunossupressao
(CANGUSSU et al., 2018; FELIX et al., 2019; TSAI et al., 2021). A CY é um agente
antineoplasico sintético amplamente utilizado como droga imunossupressora em camundongos,
que causa efeito citostatico e inibe o ciclo rapido das células imunes, causando
consequentemente granulopenia (DIEHL et al., 2017; L1U et al., 2020; DOLLERY et al., 2021).
Camundongos infectados com A. baumannii podem apresentar alteragdes consistentes com
pneumonia, inflamacdo aguda com infiltragdo inflamatéria leve a grave de células
polimorfonucleares, formacdo de abscesso segmentar e infiltracdo leve a moderada de
macrofagos alveolares quando tratados com um imunossupressor (RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2000). Aqui, usamos um modelo de sepse por A. baumannii em
camundongos tratados com CY para entender o comportamento de cepas multirresistentes em
infeccOes e avaliar novas estratégias vacinais baseadas em cepas bacterianas inativadas
adsorvidas em mAhC.

Preliminarmente, revelamos a imunossupressdao de camundongos imunocompetentes
que apresentavam sinais de infec¢éo e apresentavam pélos ericados e com queda de pelos, perda
de peso corporal e letargia, acompanhada de reducdo de leucdcitos (neutréfilos, linfdcitos e

monacitos), eritrécitos e hemoglobina e a percentagem de hematdcrito (Figura 4). Nossos dados
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corroboram os de outros estudos que mostram baixas concentragcdes de polimorfonucleares
neutrofilos circulantes, seguidas de aumento acentuado e progressivo levando a maior
suscetibilidade de camundongos imunossuprimidos (JIN et al., 2011; HARRIS et al., 2019;
DOLLERY et al.,, 2021) e distintas alteracbes de macrdéfagos e linfocitos com menor
participagdo na primeira horas de infecgdo, seguidas pelos niveis basais.

A expansdo da area folicular é caracterizada pelo aumento da celularidade das
membranas nucleares arredondadas e regulares estimuladas pela imunizacdo, levando a
subsequente proliferacdo de células B (SUTTIE 2006; ELMORE et al., 2006; McCONNELL
et al., 2010; CANGUSSU et al., 2018). O presente estudo revelou a expansao da polpa branca
do baco nos grupos de camundongos imunizados tratados com CY com a producdo de
anticorpos IgG. Além disso, a protecao adequada de 85% apds uma dose letal de A. baumannii
multirresistente sugere que nosso modelo murino foi eficaz na prote¢do vacinal em animais
imunizados (Figura 6BC), conforme relatado em estudos anteriores (McCONNELL et al.,
2010; LUO et al., 2012; DOLLERY et al., 2021).

Outro aspecto relevante aqui observado foi a maior protecdo tecidual dos grupos de
camundongos tratados com CY imunizados, pois camundongos tratados com CY ndo
imunizados ou tratados com CY inoculados com adjuvante apresentaram achados
histopatoldgicos de edema, hemorragia, degeneragdo hidropica, necrose e hiperemia em cortes
hepaticos, assim como edema, hemorragia e hiperemia em cortes pulmonares. Houve sinais de
infeccdo aguda nos grupos de camundongos tratados com CY ndo imunizados e tratados com
CY inoculados com adjuvante apds a infeccdo, revelando sinais caracteristicos da patologia
com morte em 24 h. Em contraste, 0s grupos de camundongos imunizados tratados com CY
mostraram protecdo adequada apoOs receberem uma dose letal de A. baumannii resistente a
maultiplas drogas . Nossos dados corroboram estudos de infeccdo anteriores em modelos de
sepse murina (HARRIS et al., 2013; He et al., 2015; NA et al., 2019).

Alteracdes esplénicas causadas por infec¢bes por A. baumannii s&o acompanhadas por
danos a polpa branca, apoptose leucocitaria, formacéo de émbolos, aglomerados de leucdcitos
degenerados ou necréticos nas areas da polpa branca e aparecimento de congestdo moderada
na regido medular (HARRIS et al., 2013; KETTER et al., 2014). A infiltracdo de células
inflamatdrias mistas no espaco perivascular e peribrénquico, com presenca de granuldcitos
polimorfonucleares e células mononucleares no lumen das vias aéreas, principalmente nas
primeiras horas de infeccdo, € acompanhada de vasodilatacdo, congestdo e hemorragia, que leva
a destruicdo das vias aéreas. estruturas alveolares do pulméo ap6s 48 h de infeccdo (HARRIS
etal., 2013; HE et al., 2015; KUOLEE et al., 2015; NA et al., 2019; BERGAMINI et al., 2021).

Nossos achados histopatologicos destacam a importancia e adequagdo do modelo de sepse,
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evidenciando a protecdo vacinal, o estimulo da resposta imune e a consequente protecdo
tecidual do figado, baco e pulmao dos animais imunizados.

O mAhNC usado aqui contribuiu para a estimulacdo da producédo de 1gG de grupos de
camundongos imunizados tratados com CY e foi superior aos grupos de camundongos néo
imunizados tratados com CY quando usado em trés doses/animal. Estudos anteriores
demonstraram a estimulacdo da producdo de IgG em camundongos imunizados usando
antigenos proteicos adsorvidos exclusivamente em quitosana (SARI et al., 2016; GILAVAND
et al., 2020; DU et al., 2021), ou exclusivamente em hidroxido de aluminio ou adjuvante de
Freund (McCONNELL et al., 2010; RAMEZANALIZADEH et al., 2020; PULIDO et al.,
2020). No entanto, o presente estudo € o primeiro a associar hidroxido de aluminio e quitosana
para a adsorcdo de A. baumannii antigenos em mAhC, revelando um adjuvante vacinal que
estimula a resposta do sistema imunologico de camundongos imunossuprimidos.

Apesar da relevancia da eficacia de uma nova formulagdo de vacina com A. baumannii
multirresistente inativado que é adsorvido em células inteiras em mAhC, permanecem questdes
gue ndo foram totalmente elucidadas. Conforme descrito aqui, registramos alta estimulacéo da
resposta imune medindo os niveis totais de 1gG. No entanto, ndo determinamos 0s niveis de
IgG1 e 1gG2c, que participam da eliminacdo de patdgenos e reducdo das cargas bacterianas
pos-operatdrias (SHU et al., 2016; CANGUSSU et al., 2018; RAMEZANALIZADEH et al.,
2020). Nao medimos perfis de citocinas, 0 que pode ser necessario para elucidar o mecanismo
de eliminacdo do patégeno e protecdo vacinal. Assim, estudos futuros devem abordar essas

questdes.

5. CONCLUSOES

Demonstramos o papel de um modelo de sepse por A. baumannii em camundongos e a
reducao no numero de neutrofilos antes da imunizacdo (tratados com CY). A vacina multidroga
inativada e adsorvida de células inteiras de A. baumannii (mAhC) estimulou a resposta imune
e protegeu 0s animais imunizados, mesmo apos um desafio com uma dose letal. Esses achados
fornecem a base para estudos sobre como minimizar os impactos das infecgdes por A.

baumannii.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, por meio desses estudos, foi possivel realizar inicialmente a
caracterizacdo de vérias cepas potencialmente patogénicas obtidas em um ambiente de UTI
hospitalar na regido sul do estado. Essas cepas também demonstraram resisténcia a diversas
classes de antimicrobianos clinicamente relevantes. Durante a analise, identificou-se um
isolado pertencente ao género Acinetobacter spp., que apresentou positivo para o gene OXA-
23. Alem disso, outros dois isolados, S. paucimobilis e B. circulans, também foram previamente
associados em estudos como agentes causadores de infec¢bes hospitalares. Portanto, estudos
como esse, que investigam fontes de contaminacgéo e realizam a caracterizagdo molecular de
genes de resisténcia, sdo de extrema importancia, pois fornecem conhecimento sobre os
principais microorganismos presentes na unidade de satde, além de contribuir para uma gestéo
mais segura dos antimicrobianos.

Com base nesse entendimento inicial dos microorganismos presentes, um estudo
complementar foi realizado visando o desenvolvimento de uma vacina contra bactéria
multirresistentes. Os resultados desse estudo evidenciaram que a vacina induziu um aumento
na resposta imunoldgica, resultando em maior sobrevivéncia e protecdo tecidual de
camundongos. Além disso, a modelagem molecular do complexo quitosana e LPS bacteriano
foi validada durante o estudo. Esses achados contribuem para o avango das pesquisas voltadas
a investigacao de estratégias para minimizar os impactos das infeccdes por A. baumannii.

Para uma investigacdo mais abrangente dos mecanismos imunoldgicos envolvidos nas
infeccBes por A. baumannii, sdo necessarios estudos futuros. Essas pesquisas podem explorar

de forma mais ampla o perfil das citocinas envolvidas nesse contexto.
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ANEXO A—-PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UFT.
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ANEXO B — ISOLADO CLINICO DE A. baumannii FORNECIDO PELO LACEN-TO.
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Abstract

Bacteria responsible for causing infections are common in hospital environments, water, soil, and food products.
The infection risk is intensified by the absence of public sanitation, poor quality of life, and food scarcity. These
external factors promote the dissemination of pathogens by direct contamination or biofilm formation. In this work,
we identified bacterial isolates obtained from intensive care units in the southern region of Tocantins, Brazil. We
compared matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) techniques
and 16S ribosomal ribonucleic acid (rRNA) molecular analysis; we also performed phenotypic characterization.
Fifty-six isolates characterized using morphotinctorial tests were classified as gram-positive (80.4%; n = 45) and
gram-negative (19.6%; n = 11) and were resistant to several antibiotic classes; notably, we identified the bla,, ,,
resistance gene in the ILH10 isolate. Microbial identification using MALDI-TOF MS resulted in the identification
of Sphingomonas paucimobilis and Bacillus circulans. 16S rRNA sequencing revealed four isolates belonging to the
genera Bacillus and Acinetobacter. The similarity was superior to 99% for Acinetobacter schindleri in the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), grouped in the clade superior to 90%. Several strains isolated from intensive care
units (ICU) were resistant to various antibiotic classes. These techniques allowed for the identification of several
microorganisms of importance in public health, enabling improvements in human infection control and proving
the quality of inputs, food, and water.

Keywords: multi-drug resistant bacteria, hospital environment, MALDI-TOF MS, 16S rRNA.

Resumo

As bactérias responsaveis por causar infec¢des sdo comuns em ambientes hospitalares, agua, solo e produtos
alimenticios. O risco de infec¢do é intensificado pela auséncia de saneamento publico, ma qualidade de vida e
escassez de alimentos. Esses fatores externos promovem a disseminagao de patégenos por contaminagao direta ou
formacao de biofilme. Neste trabalho, identificamos isolados bacterianos obtidos de unidades de terapia intensiva
naregido sul do Tocantins, Brasil. Comparamos técnicas de espectrometria de massa de tempo de voo com ionizagdo
por dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) e analise molecular de acido ribonucleico ribossémico
16S (rRNA); também realizamos caracterizacao fenotipica. Cinquenta e seis isolados caracterizados por testes
morfotintoriais foram classificados como gram-positivos (80,3%; n = 45) e gram-negativos (19,6%; n = 11) e foram
resistentes a vdrias classes de antibi6ticos; notavelmente, identificamos o gene de resisténcia bla,,, ,, noisolado de
ILH10. A identificagdo microbiana usando MALDI-TOF MS resultou na identificagao de Sphingomonas paucimobilis
e Bacillus circulans. O sequenciamento do 16S rRNA revelou quatro isolados pertencentes aos géneros Bacillus e
Acinetobacter. A similaridade foi superior a 99% para Acinetobacter schindleri no BLAST, agrupado no clado superior
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a90%. Varias cepas isoladas de ICU foram resistentes a varias classes de antibiéticos. Essas técnicas permitiram a
identificacdo de diversos microrganismos de importancia em satide piblica, possibilitando melhorias no controle
de infec¢des humanas e comprovando a qualidade dos insumos, alimentos e dgua.

Palavras-chave: bactéria multirresistente, ambiente hospitalar, MALDI-TOF MS, 16S rRNA.

1. Introduction

Bacterial infections inside and outside hospital
environments are the primary causes of illness.
The excessive use of antimicrobial agents in humans and
domestic animals has generated high rates of bacterial
resistance and has become a severe problem worldwide
(Bonelli et al., 2014; Moretto et al., 2021). Community
and environmental factors contribute to the emergence
of multi-drug resistant bacteria, promoted by the lack
of adequate public sanitation and the transmission of
domestic effluents to water sources. These phenomena
contribute to the spread of pathogens, especially in regions
with low human development indexes (Gallini et al., 2010;
Bartley et al., 2019; Moretto et al., 2021).

The emergence of new resistance mechanisms may arise
in vulnerable communities, leading to the dissemination
of bacterial genes via conjugative plasmids (Meirelles-
Pereira et al., 2002; Cerceo et al., 2016). Among the primary
multi-drug resistant bacteria (MDRs), including species in
the genera Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Klebsiella,
and enterobacteria that are commonly found in hospital
environments, water, soil, and food products (Logan, 2012;
Smet et al., 2014; Ferreira et al., 2019; Arbab et al., 2021;
Adwan and Omar, 2021). Food is a potential transmission
source between the community and clinical settings
(Carvalheira et al., 2021).

Another critical factor is the ability of bacteria to form a
structural community of multiple bacterial cells (biofilm)
characterized by high nutritional and metabolic versatility
and adherence to living and non-living surfaces. These
surfaces include glass, plastic, X-ray equipment, benches,
beds, fans, and air circulation systems (Bernards et al.,
2004; Gaddy et al., 2009).

Resistance to antibiotics and chemicals (disinfectants)
contributes to greater pathogenicity (Gaddy et al., 2009;
Nowak and Paluchowska, 2016). 8-lactamases act as one
of the primary mechanisms associated with resistance;
B-lactam resistance is mediated by B-lactamases that
inhibit antibiotics, including carbapenems, penicillins,
cephalosporins, and monobactams. B-lactamases can
be divided into class A (e.g. Klebsiella pneumoniae
carbapenemase, class B metallo-B-lactamases [e.g.
New Delhi metallo-B-lactamase, Verona integrin-
encoded metallo-beta-lactamases, imipenem-resistant
Pseudomonas]) and class D B-lactamases (e.g., oxacylinases)
(Bush and Jacoby, 2010; Logan, 2012; Lee et al., 2016).

Conventional methods for diagnosing pathogens involve
isolating the organism in culture with subsequent analysis
of its phenotypic characteristics (i.e., microscopic and
macroscopic morphologies) and biochemical evaluations
on various substrates (Stepien-Pysniak et al., 2017). Other
methods used in clinical microbiology laboratories include
molecular methods with gene sequencing of 16S rRNA
and 23S rRNA. MALDI-TOF MS is a rapid and accurate
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identification technique for bacteria isolated from biological
specimens and can detect various proteins from microbial
species (Angeletti, 2017; Tsuchida et al., 2020).

The analysis of microbial diversity in different
environments and the multi-drug resistant bacteria profile
have essential implications for hospitals stemming from
the indiscriminate use of antibiotics. The present work
aimed to characterize microbial sources phenotypically
in intensive care units (ICUs) and identify isolates using
the MALDI-TOF MS and 16S rRNA molecular methods.
These techniques are critical for public health because
they provide actions to control human infections and
benefit the population.

2. Materials and Methods

2.1. Study location; sample processing; ethical and legal
permissions.

The Gurupi Regional Hospital - Tocantins - Brazil
(11°43’48” S and 49°04'08” W) is located in the
Legal Amazon microregion. It is a referral center for
18 municipalities: Alian¢a do Tocantins, Araguagu,
Alvorada, Cariri do Tocantins, Crixas do Tocantins, Dueré,
Figueirépolis, Formoso do Araguaia, Jau do Tocantins, Lagoa
da Confusdo, Palmeiropolis, Parand, Peixe, Sandolandia,
Sdo Valério, Sdo Salvador, Sucupira, and Talisman. We used
samples from beds of patients hospitalized for more than
48 hours. The collection was performed using sterile
swabs passed on the bed surface and transported in Cary
Blair medium. Samples were cultured on tryptic soy agar
(Kasvi, Italy) and incubated aerobically at 37 °C overnight.
Bacterial isolates were phenotypically characterized using
manual Gram staining methods and measuring motility
properties, growth at 44 °C, citrate utilization, oxidase
and urease production, and oxidation/fermentation
(Castilho et al., 2017). The Research Ethics Committee of
the Federal University of Tocantins approved the work
(protocol number 72773417.3.0000.5519). After issuing
a substantiated opinion of this study, the protocol was
forwarded to the Health Department of the State of
Tocantins (SESAU/TO) in compliance with ordinance
SES-391/2017.

2.2. Phenotypic analysis and resistance classification

We measured antibiotic sensitivity and resistance
using the disk diffusion method, following the Clinical
and Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI, 2017).
The isolates were cultured in 100 ml of TSB broth (soy
peptone 17 g/1, casein 3 g/1, dextrose 5 g/I, and monobasic
potassium phosphate 5 g/1), stirring at 120 rpm at 37 °C for
8 h. Growth was adjusted to 108 colony-forming units/ml
and seeded on Mueller-Hinton agar (Kasvi, Italy) between
18 and 24 hours of incubation at 37 °C for recording halo
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formation (Castilho et al., 2017). Antibiotics (Sensifar®-
Brasil) included ampicillin/sulbactam (20 pg), amikacin
(30pg), ceftazidime (30 pg), cefepime (30 pg), ciprofloxacin
(5 png), cotrimoxazole (25 ng), gentamicin (10 pg),
imipenem (10 ng), levofloxacin (5 pg), linezolid (30 pg),
meropenem (10 pg), minocycline (30 pg), norfloxacin
(10 ng), piperacillin/tazobactam (110 pg), polymyxin B
(330 IU), tetracycline (30 pg), and vancomycin (30 pg).
Halo inhibition data were measured and ranked, with
resistance to > 1 antimicrobial agent in > 3 antimicrobial
categories considered MDR. Resistance to > 1 antimicrobial
agent in all but two antimicrobial classes was considered
extensively drug-resistant (Magiorakos et al., 2012).

2.3. Molecular analysis and detection of genes

The polymerase chain reaction (PCR) was performed
using primers for OXA-51, 0XA-23, 0XA-40, 0XA-58 and the
insertion sequence (IS) of the ISAba1 (Sohrabi et al., 2012)
(Table 1). DNA extraction was performed using an extraction
kit (Invitrogen-PureLink® Genomic DNA Kits. The PCR
technique was used to amplify the fragments with a final
volume of 20 pL containing 20 ng of DNA, 1.5 mM of MgCl,,
250 uM dNTP, 1U Taq DNA Polymerase (Promega, Madison,
WI, USA), and 0.47 uM primer. Reactions were carried out
in a Thermocycler (Biocycler M]J96G, Applied Biosystems)
under the following conditions: denaturation at 95 °C
for 4 min; 35 cycles of denaturation (90 °C, 30 seconds),
alignment (50 °C, 40 seconds) and extension (72 °C, 1 min);
final extension at 72 °C for 5 min. PCR products were
separated by 1.5% agarose gel electrophoresis, stained with
0.5 pg/mL ethidium bromide, and visualized using Gel
Doc System XR (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA).

2.4. Identification of emerging pathogens

2.4.1. DNA extraction and sequencing of the 16S rRNA
gene

Bacterial isolates were cultured in brain heart broth
(Merck, Germany) and incubated overnight at 37 °C with
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continuous shaking at 120 rpm. DNA extraction was
performed using an extraction kit (Invitrogen-PureLink®
Genomic DNA Kits). PCR of the rDNA16S region amplified
the DNA. The sequence of primers 16SF and 16SR amplify
a region of 400 bp (16SF-ACTGCTATCCACCCTCAAAC and
16SR CTGGGTGAAGTTGTAATCGG). The PCR product
was purified using exonuclease I and shrimp alkaline
phosphatase. The integrity of the genomic DNA was tested
by electrophoresis.

The sequencing of the 16S gene was performed on a
3500 sequencer (Thermo Fisher Scientific). Sequencing
reactions were set up with 20 ng of DNA, 0.5 pl Big Dye
V3.1 (Thermo Fisher Scientific), 2.0 ul of 5X sequencing
buffer, and 3.2 pmol of primer. The continuous sequences
were compared with reference and outgroup sequences
from the National Center for Biotechnology Information
using the BLAST system to identify similarities. Phylogenetic
analysis of the isolates was performed using the maximum
likelihood method and the Tamura-Nei model (Tamura and
Nei, 1993) using a MEGA 11 (Tamura et al., 2021). Branch
confidence was tested using 500 bootstrap repetitions.

2.4.2. Identification by MALDI-TOF MS

Isolates were seeded in Brain Heart Infusion (Merck,
Germany), incubated at 37 °C for 18 hours, and sent to
Instituto Hermes Pardini (Belo Horizonte, Brazil) for
microbial identification by automated mass spectrometry
equipped with MALDI-TOF MS (BioMérieux, France).
Briefly, a fresh colony was spread on a Vitek MS DS target
slide, and the preparations were covered with 1 ml of
VITEK MS-CHCA matrix solution (a saturated solution
of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50% acetonitrile
and trifluoroacetic acid at 2.5%). After drying, the target
plate was loaded into the Vitek MS mass spectrometer
and air-dried for 1 to 2 minutes at room temperature.
Microbial identification was achieved by obtaining spectra
using MALDI-TOF and analyzing the spectra using the
VITEK MS database. The spectral peaks were compared
with the characteristic pattern of a species, genus, or
family of microorganisms, resulting in the identification

Table 1. Target genes for PCR amplification, fragment size, and primer sequences.

No. of No. Fenotypic Characteristic
Beds UTI b:gltgg«';ﬂ bfsf)tn?tfl Cell Morphology Gram[g;;sitive Gram [l;:]gative

1 22 5 Cocci; diplococci; bacilli; 80 20
2 34 5 Cocci; diplococci; bacilli; 100 0
3 10 6 Cocci; diplococci; bacilli; 83.3 16.7
4 89 4 Cocci; diplococci; diplobacilli; 50 50
5 457 8 Cocci; diplococci; bacilli; 62.5 375
6 5 4 Cocci; diplococci; bacilli; 60 40
7 23 8 Bacillus; diplococci, 75 25
8 36 1 Cocci; diplococci; bacilli; sarcinas 72 27.2
9 8 5 Cocci; Bacilli 40 60

Total 677 56 80.3 19.6
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(Dubois et al., 2012; Moon et al., 2013; Gongalves et al.,
2019). A percentage probability (99.9%) represents the
similarity of specific peaks between the generated spectrum
and the database spectra. Lower values were designated
as inconclusive

3. Results

3.1. Phenotypic characterization, susceptibility testing,
and detection of resistance genes

We identified 677 colonies from ICU bed surfaces;
56 bacterial isolates were obtained for characterization
(8.2%; n=677)(Table 2). Of these, 80.3% were gram-positive
(n=45) and 19.6% were gram-negative (n = 11) (Table 2).
Sensitivity analysis revealed a resistance rate for
cotrimoxazole of 44%, ceftazidime of 32%, ciprofloxacin of
28%, norfloxacin of 25%, and cefepime of 23%. The lowest
resistance rate was obtained for minocycline and amikacin
(1.7%) (Figure 1). Five isolates (ILH10, ILH14, ILH13, ILH16,
and ILH2) were resistant to an antibiotic of various classes
(penicillins, cephalosporins, quinolones, polymyxins,
tetracycline, and sulfonamides) (Table 3). Another isolate
(ILH11) showed resistance only to f-lactam class antibiotics
(penicillin, cephalosporins, and carbapenems). There was
no evidence for the presence of resistance genes related to
bla,,, ., bla,,, ,, bla,,, -, or the ISAbal element. By contrast,
we identified bla,,, ,, genes in the ILH10 isolate. There
was no evidence of bla,,, .., bla,,, .., bla,, ,. bla,,, .., or
ISAbal in the isolates ILH11, ILH13, ILH14, ILH16, and
ILH2; however, these isolates were resistant to at least one
penicillin, cephalosporin, or quinolone (Tables 3 and 4).

3.2. Bacterial identification using 16S rRNA and
MALDI-TOF MS

The isolates ILH10, ILH11, ILH13, and ILH2 were
identified only in the sequencing of the 16S rRNA gene
and belonged to the genera Acinetobacter and Bacillus
(Table 3). The ILH10 isolate was subjected to phylogenetic
analysis involving 19 nucleotide sequences from the

genus Acinetobacter (Figure 2). All ambiguous positions
were removed for each pair of sequences (pair deletion
option). There were 1593 positions in the final dataset of
the ILH10 isolate that showed more significant similarity
with 99.3% to Acinetobacter schindleri in BLAST, grouping
90% in the clade with bootstrap higher than 90% (Table 3;
Figure 2). The ILH13 isolate was subjected to phylogenetic
analysis involving 18 nucleotide sequences from the genus
Bacillus (Figure 2). All ambiguous positions were removed
for each pair of sequences (pair deletion option). There
were 1555 positions in the final dataset of the ILH13 isolate
that showed more significant similarity with 100% to
Bacillus cereus in BLAST, in the clade with bootstrap higher
than 90% (Table 3; Figure 2). The ILH2 isolate was subjected
to phylogenetic analysis involving 22 nucleotide sequences
from the genus Bacillus (Figure 2). All ambiguous positions
were removed for each pair of sequences (pair deletion
option). There were 1561 positions in the final dataset of
the ILH2 isolate that showed more significant similarity
with 99,7% to Bacillus Licheniformis in BLAST, in the clade
with bootstrap higher than 80% (Table 3; Figure 2). Only

Cl = SUSCEPTIBLE
mm RESISTANCE

ANTIMICROBIAL
b
]
(o

T T T 1
o 25 50 75 100

[%] ISOLATED

Figure 1. Antimicrobial rates of bacterial resistance isolated from
ICU hospital bed surfaces (n = 56). Antibiotics: ceftazidime (CAZ),
gentamicin (GEN), linezolid (LNZ), tetracycline (TET), minocycline
(MIN), levofloxacin (LVX), imipenem (IPM), ciprofloxacin (CIP),
polymyxin B (POL), vancomycin (VAN), norfloxacin (NOR),
piperacillin/tazobactam (PPT), meropenem (MER), amikacin
(AMI), cefepime (CPM), ampicillin/sulbactam (ASB), cotrimoxazole
(sulfatrin) (SUT), imipenem (IPM)

Table 2. Phenotypic characterization of isolates from hospital ICU beds in Tocantins, Brazil.

. PR Temperature Ex.pectefl
Group Gene Primer sequence (5°-3") melting (°C) Aplicon size Reference
(pb)
B-Lactamases Oxa-23F GATGTGTCATAGTATTCGTCGT 50 1,057 Sohrabi et al.
(Class D) Oxa-23R TCACAACAACTAAAAGCACTGT (2012)
Oxa-51F AACAAGCGCTATTTTTATTTCAG 50 641
Oxa-51R CCCATCCCCAACCACTTTT
Oxa-40F ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC 50 825
Oxa-40R TTAAATGATTCCAAGATTTTCTAGC
Oxa-58F AGTATTGGGGCTTGTGCT 49 453
Oxa-58R AACTTCCGTGCCTATTTG
IS element ISAbalF CATTGGCATTAAACTGAGGAGAAA 50 451 Sohrabi et al.
ISAbalR TTGGAAATGGGGAAAACGAA (2012)
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Table 3. Antimicrobial resistance of isolates and 16S rRNA gene sequencing.

N. acession Genes
Isolate Number uel GenBank
Scientific Query Identity Antimicrobial "
Beds UTI N GenBank cover % 16S rRNA ist MDR
(Codes)* ame acession (%) * gene partial TeSIStANCe  blayy,,,  blagus  blaga., blag,s ISAbal
sequence
ILH10 A.schindleri  NR_0254121 100 99.3 ON853562.1 caz, cpm, lvx, P N N N N P
cip, asb, ppt,
pol tet, sut,
ILH11 B. subtilis NR_102783.2 98 974 ON853563.1 caz, cpm, asb, N N N N N N
ppt, mer
ILH13 B. cereus NR_115526.1 100 100 ON853564.1 caz, cpm, nor, N N N N N P
lvx, cip asb,
pol
ILH2  B.licheniformis NR_118996.1 98 99.7 ON853570.1 cip, asb, ppt, N N N N N P
gen, tet Inz,

Antibiotics: ceftazidime (caz), cefepime (cpm), norfloxacin (nor), levofloxacin (lvx), ciprofloxacin (cip), ampicillin/sulbactam (asb), piperacillin/tazobactam
(ppt), meropenem (mer), gentamicin (gen), polymyxin B (pol), tetracycline (tet), linezolid (Inz), cotrimoxazole (sulfatrin) (sut). P: Positive; N: Negative.

*ILH - Isolated Hospital Beds. **Multidrug resistant bacteria.

Table 4. Antimicrobial resistance of isolates and microbial identification by MALDI-TOF MS.

Isolate Genes
Beds UTI MALI\I/)IIS-TOF Antimicrobial resistance MDR**
(Codes)* bla,, ,, bla,,; bla,,, bla,,., ISAbal
ILH14 S. paucimobilis cip, ppt, asb, gen, pol, N N N N N P
tet Inz,
ILH16 B. circulans caz cpm, nor, lvx, cip ppt, N N N N N P

asb, Ipm

Antibiotics: ceftazidime (caz), cefepime (cpm),norfloxacin (nor), levofloxacin (lvx), ciprofloxacin (cip), ampicillin/sulbactam (asb), piperacillin/
tazobactam (ppt), imipenem (ipm), gentamicin (gen), polymyxin B (pol), tetracycline (tet), linezolid (Inz). P: Positive; N: Negative. “ILH - [solated

Hospital Beds. ** Multidrug resistant bacteria.

ILH14 and ILH 16 were identified using MALDI-TOF MS,
revealing Sphingomonas paucimobilis and Bacillus circulans
(Table 4; Figure 3).ILH10, ILH11, ILH13, and ILH2 were not
detected using the technique because the system did not
include a reference database for identification (Table 4).

4. Discussion

The indiscriminate use of antibiotics inevitably leads
to antimicrobial resistance, primarily through natural
resistance and antibiotic residues in sewage and soils
(Moretto et al., 2021). The Gurupi Regional Hospital, the
study site, is a referral center for 18 municipalities in the
state of Tocantins, which can favor the dissemination
of MDRs via dissemination between communities and
environments through domestic effluents and food
(Meirelles-Pereira et al., 2002; Cerceo et al., 2016). This
factor explains the presence of bacteria in the genera
Bacillus, Acinetobacter and Sphingomonas, found in Gurupi
Regional Hospital, also commonly found in water, soil, and
food products (Logan 2012; Smet et al., 2014; Ferreira et al.,
2019; Arbab et al., 2021; Carvalheira et al., 2021).

Infections caused by nosocomial pathogens lead to
morbidity and mortality in hospitalized patients with the
emergence of MDR bacteria (Weber et al., 2010; Otter et al.,
2013; Dancer, 2014; Sood and Perl, 2016). Reports have

Brazilian Journal of Biology, 2023, vol. 83, e269778

shown that biofilm formation is favorable to the growth
of persistent colonization with methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp., Clostridium difficile,
and Pseudomonas aeruginosa (Kramer et al., 2006; Boyce,
2007; Chemaly et al., 2014; Hu et al., 2015). Here, we
verified the phenotypic and genotypic characterization
of ICU bed surface isolates, showing the presence of MDR
bacteria, description of resistance genes, and identification
by MALDI-TOF MS and 16S rRNA sequencing.

Limitations regarding the database of protein profiles
of isolates make it challenging to use MALDI-TOF MS
to identify unconventional bacterial strains of medical
interest. Studies have described the failure to identify
strains due to the absence of a broad protein spectrum
from a reference bank or even the capture of the technique
of specific proteins necessary to define the species.
(Bizzini et al., 2011; Alizadeh et al., 2021). However, data
on its applicability reveal MALDI-TOF MS’s importance
in quickly typing subspecies of medical importance;
the technique contributes to the proper management of
antimicrobials and best hospital practices. On the other
hand, its limitations highlight the need to increase reference
data for reference banks (Croxatto et al., 2012; Angeletti,
2017; Davies et al., 2021).

16S rRNA gene sequencing allowed greater coverage
and effectiveness in identifying microorganisms.
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Figure 2. Phylogenetic tree obtained by maximum likelihood of the 16S rRNA gene sequences (400 bp) of the ILH10 isolate with
identification of deposit in GenBank ON853562.1 (black arrow). ILH13 isolate with identification of deposit in GenBank ON853564.1
(black arrow). ILH2 isolate with identification of deposit in GenBank ON853570.1 (black arrow). Bootstrap values are indicated at the

NR 1488441 Acinetobacter dispersus strain ANC 4105
NR 117193.1 Acinetobacter tjernbergiae strain DSM 14971
NR 119357.1 Acinetobacter calcoaceticus strain ATCC 23055
NR 148846.1 Acinetobacter proteolyticus strain NIPH 809
NR 117622.1 Acinetobacter haemolyticus strain ATCC 17906
NR 164627 1 Acinetobacter johnsonii strain ATCC 17909
NR 025412.1 Acinetobacter schindlen strain LUH5832
ON8535621  w—
NR 117630.1 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970
NR 133953.1 Acinetobacter gandensis strain UG 60467
NR 174302.1 Acinetobacter chengduensis strain WCHAc060005
NR 165666.1 Acinetobacter chinensis strain WCHAC010005
NR 171416.1 Acinetobacter sichuanensis strain WCHAC060041
NR 117625.1 Acinetobacter bereziniae strain ATCC 17924
NR 117626.1 Acinetobacter guillouiae strain ATCC 11171
NR 156989.1 Acinetobacter defluvii strain WCHA30
w0 NR 117677.1 Acinetobacter baumannii strain DSM 30007

NR 148843.1 Acinetobacter courvalinii strain ANC 3623

100 — NR 148847.1 Acinetobacter vivianii strain NIPH 2168

NR 026078.1 Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071

NR 157729.1 Bacillus albus strain MCCC 1A02146
37 | NR 0412481 Bacillus anthracis strain ATCC 14578
NR 157730.1 Bacillus luti strain MCCC 1A00359
NR 157736.1 Bacillus tropicus strain MCCC 1A01406
56 NR 157734.1 Bacillus paramycoides strain MCCGC 1A04098
NR 152692.1 Bacillus wiedmannii strain FSL W8-0169
41 NR 157735.1 Bacillus proteolyticus strain MCCC 1A00365
5 i NR 175555.1 Bacillus sanguinis strain BML-BC004
25 NR 114582.1 Bacillus cereus ATCC 14579
100 ' ONB53564.1 4=
NR 175557 1 Bacillus hominis strain BML-BC059
32 NR 157728.1 Bacillus paranthracis strain MCCC 1A00395
NR 175556.1 Bacillus paramobilis strain BML-BC017
2 NR 157731.1 Bacillus mobilis strain MCCC 1A05942
37 NR 121761.1 Bacillus toyonensis strain BCT-7112
NR 113991.1 Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232
NR 036880.1 Bacillus mycoides strain 273
NR 116644 .1 Bacillus gaemokensis strain BL3-6

1 1 1 t t
0.0050 0.0040 0.0030 0.0020 0.0010 0.0000

% NR 104873.1 Bacillus inaguosorum strain BGSC 3A28

NR 112686.1 Bacillus spizizenii strain NBRC 101239

NR 117611.1 Bacillus tequilensis strain 10b

NR 112116.2 Bacillus subtilis strain [AM 12118 165

NR 1139941 Bacillus vallismortis strain NBRC 101236

NR 115931.1 Bacillus halotolerans strain LMG 22477

NR 118290.1 Bacillus mojavensis strain ifo 15718

NR 075005.2 Bacillus velezensis strain FZB42

NR 116022.1 Bacillus amyloliguefaciens strain BCRC 11601

NR 1127231 Bacillus atrophaeus strain NBRC 15539

MR 157608.1 Bacillus swezeyi strain NRRL B-41294

NR 042338 1 Bacillus aerius strain 24K

52 NR 113993 1 Bacillus sonorensis strain NBRC 101234

NR 137407.1 Bacillus glycinifermentans strain GO-13

se || NR 157609 1 Bacillus haynesii strain NRRL B-41327
39 ' NR 137421.1 Bacillus paralicheniformis strain KJ-16

MR 165685.1 Bacillus piscis strain 16MFT21

NR 024690.1 Bacillus carboniphilus strain JCM9731
493‘—‘: NR 025373.1 Margalitia shackletonii strain LMG 18435
£ NR 041942.1 Bacillus acidicola strain 105-2
— NR 074923.1 Bacillus licheniformis strain ATCC 14580
s L ONB53570.1 <+

0.0z 0o 0.00

root of each branch.
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Figure 3. Mass spectrometer with the proteomic profile of isolate ILH16 (B. circulans) by MALDI-TOF MS.

The technique is used widely for the identification of
most bacterial taxa. However, the technique entails
substantial performance time and high processing costs
(Clarridge III, 2004; Bizzini et al., 2011; Church et al.,
2020; Kosecka-Strojek et al., 2019). Our work using the
16S rRNA technique effectively identified the bacterial
isolates classified by similarity and construction of the
phylogenetic profile.

For ILH-10 (A. schindleri), we observed phenotypes
resistant to several antibiotics in different classes. The isolate
was positive for OXA-23, which may be associated with a
multi-resistance phenotype to beta-lactams. Acinetobacter
are opportunistic pathogens, and most are clinically
significant, typically causing severe nosocomial infections
in immunocompromised hosts (Joly-Guillou, 2005;
Ibrahim et al., 2021). Acinetobacter is often associated with
the accumulation of different resistance mechanisms to
commercially available antibiotics, including carbapenems
(Fournier et al., 2006; Périchon et al., 2014; Zander et al.,
2014). Species producing class D B-lactamases of the
oxa gene type (e.g., A. baumannii, A. johnsonii, A. pittii,
A. baylyi, and A. schindleri) have been reported worldwide
(Boo et al., 2009; Zhou et al., 2011; Zander et al., 2014;
Smet et al., 2014). Furthermore, it is essential to note that
resistance genes in non-A. baumannii (A. schindleri) species
can cause bacteremia due to carbapenem resistance in
immunocompromised patients (Montafia et al., 2017).

S. paucimobilis (ILH14) is an opportunistic pathogen
involved in nosocomial infections; it can cause significant
problems in clinical settings when resistant to antibiotics.
Reports described S. paucimobilis in clinical specimens,
blood, urine, endotracheal aspirates, bronchoalveolar
lavage, and cerebrospinal fluid of patients with septicemia,
meningitis, lower respiratory tract infections, and
ventilator-associated pneumonia (Rohilla et al., 2021). Cases

Brazilian Journal of Biology, 2023, vol. 83, e269778

of early prosthetic valve infective endocarditis caused by
MDR S. paucimobilis have been reported (Saboe et al., 2021).
The S. paucimobilis (ILH14) isolated here was identified
using the MALDI-TOF MS technique with phenotyping of
MDR antibiotics the quinolone, penicillin, aminoglycoside,
polymyxin, tetracycline, and oxazolidinone classes.

Bacillus sp. isolates (ILH11, ILH13, ILH2, and ILH16)
showed resistance to clinically relevant antibiotics such
as cephalosporins, quinolones, and penicillins. This genus
is widely distributed in the environment, including soil,
dust, air, fomites, water, and hospital environments
(Bottone, 2010). The broad diversity of Bacillus allows
gene regulation that increases its pathogenicity (Bottone,
2010). Previous studies identified MDR phenotypes in
this group (Torkar and Bedenic, 2018; Liu et al., 2018,
Mills et al., 2022). Some MDR strains of Bacillus sp obtained
in the present study cause food poisoning. They can also
cause localized wounds and eye infections; in a hospital
environment, they can cause nosocomial bacteremia
(Kuroki et al., 2009, Ehling-Schulz et al., 2019) and
meningitis in immunocompromised patients (Gaur et al.,
2001). Opportunistic infections by Bacillus circulans were
identified in immunocompromised patients (Russo et al.,
2021).

In summary, our findings suggest that several strains
obtained from ICUs showed resistance to several classes
of antimicrobials identified by molecular techniques
and MALDI-TOF MS; however, the latter technique may
be more relevant when associated with antimicrobial
resistance phenotyping to assist antimicrobial management.
Our findings reinforce the need to investigate resistance
genes of the B-lactamase class. Finally, our findings
suggest the need for amplification in detecting specific
resistance genes. Our findings also contribute to identifying
contamination sources responsible for increasing MDR
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organism levels. Monitoring these sources will improve
environmental, food, and public health infection controls.
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Abstract: Acinetobacter baumannii is a Gram-negative, immobile, aerobic nosocomial opportunistic
coccobacillus that causes pneumonia, septicemia, and urinary tract infections in immunosuppressed
patients. There are no commercially available alternative antimicrobials, and multi-drug resistance
is an urgent concern that requires emergency measures and new therapeutic strategies. This study
evaluated a multi-drug-resistant A. baumannii whole-cell vaccine, inactivated and adsorbed on an alu-
minum hydroxide-chitosan (mAhC) matrix, in an A. baumannii sepsis model in immunosuppressed
mice by cyclophosphamide (CY). CY-treated mice were divided into immunized, non-immunized,
and adjuvant-inoculated groups. Three vaccine doses were given at 0D, 14D, and 28D, followed by a
lethal dose of 4.0 x 108 CFU/mL of A. baumannii. Immunized CY-treated mice underwent a signifi-
cant humoral response, with the highest IgG levels and a higher survival rate (85%); this differed
from the non-immunized CY-treated mice, none of whom survived (p < 0.001), and from the adjuvant
group, with 45% survival (p < 0.05). Histological data revealed the evident expansion of white spleen
pulp from immunized CY-treated mice, whereas, in non-immunized and adjuvanted CY-treated mice,
there was more significant organ tissue damage. Our results confirmed the proof-of-concept of the
immune response and vaccine protection in a sepsis model in CY-treated mice, contributing to the
advancement of new alternatives for protection against A. baumannii infections.

Keywords: multi-drug-resistant; Acinetobacter baumannii; immunosuppression model; inactivated
whole-cell vaccine

1. Introduction

Acinetobacter baumannii is an opportunistic Gram-negative, immobile, aerobic coc-
cobacillus that causes pneumonia, septicemia, urinary tract infections, and meningitis,
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especially in immunocompromised patients who are hospitalized for long periods or who
undergo invasive procedures with the prior use of antimicrobials [1-5]. A. baumannii is
an emerging multi-drug organism that exists as resistant (i.e., resistant to three or more
classes of antimicrobials), extensively drug-resistant (i.e., resistant to all classes of antimi-
crobials but one or two), or pan-drug-resistant (i.e., resistant to all existing antimicrobial
classes) [6,7]. Multi-drug resistance is a multifactorial process; it occurs through the pro-
duction of the chromosomal AmpC beta-lactamase enzyme and intrinsic oxacillinase, the
loss of porin expression, the overexpression of active expulsion systems, changes in outer
membrane permeability, antimicrobial efflux, and changes in drug binding sites [8,9]. It
resists carbapenems by acquiring genes encoding (3-lactamase, belonging to the bla OXA-
gene cluster 23, which includes OXA-27, OXA-49, and OXA-73; this alteration gives rise to
drug permeability and mechanisms that modulate antibiotic affinity [7,10-12].

Murine models of sepsis and pneumonia caused by A. baumannii are thought to con-
tribute to the understanding of the pathogenesis and the dynamics of the host response
because these animals develop acute infections with pathological changes; they can there-
fore be used for the elaboration of new infection protocols and vaccine quality control and
for the development of pharmacological interventions [13-20].

Most infection models use cyclophosphamide (CY) or virulence enhancement of
A. baumannii (by mucin) that causes infections similar to those found in patients [21].
CY is the immunosuppressive drug most widely used in murine models to understand
disease mechanisms and immune responses [21-23]. It is an immunosuppressive alkylating
agent that causes a reduction in polymorphonuclear neutrophils; it predisposes the host to
severe infections [24], inactivating the rapid cycle of the immune cell population, causing
granulopenia [23,25,26] and decreasing B lymphocytes and T lymphocytes in the spleen
and lymph nodes [26,27].

Vaccination strategies based on inactivated multi-drug-resistant bacterial strains
mostly employ antigen adsorption, predominantly on aluminum hydroxide or Freund’s
complete adjuvant [22,28-33]. On the other hand, new molecules such as chitosan have
been used as vaccine adjuvants. Chitosan is a natural, non-toxic, biodegradable, and
biocompatible polymer used in tissue engineering and drug release control that stimu-
lates cellular immune responses and is more efficient and safer than incomplete Freund’s
adjuvant or hydroxide aluminum [23,34].

Given this scenario, we propose a proof-of-concept study using murine models. We
evaluated immune responses using CY-treated mice immunized with a vaccine contain-
ing inactivated whole cells of multi-drug-resistant A. baumannii adsorbed on aluminum
hydroxide-chitosan (mAhC). We intend to contribute to the search for alternatives for
protection against A. baumannii infections.

2. Materials and methods
2.1. A. baumannii Strain and Lethal Dose Determination

The A. baumannii strain was provided by the Central Laboratory of Tocantins (La-
cen/TO) and stored at —80 °C in the Laboratory of Biomolecules and Vaccines of the Federal
University of Tocantins (LaBVac/UFT). This strain was isolated in a hospital environment
and characterized as a resistant carbapenem class for the blaOXA-23 and blaOXA-51 genes
with oxacillinases performed by in-house multiplex polymerase chain reaction (Fiocruz/R]).
The strain was grown in 10 mL of tryptic soy broth (TSB) (soy peptone 17 g/L; casein 3 g/L;
dextrose 5 g/L; potassium phosphate monobasic 5 g/L) under stirring at 120 rpm at 37 °C
for 8 h. At the end of the cultivation, the entire volume was transferred to 90 mL of steril-
ized tryptic soy broth (TSB) and incubated under agitation at 120 rpm and 37 °C for 14 h.
Subsequently, 30 mL of culture was centrifuged and washed in saline to standardize serial
factor-4 dilutions (1/4-1/1024). Three mice were infected intraperitoneally with 500 uL of
each of the above-described dilutions to determine the lethal dose and correlation with cell
concentration (CFU/mL) [31].



Vaccines 2023, 11, 669

30f15

2.2. Inactivation of A. baumannii Culture

A. baumannii cultures were incubated overnight in brain heart broth (Merck, Darm-
stadt, Germany) under agitation at 120 rpm at 37 °C. Cell densities were at the optical
density: 600 nm (ODgqp) = 0.8. Subsequently, they were inactivated using 3% formaldehyde
(Alphatec®, Sao Paulo, Brazil) for 2 h at 30 °C, followed by 16 h at 60 °C, under agitation
at 120 rpm. Inactivation was confirmed by adding 1 mL of the inactivated culture to
Mueller-Hinton agar (Kasvi®, Parana, Brazil) and incubating at 37 °C for 48 h [32].

2.3. mAhC and Vaccine Formulation

The mAhC was prepared with prior chitosan solubilization using chitosan powder
(Polymar, 81% deacetylation degree) in 0.8% (v/v) acetic acid, 0.9% (w/v) saline solution,
with a ratio of chitosan and aluminum hydroxide of 2:1, respectively. Groups of four
animals were employed to assess the number of mAhC doses. Female Swiss mice were
inoculated intramuscularly with 100 pL of the mAhC (without A. baumannii antigen) in a
single shot, at time zero (0 D), with double doses at times (0 D, 14 D) and triple doses at
0D, 14 D, and 28 D. After the last inoculation, the animals were challenged with a lethal
dose of intraperitoneally administered A. baumannii (500 L), and were then monitored for
clinical manifestations; then, the Kaplan-Meier survival curve was determined. The vaccine
formulation consisted of a cell concentration of A. baumannii of 1 x 10° cells.mL ™! at 1:1
(v/v) with chitosan matrix (1.25%, w/w) associated with aluminum hydroxide (1.6 mg)
(Dinamica®, Belo Horizonte, Brazil) [29].

2.4. mAhC and Molecular Docking Calculations

The ligand selected for the molecular docking study was chitosan, and its 3D struc-
tures were built in neutral form using Marvin Sketch 18.10, ChemAxon (http://www.
chemaxon.com, accessed on 31 January 2023). Acinetobacter baumannii lipopolysaccha-
ride (LPS) amino acid sequences were obtained from the UniProt server database (http:
/ /uniprot.org, accessed on 31 January 2023). The 3D structures of both proteins were
constructed using the homology modeling approach with The Swiss Model Workspace
(https:/ /swissmodel.expasy.org/, accessed on 31 January 2023) after selecting their re-
spective models using the BLASTp tool. The models were downloaded from The Protein
Databank (https:/ /www.rcsb.org/, accessed on 31 January 2023), considering quality pa-
rameters such as the experimental method, resolution, and R-value, and their complexation
with a ligand. We used the Swiss model to verify protein structure breaks and amino acid
positioning in the active site [35]. The generated models were validated by inspecting the
Ramachandran plots [36,37], in which it was possible to analyze the distribution of the
skeletal torsion angles ¢ and 1 responsible for the stereochemical quality of the protein
studied, as well as the QMEAN factor [38]. Targets and ligands were prepared for the
molecular docking process using Autodock Tools 1.5.7 [39], according to the methodology
proposed by Moura et al. (2020) [40]. Using the AutoDock Vina [41] in the docking cal-
culations, nine docking positions were generated for ligands interacting with the targets,
returning affinity energy values (kcal/mol). The docking position results were analyzed
using PyMOL 2.0 [42] and Discovery Studio 4.5 [43] to select the best position for each
ligand inside the protein target using the parameters proposed by Moura et al. (2020) [40].

2.5. Ethical/Legal Requirements and Use of Animals in Experiments

This study used female Swiss mice aged 6 to 8 weeks weighing 17-23 g. They were
acquired from the Central Animal Facility of the Federal University of Goias and placed in
the Laboratory of Biomolecules and Vaccines (LaBVac) pre-clinical testing room. The mice
were housed in a pathogen-free primary enclosure with free access to food and water; the
enclosure was maintained at 24 °C, with odor and light control with a light and dark cycle
every 12 h. All animals in this experiment were previously dewormed with access to a 1:20
Ivermectin® solution for seven days. The experiments were conducted following ethical
recommendations established by the law of procedures for the scientific use of animals,
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being approved for execution by the Animal Ethics and Research Committee of UFT under
protocol number 23101.002359/2020-31. Every effort was made to avoid suffering or undue
pain; the mice were monitored for weight loss and gain and clinical manifestations such
as lethargy, hypothermia, and difficulty breathing. The animals were euthanized using
ketamine (300 mg/kg) (Vetbrands®, Rio de Janeiro, Brazil) and xylazine hydrochloride
(22.5 mg/kg) (Syntec®, Piracicaba, Brazil) [17-19].

2.6. Experimental Design

Mice were given 3 intraperitoneal doses of CY (Genuxal® Baxter, Sao Paulo, Brazil)
(150 mg/Kg) for 7 days at 36 h intervals [29]. Blood samples were collected for hematologic
analyses at the Pet Shop Dog Veterinary Clinic Center (Gurupi/TO-Brazil). Once the
immunosuppression picture was established, 10 immunosuppressed Swiss mice were
used to administer 100 pL of the vaccine composition in 3 doses at 0D, 14D, and 28D.
Other groups of 10 immunosuppressed mice were inoculated with 100 uL of adjuvant
solution (mAhC group) and phosphate-buffered saline (PBS) (non-immunized group) at the
corresponding times of 0D, 14D, 28D. Then, 7 days after the final immunization (35D), mice
were challenged with 500 pL of a previously defined and intraperitoneally administered
lethal dose of A. baumannii [31]. The animals were monitored for clinical aspects, and
biological samples were collected.

2.7. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Using A. baumannii Cultures

Blood samples from immunosuppressed mice after the last immunization (28D) and
after the challenge test (35D) were evaluated to stimulate total IgG production. The ELISA
was applied using A. baumannii culture, which used 10 mL of TSB for A. baumannii, under
stirring at 120 rpm at 37 °C, for 8 h (pre-inoculum). Subsequently, the bacterial suspension
was washed in saline solution, centrifuged to remove all the culture broth, and used for
standardization and antigen fixation [33]. Cell concentration of 10° CFU/mL was used for
overnight sensitivity of 96-well microplates (Nunc MaxiSorp during) at 4 °C. After blocking
for 1 h with 2% casein-PBS buffer (blocking buffer) at room temperature, the plates were
washed 4 times with 0.05% Tween-20-PBS buffer. Serum was diluted at 1:50 with blocking
buffer and incubated for 16 h at 4 °C. After washing, anti-mouse IgG peroxidase conjugate
(Sigma, St. Louis, MO, USA) was used at a ratio of 1:2000 in the blocking buffer. After
washing, 3,3’ ,5,5'-tetramethylbenzidine (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) was added
for 15 min and blocked with 2.5 M H,SO,4 (Dinamica®, Belo Horizonte, Brazil). Optical
density was measured at 450 nm, and values above the cutoff were considered positive.
The mean optical density of serum determined the cutoff point before immunization [17].

2.8. Histopathological Analysis

After finishing the lethal dose analysis test, the histopathological analysis of organs
was performed by collecting the liver, lung, and spleen from three non-immunized, mAhC-
treated, and immunized animals. The organs were weighed and fixed in a 10% formalin-
buffered solution. Subsequently, they were dehydrated in alcohol (Qhemis®, Sao Paulo,
Brazil), diaphanized in xylene (Synth®, Porto Alegre, Brazil), and embedded in histological
paraffin (Synth®, Porto Alegre, Brazil). Then, 5-micron sections were made with a micro-
tome, stained in hematoxylin/eosin, and examined under a Leica DM1000 LED optical
microscope (Software Application Suite version 4.9.0) with 10, 40, and 100x objectives.

Histological slides of the liver, lung, and spleen were analyzed for tissue damage
caused by A. baumannii infection, evaluating the presence of edema, degeneration, necrosis,
acute inflammation, and hyperemia. Histopathological damage was classified using the
lesion score considering the degree of alteration (if absent) when there was no evidence
of damage, discrete if it was evident in up to 25% of the field of observation, moderate if
greater than 25% but less than 50%, or severe if greater than 50% [17].
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As previously described, expansion analyses of white pulp from the spleens of im-
munosuppressed mice were performed [44]. Histological sections of the spleen were
analyzed by capturing images using a Leica Application Suite 4.9.0 photomicroscope.
Histological images of white pulp were measured in 10 fields using a 10x objective and
Image]® 1.47v-2012 software (Bethesda, MD, USA) [44].

2.9. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism software GraphPad
Software Inc. San Diego, CA, USA. The Kruskal-Wallis analysis of variance test was
used to compare non-immunized, mAhC-treated, and immunized animals (regarding
immunization efficiency). The following parameters were compared: the number of
surviving animals according to the Kaplan-Meier survival curves was used with the log-
rank test (Mantel-Cox test) and those with symptoms, white blood cell count, and IgG
production. Histopathological damage and white pulp expansion were used to compare
non-immunized versus adjuvant-treated and non-immunized versus immunized animals.
The significance level was p < 0.05, and we included the 95% confidence interval. The
Student’s t-test was used for comparisons of means of experimental parameters.

3. Results
3.1. Sepsis Model of Infection Using A. baumannii in CY-Untreated Mice

The survival curves of mice after inoculation with an active culture of A. bauman-
nii revealed percentages corresponding to 100%, 50%, and 0% when active suspensions
were inoculated intraperitoneally at 1073 (ODggp 0.02), 1072 (ODggg 0.15), and 10! (ODggg
1.24), respectively, p < 0.01 (Figure 1A). After that, mice infections were performed us-
ing A. baumannii culture at 10°-107 CFU/mL. After the first 24 h, A. baumannii-infected
(4.0 x 108 CFU/mL) mice showed 75% lethality, and this dose was used for the evaluations
of vaccine efficacy (Figure 1B), p < 0.001.
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Figure 1. Determination of the lethal dose of A. baumannii in CY-untreated mice. (A) The survival rate
of mice subjected to bacterial challenge using serial dilution ranged from 10! to 1073, (**) p <0.01).
(B) Survival curve of mice submitted to bacterial challenge using colony-forming unit (CFU/mL of
A. baumannii). p-values determined by Kaplan-Meier survival curves were used with the log-rank
test (Mantel-Cox test, with six animals per group). (***) p < 0.001. Immunized CY-treated mice.

3.2. Determination of mAhC Dose in CY-Untreated Mice

Mice (CY-untreated mice) inoculated with one or more doses of mAhC showed body-
weight gain (Figure 2A). However, after inoculation with the lethal dose of A. baumannii
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(4.0 x 108 CFU/mL), differences in survival percentages were observed, with the high-
est survival rate obtained when a higher number of doses was applied (Figure 2B). No
survivors were observed after an A. baumannii challenge test in CY-untreated mice that re-
ceived a single dose of mAhC or were administered only 1.6 mg/mL aluminum hydroxide
solution. CY-untreated mice inoculated with 2 or 3 doses showed a survival rate of 45%
(p < 0.01), suggesting the potential stimulation and protection of mAhC (Figure 2B).
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Figure 2. Determination of the number of mAhC doses in CY-untreated mice. (A) Bodyweight
monitoring of CY-untreated mice. Data are expressed as the mean and standard deviation. p < 0.05).
(B) Survival curve of mice subjected to A. baumannii challenge (4.0 X 108 CFU/mL). The log-rank test
(Mantel-Cox test, with six animals per group) determined the p-value. (**) p < 0.01.

3.3. Molecular Docking from MAhC and Bacterial Lipopolysaccharide

The selected templates for homology modeling are shown, highlighting the iden-
tities and the validation results with the corresponding Ramachandran favored values
and QMEAN. (Table 1). The chitosan complexed with the receptor and formed various
interactions with varying affinity energies, as indicated by the docking assays (Table 2).
The chitosan ligand showed better affinity energy with target Acinetobacter baumannii at
—8.4 kcal/mol. The complex formed between the chitosan ligand and the LPS target
receptor of the organism Acinetobacter baumannii presents a strong interaction with the
receptor’s amino acids (Figure 3A). This complex showed interactions between the target
and ligand of the type: van der Waals, conventional hydrogen bond, carbon-hydrogen
bond and pi-donor hydrogen bond (Figure 3B).

Table 1. The target model of the A. baumannii lipopolysaccharide was used to analyze the molecular
docking with chitosan.

Organism

Target
(Unipot Database)

Template

Identity (%)

Ramachandran
Favored (%)

OMEAN

A. baumannii

LPS (DOC7T1)

5IV8

34.02%

90.54%

0.56

Table 2. Molecular docking results for complexes between chitosan and the target of A. baumannii.

. . Affinity Energy
Organism Ligand (kcal/mol)
A. baumannii Chitosan -84
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Figure 3. Molecular docking calculations. Chitosan (red) complexed with protein LPS (gray) (A) and
2D maps of molecular interactions with amino acids (B) of Acinetobacter baumannii.

3.4. Immunosuppressive Model

We established an immunosuppressive model in Swiss mice using doses of CY, an
agent with immunosuppressive properties that causes a decrease in hematologic parame-
ters in the blood and leukopenia. CY promoted a progressive change in the clinical picture
after three doses, causing ruffled hair, hair loss, and weight loss (p < 0.05) (Figure 4A). Fur-
thermore, about 70% of the CY-treated mice survived and experienced a gradual recovery
in body-weight gain (Figure 4B). In addition, these animals showed an exacerbated reduc-
tion in the number of total leukocytes, 79% (p < 0.001) (Figure 4C), neutrophils (p < 0.01)
(Figure 4D), lymphocytes (p < 0.001) (Figure 4E), and monocytes (p < 0.05) (Figure 4F),
compared to the group of non-treated mice. Erythrocytes reduction was also evidenced
with a decline of 51% compared to the group of CY-treated mice (p < 0.01) (Figure 4G)
and a drop in hemoglobin concentration (p < 0.05) (Figure 4H) and hematocrit (p < 0.05)
(Figure 41).
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Figure 4. Description of the immunosuppressive model Swiss mice. (A) Bodyweight monitoring of
CY-treated and CY- untreated mice using six animals per group. Data are expressed as the mean and
standard deviation, (*) p < 0.05. (B) Percentage survival of CY-treated mice using cyclophosphamide
(150 mg/kg). (C) Leukocyte numbers. (***) p < 0.001. (D) The number of neutrophils. (**) p < 0.01.
(E) Several lymphocytes. (***) p < 0.001. (F) The number of monocytes. (*) p < 0.05. (G) Several
erythrocytes. (**) p < 0.01. (H) Hemoglobin. (*) p < 0.05. (I) Hematocrit. (*) p < 0.05. p values were
determined by the t-test.

3.5. Protective Effect of A. baumannii Whole-Cell Vaccine Inactivated and Adsorbed on mAhC in
CY-Treated Mice

Analysis of the post-immunization humoral response revealed greater stimulation of
IgG levels in CY-treated mice inoculated with mAhC alone (adjuvant group) compared
to non-immunized CY-treated mice (p < 0.05) (Figure 5). However, CY-treated mice im-
munized with inactivated A. baumannii whole-cell vaccine adsorbed with mAhC had IgG
levels significantly higher than the levels obtained from CY-treated mice in the adjuvant
group (p < 0.05), suggesting a greater capacity to stimulate the immune response against
A. baumannii (Figure 5).

The study of vaccine efficacy after applying the lethal dose of active A. baumannii
(4 x 10® CFU/mL) revealed a lethality rate of 100%, corresponding to non-immunized and
CY-treated mice (control group) (p < 0.001). In contrast, in immunized CY-treated mice, the
survival rate was 85%, a value that differed from the survival percentages of CY-treated
mice in the mAhC group (adjuvant) (45%) (p < 0.05) (Figure 6A). In addition, immunized
CY-treated mice showed higher levels of IgG compared to the control and adjuvant groups
(Figure 6B) (p < 0.05), as well as a more significant expansion of white pulp (Figure 6C,D).
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Figure 5. Stimulation of the humoral response of inactivated A. baumannii whole-cell vaccine adsorbed
on mAhC in CY-treated mice. Data refer to the levels of total IgG produced before the application of
a lethal dose of A. baumannii (4.0 X 108 CFU/ mL) in immunized CY-treated mice, non-immunized
CY-treated mice, and CY-treated mice inoculated with mAhC using 6 animals per group. (*) p < 0.05
represents a comparative analysis between non-immunized CY-treated mice vs. CY-treated mice
inoculated with mAhC using 6 animals per group. (*#) p < 0.05 represents a comparative analysis
between immunized CY-treated mice vs. CY-treated mice inoculated with mAhC.

A 100-—-.—l B 18000+ *#
*okk § 16000+
= # g
80+ 3 14000
= L =
g T 120004 *
Z 604 s —_—
3 F .
e
S ® * S 8000
g wd [ 7 " =
& E 6000}
g
20+ & Non-immunized s 4000+
@ mARC 2 20004
- Immunized £
O+—— T T T T T 1 T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 . ) _
Time (days) Non-immunized mAhC Immunized

250000

225000 " E

200000+

175000+ @

150000+

125000 E

100000+
75000+
50000+
25000

White Pulp Expansion (i?)

Non-immunized mAhC Immunized

Figure 6. Efficiency test of whole-cell vaccine inactivated and adsorbed on mAhC in CY-treated mice.
(A) Survival curve of experimental groups using CY-treated mice after a lethal dose of A. baumannii
(4.0 x 108 CFU/mL). The log-rank test (Mantel-Cox test, with six animals per group) determined
the p-value. (*) p < 0.05 represents a comparative analysis between non-immunized CY-treated mice
vs. CY-treated mice inoculated with mAhC using six animals per group. (***) p < 0.001 represents a
comparative analysis between non-immunized CY-treated mice vs. immunized CY-treated mice and
(#) p < 0.05 represents a comparative analysis between immunized CY-treated mice vs. CY-treated mice
inoculated with mAhC. (B) Humoral response after a lethal dose of A. baumannii (4.0 x 108 CFU/mL).
Data refer to the total IgG levels produced from immunized CY-treated mice, non-immunized
CY-treated mice, and post-lethal CY-treated mice inoculated with mAhC. (*) p < 0.05 represents a
comparative analysis between non-immunized CY-treated mice vs. CY-treated mice inoculated with
mAhC and non-immunized CY-treated mice vs. immunized CY-treated mice. p < 0.05 (*#) represents
a comparative analysis between immunized CY-treated mice vs. CY-treated mice inoculated with
mAhC. (C,D) Measurement and imaging of white pulp expansion of immunosuppressed mice.
(*) p < 0.05 represents a comparative analysis between non-immunized CY-treated mice vs. those
inoculated with mAhC. (***) p < 0.01 represents a comparative analysis between immunized CY-
treated mice vs. CY-treated mice inoculated with mAhC. Image] employee software is available
(https:/ /imagej.nih.gov/ij/ accessed on 31 January 2023).
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3.6. Histopathological Analysis of the Sepsis Model of A. baumannii Infection in CY-Treated Mice

The sepsis model of A. baumannii infection showed tissue damage in the liver, spleens,
and lungs in CY-treated mice, the non-immunized mice, and the mAhC (Figure 7). By
comparison, there were no significant differences between the liver and lung weights of
these groups (Figure 7A,B). In terms of the weight of the spleens of immunized CY-treated
mice, there were significant differences from the non-immunized CY-treated or adjuvant
groups (p < 0.05) (Figure 7C). In addition, more substantial expansion of the white pulp
was observed in this group (p < 0.01) and the adjuvant group (p < 0.05) (Figure 7D). The
expansion of the white pulp is related to the presence of periarteriolar and follicular hyper-
plasia caused by the antigenic stimulus and immune response (Figures 6D and 7D). The
histopathological findings revealed greater severity in the liver with hydropic degeneration
and decreased sinusoids, and interstitial pneumonia with a mixed inflammatory infiltrate
and congestion (of minor severity in the mAhC and immunized groups) in the lung. Addi-
tionally, hemorrhage, congestion, and white pulp lymphoid hyperplasia were detected in
the spleen (Figure 7D).
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Figure 7. Histopathological findings of A. baumannii infection in CY-treated mice. (A-C) Determina-
tion of the lung, liver, and spleen weights of CY-treated mice after the application of a lethal dose of
A. baumannii (4.0 x 108 CFU/mL) using 6 animals per group. Data are expressed as the mean and
standard deviation. (*) p < 0.05 represents a comparative analysis between non-immunized CY-treated
mice vs. immunized CY-treated mice. (D-F) Histopathological findings of experimental groups using
CY-treated mice after the application of a lethal dose of A. baumannii (4.0 x 108 CFU/mL) stained
by the hematoxylin-eosin technique. Data: D1: necrosis (40x), D2: hydropic Degeneration (40 x),
D3: hyperemia (40x), D4: hemorrhage (40x), E1: hemorrhage (40 x), F1: pulmonary hemorrhage
(40x), F2: polymorphonuclear neutrophils (40x), F3: acute inflammation (40 x ), F4: hyperemia (40 x),
F* white pulp.
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4. Discussion

A. baumannii is a critical emerging pathogen that is responsible for nosocomial pneu-
monia in healthcare settings; it has become a global emergency [45-47]. Murine models
have contributed to elucidating the mechanisms associated with pathogenesis and under-
standing the pathogen-host relationship of infections caused by A. baumannii in sepsis,
pneumonia, and immunosuppression models [17,19,24]. CY is a synthetic antineoplastic
agent widely used as an immunosuppressive drug in mice, which causes a cytostatic effect
and inhibits the rapid cycle of immune cells, consequently causing granulopenia [23,25,26].
A. baumannii-infected mice may show changes consistent with pneumonia, acute inflamma-
tion with mild-to-severe inflammatory infiltration of polymorphonuclear cells, segmental
abscess formation, and mild-to-moderate infiltration of alveolar macrophages when treated
with an immunosuppressant [48]. Here, we used an A. baumannii sepsis model in CY-
treated mice to understand the behavior of multi-drug-resistant strains in infections and to
evaluate new vaccine strategies based on inactivated bacterial strains adsorbed on mAhC.

Preliminarily, we revealed the immunosuppression of immunocompetent mice that
showed signs of infection and presented with ruffled and shedding animal hair, loss in body
weight, and lethargy, accompanied by a reduction in leukocytes (neutrophils, lymphocytes,
and monocytes), erythrocytes, and hemoglobin and the percentage of hematocrit (Figure 4).
Our data corroborate those of other studies that show low concentrations of circulating
polymorphonuclear neutrophils, followed by a marked and progressive increase leading
to greater susceptibility of immunosuppressed mice [23,29,49] and distinct alterations of
macrophages and lymphocytes with lower participation in the first hours of infection,
followed by baseline levels.

The expansion of the follicular area is characterized by increased cellularity of rounded
and regular nuclear membranes stimulated by immunization, leading to subsequent B cell
proliferation [17,28,50,51]. The present study revealed the expansion of spleen white pulp in
the immunized CY-treated mice groups with the production of IgG antibodies. In addition,
the adequate protection of 85% after a lethal dose of multi-drug-resistant A. baumannii
suggests that our murine model was effective in vaccine protection in immunized animals
(Figure 6B,C), as reported in previous studies [23,28,30].

Another relevant aspect observed here was the greater tissue protection of groups
of immunized CY-treated mice because non-immunized CY-treated mice or adjuvant-
inoculated-CY-treated mice presented histopathological findings of edema, hemorrhage,
hydropic degeneration, necrosis, and hyperemia in liver sections, as well as edema, hem-
orrhage, and hyperemia in lung sections. There were signs of acute infection in the non-
immunized CY-treated mice and adjuvant-inoculated-CY-treated mice groups after infec-
tion, revealing characteristic signs of the pathology with death within 24 h. In contrast, the
immunized CY-treated mice groups showed adequate protection after receiving a lethal
dose of multi-drug-resistant A. baumannii. Our data corroborate previous infection studies
in murine sepsis models [49,52,53].

Splenic alterations caused by A. baumannii infections are accompanied by white pulp
damage, leukocyte apoptosis, embolus formation, clusters of degenerated or necrotic leuko-
cytes in the white pulp areas, and the appearance of moderate congestion in the medullary
region [49,54]. Infiltration of mixed inflammatory cells in the perivascular and peribronchial
space, with the presence of polymorphonuclear granulocytes and mononuclear cells in the
airway lumen, especially in the first hours of infection, is followed by vasodilation, conges-
tion, and hemorrhage, which leads to the destruction of alveolar structures of the lung after
48 h of infection [49,52,53,55,56]. Our histopathological findings highlight the importance
and adequacy of the sepsis model, evidencing vaccine protection, the stimulation of the
immune response, and the consequent tissue protection of the livers, spleens, and lungs of
immunized animals.

The mAhC used here contributed to the stimulation of IgG production of immunized
CY-treated mice groups and was superior to non-immunized CY-treated mice groups when
used at three doses/animal. Previous studies demonstrated the stimulation of IgG produc-
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tion in immunized mice using protein antigens adsorbed exclusively on chitosan [34,57,58]
or exclusively on aluminum hydroxide or Freund’s adjuvant [15,30,33,59]. However, the
present study is the first to associate aluminum hydroxide and chitosan for the adsorption
of A. baumannii antigens on mAhC, revealing a vaccine adjuvant that stimulates the immune
system response of immunosuppressed mice.

Despite the relevance of the efficacy of a new vaccine formulation with inactivated
multi-drug-resistant A. baumannii that is whole-cell adsorbed on mAhC, issues remain that
have not been fully elucidated. As described here, we recorded high stimulation of the
immune response by measuring total IgG levels. However, we did not determine IgG1
and IgG2c levels, which participate in eliminating pathogens and reducing postoperative
bacterial loads [17,32,33]. We did not measure cytokine profiles, which may be necessary for
elucidating the mechanism of pathogen elimination and vaccine protection. Thus, future
studies should address these issues.

5. Conclusions

We demonstrated the role of an A. baumannii sepsis model in mice and the reduction in
neutrophil numbers before immunization (treated with CY). The inactivated and adsorbed
multi-drug A. baumannii whole-cell vaccine (mAhC) stimulated the immune response and
protected immunized animals, even after a challenge with a lethal dose. These findings
provide the basis for studies on minimizing the impacts of A. baumannii infections.
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