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RESUMO

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria capaz de colonizar mucosas e causar graves infeccoes,
entretanto, até o momento, nao existem vacinas disponiveis contra infec¢des por K. pneumoniae.
Vacinas recombinantes baseadas em antigenos bacterianos sdo uma op¢ao promissora a ser
investigada, devido a sua conservacao em diferentes sorotipos e acessibilidade ao sistema imune
destes antigenos. Fimbrias desempenham papel essencial durante a infeccdo no hospedeiro,
estando relacionadas a adesdo, tanto em superficies bidticas ou abibticas, mas também na
formacao de biofilme e comunidades intracelulares bacterianas. Neste trabalho, subunidades
fimbriais de tipo 1 e tipo 3 foram avaliadas como potenciais candidatos vacinais contra pneumonia
e sepse por K. pneumoniae. Andlises de bioinformética foram utilizadas para o0 mapeamento de
epitopos e predicdo de imunogenicidade das subunidades fimbriais. Epitopos para linfécitos B e
T CD4+ foram mapeados, sendo que estes ultimos foram utilizados em predi¢cdes e modelagens
de interagdo com MHC-II, onde a ligagdo na fenda de apresentacdo e apresentacdo dos
peptideos foi predita. Analises de conservacédo dentro de proteomas de K. pneumoniae também
foram realizadas e mostraram a prevaléncia das subunidades dentro dos proteomas de K.
pneumoniae. As proteinas FImA e MrkA foram produzidas em E. coli e utilizadas na imunizagdo
de camundongos por via subcutanea, sendo capazes de induzir a producgéo de IgG especifico no
soro, principalmente de subclasse IgG1l, os quais foram capazes de reconhecer e se ligar a
superficie de um isolado clinico utilizado nos modelos de infeccdo (BM567). Além de reconhecer
a bactéria, estes anticorpos também demonstraram reagir de forma cruzada com a subunidade
correspondente do outro tipo fimbrial. Os anticorpos também foram capazes de inibir a formacédo
de biofilmes em superficie abidtica, sendo que o efeito foi mais acentuado ne presenga de soro
dos animais que receberam as duas proteinas. No modelo de colonizagdo pulmonar, a
coadministracdo de rFimA e rMrkA diminuiu significativamente a contagem bacteriana do
macerado pulmonar. Logo que cepas hipervirulentas possuem papel de destaque nas infeccdes
na comunidade por K. pneumoniae, foi avaliado o potencial protetor de rMrkA contra o desafio
intranasal com o isolado K1, porém ndo houve protecdo. Em conjunto, os resultados deste estudo
contribuem para o desenvolvimento de estratégias profilaticas contra K. pneumoniae, além de
elucidar a contribuicdo das fimbrias para a viruléncia da bactéria.
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a bacterium capable of colonizing mucous membranes and cause
serious infections. However, to date, there are no vaccines available against K. pneumoniae
infections. Recombinant vaccines based on bacterial antigens are a promising option to be
investigated, due to their conservation in different serotypes and accessibility to the immune
system of these antigens. Fimbriae play an essential role during infection in the host, being related
to adhesion, both on biotic and abiotic surfaces, but also in the formation of biofilm and intracellular
bacterial communities. In this work, type 1 and type 3 fimbrial subunits were evaluated as potential
vaccine candidates against K. pneumoniae pneumonia and sepsis. Bioinformatics analyzes were
used to map epitopes and predict the immunogenicity of the fimbrial subunits. Epitopes for B and
CD4+ T lymphocytes were mapped, and the latter were used in predictions and modeling of
interactions with MHC-II, where binding in the presentation cleft and presentation of the peptides
were predicted. Conservation analyses within K. pneumoniae proteomes were also performed and
showed the prevalence of the subunits among the K. pneumoniae proteomes. The FimA and MrkA
proteins were produced in E. coli and used to immunize mice subcutaneously, being capable of
inducing the production of specific 1gG in the serum, mainly of the IgG1 subclass, which were able
to recognize and bind to the surface of a clinical isolate used in infection models (BM567). In
addition to recognizing the bacteria, these antibodies have also been shown to cross-react with
the corresponding subunit of the other fimbrial type. The antibodies were also capable of inhibiting
the formation of biofilms on abiotic surfaces, with the effect being more pronounced in the
presence of serum from animals that received the two proteins. In the lung colonization model,
coadministration of rFimA and rMrkA significantly reduced the bacterial count of lung macerate.
Since hypervirulent strains play a prominent role in K. pneumoniae infections in the community,
the protective potential of rMrkA against intranasal challenge with a K1 isolate was evaluated,
however, there was no protection. Taken together, the results of this study contribute to the
development of prophylactic strategies against K. pneumoniae, in addition to elucidating the
contribution of fimbriae to the virulence of the bacteria.
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